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Wykaz skrétéw:

ASCO - ang. American Society of Clinical Oncology -
Amerykanskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej

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
CRC - ang. colorectal carcinoma - rak jelita grubego

ctDNA - ang. circulating tumour DNA - wolnokrgzacy DNA
nowotworowy

ddPCR - ang. digital droplet PCR - emulsyjny PCR
DRP - rak drobnokomorkowy
EBV - ang. Epstein-Barr virus - wirus Epsteina-Barra

EQA - ang. external quality assessment -
zewnatrzlaboratoryjna kontrola jakosci

ER - ang. estrogen receptor - receptor estrogenowy

FDA - ang. Food and Drug Administration - Agencja Zywnosci

i Lekow

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 zotgdka

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
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HER2 - ang. human epidermal growth factor receptor 2 -
receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu

HRD - ang. homologous recombination deficiency - niedob6r
naprawy rekombinacji homologicznej

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 ligacji

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

MSI - ang. microsatellite instability - niestabilno$¢
mikrosatelitarna

MSI-H - ang. MSI-high - wysoka niestabilnos¢
mikrosatelitarna

MSP - ang. methylation-specific PCR - metylospecyficzna PCR
MSS - ang. microsatellite stable - stabilno$¢ mikrosatelitarna
NCCN - ang. National Comprehensive Cancer Network

NGS - ang. next generation sequencing - sekwencjonowanie
nastepnej generacji

NSCLC - ang. non-small cel lung cancer, NDRP - rak
niedrobnokomaérkowy (ptuca)
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PARPI - ang. Poly (ADP-ribose) polymerase inhibitors -
inhibitory PARP

PCA - Polskie Centrum Akredytacji

PCR - ang. polymerase chain reaction - reakcja taricuchowa
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 tancuchowa polimerazy

RJG - rak jelita grubego
RT-PCR - ang. reverse transcription PCR - reakcja tancuchowa
polimerazy z odwrotng 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



Skréty aminokwaséw:

Skrot Skrot i
jednoliterowy  trzyliterowy Aminokwas
A Ala Alanina
c Cys Cysteina
D Asp Kwas asparaginowy
E Glu Kwas glutaminowy
F Phe Fenyloalanina
¢ Gly Glicyna
H His Histydyna
! Ile Izoleucyna
K Lys Lizyna
L Leu Leucyna
M Met Metionina
N Asn Asparagina
P Pro Prolina
Q Gln Glutamina
R Arg Arginina
S Ser Seryna
T Thr Treonina
v Val Walina
w Trp Tryptofan
Y Tyr Tyrozyna
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Skroét Skroét

trzyliterowy jednoliterowy Aminokwas
Ala A Alanina
Arg R Arginina
Asn N Asparagina
Asp D Kwas asparaginowy
Cys C Cysteina
Gln Q Glutamina
Glu E Kwas glutaminowy
Gly G Glicyna
His H Histydyna
Ile | Izoleucyna
Leu L Leucyna
Lys K Lizyna
Met M Metionina
Phe F Fenyloalanina
Pro P Prolina
Ser S Seryna
Thr T Treonina
Trp W Tryptofan
Tyr Y Tyrozyna
Val V Walina
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Diagnostyka genetyczna
nowotworow litych w praktyce

Rak jelita grubego
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Epidemiologia, terapia anty-EGFR, MSI

Rak jelita grubego (R/G, ang. colorectal cancer, CRC) nalezy do
najczestszych nowotworéw ztosliwych. Postepowanie tera-
peutyczne zalezy od stopnia zaawansowania i lokalizacji guza.
W stadium przerzutowym kluczowe znaczenie ma diagnosty-
ka molekularna.

¢ Terapia anty-EGFR

» Leczenie przeciwcialami anty-EGFR (cetuksymab, panitu-
mumab) stosowane jest u chorych bez mutacji w genach
KRAS i NRAS oraz bez BRAF p.Val600Glu (V600E).

» W przypadku mutacji BRAF V600E mozliwe jest leczenie
skojarzone: inhibitor BRAF + przeciwciato anty-EGFR.

» Inhibitory KRAS G12C (np. adagrasib, sotorasib) w skoja-
rzeniu z anty-EGFR uzyskaty ostanio rejestracje FDA.

¢ MSI/ MMR

» 12-15% CRC wykazuje deficyt naprawy niedopasowanych
zasad (MMRd) i niestabilno$¢ mikrosatelitarng (MSI).

» MSI/MMRd jest:

+ czynnikiem predykcyjnym odpowiedzi na immunotera-
pie,

+ czynnikiem rokowniczym (lepsze przezycie w Il stopniu),

* markerem zespotu Lyncha (3-5% CRC).

» Pacjenci z nowotworami MSI-H nie odnoszg korzys$ci z ad-
juwantowej chemioterapii opartej na 5-FU w Il stopniu za-
awansowania.

» Przed leczeniem 5-FU nalezy wykona¢ badanie w kierunku
niedoboru DPD.

¢ Materiat do badan molekularnych

» W stadium IV preferowane jest badanie ogniska przerzuto-
wego, a w przypadku braku dostepnosci - materiat z guza
pierwotnego.
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» Preferowany materiat operacyjny (wieksza zawartos¢
utkania nowotworowego).

» Po leczeniu neoadjuwantowym nalezy rozwazy¢ badanie
przerzutu lub materiatu biopsyjnego.

» Minimalny odsetek komérek nowotworowych: >20%.

» W przypadku nizszego odsetka konieczna makro-/mikro-
dysekcja lub zastosowanie metod wysokoczutych (qPCR,
ddPCR, NGS).

Czynniki predykcyjne w przerzutowym R)G

* RAS (KRAS, NRAS)
» Mutacje aktywujgce dotyczg gtéwnie kodondw 1213 (90%
przypadkow).
» Rzadziej: kodony 59, 61, 117, 146.
» Obecno$¢ mutacji RAS wyklucza terapie anty-EGFR.

* BRAF
» Mutacje w 5-22% CRC.
» Najczestsza: p.Val600Glu (V600E) (90% mutacji BRAF).

» V60OE - czynnik predykcyjny leczenia skojarzonego
(anty-BRAF + anty-EGFR).

» Mutacje RAS i BRAF wspotwystepuja rzadko (1-2%).
o MSI

» Guzy MSI-H czesciej prawostronne, stabo zréznicowane,
z naciekiem limfocytarnym.

» Zaleca sie badanie MSI/MMR we wszystkich resekowanych
CRC.
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Algorytm diagnostyczny RAS/BRAF/MSI

» Diagnostyka KRAS, NRAS i BRAF moze by¢ wykonywana jed-
noczasowo lub sekwencyjnie.

»W przypadku wykrycia mutacji KRAS dalsza analiza
(NRAS/BRAF) nie jest konieczna dla kwalifikacji do terapii
anty-EGFR.

» Status MSI powinien by¢ oceniany niezaleznie (kwalifikacja
do immunoterapii, diagnostyka zespotu Lyncha).

Rak jelita grubego

diagnostyka molekularna genéw RAS, BRAF i MSI

Jednoczasowa (technika NGS)

Sekwencyjna

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

s

X Brak kwalifikacji do
terapii anty-EGFR
(STOP)

X Brak kwalifikacji
(STOP)

MLH1, MSH2,
MSHe6, PMS2

2. Badanie NRAS

3. Badanie BRAF

BRAF mut(+) BRAFWT

X Brak kwalifikacji do
terapii anty-EGFR
(STOP)

V Mozliwa kwalifikacja do
terapii anty-BRAF plus
anty-EGFR

v Mozliwa kwalifikacji do
terapii anty-EGFR
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Metody oceny KRAS/NRAS/BRAF i MSI

* NGS
» Mozliwo$¢ jednoczesnej oceny KRAS, NRAS, BRAF i MSI.
» Umozliwia kompleksowe profilowanie molekularne.

» Wykrywa rzadkie mutacje oraz fuzje genowe (np. o wyso-
kiej NTRK, RET).

» Fuzje NTRK/RET (<1% ogétem, >20% w MSI-H bez mutagji
RAS/BRAF).

sekwencjonowanie Sangera

» ,Ztoty standard”.

» Wykrywa szerokie spektrum mutacji.

» Wymaga >20% komorek nowotworowych.

qPCR
» Najczesciej stosowana metoda.

» Wysoka czutos¢ (1-5%).

» Obejmuje najczestsze mutacje (KRAS/NRAS kodony
12,13,59,61,117,146; BRAF V600E).

» Nie wykrywa rzadkich wariantéw spoza panelu.

MSI - PCR

» Analiza markeréw BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24,
MONO-27.

» 240% markerdéw niestabilnych - MSI-H.

» Wymaga poréwnania z DNA prawidtowym.

» Alternatywa sg systemy zamkniete (7 markeréw; >2/7
dodatnie - MSI-H) oraz testy wykonywane technika dPCR.
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Alternatywne metody - ptynna biopsja
» Analiza ctDNA z krwi.

» Wskazana, gdy brak dostepnej tkanki.

» Wykonywana metodg qPCR, ddPCR lub NGS wysokiej
czutosci.

» Wymaga specjalnych probéwek stabilizujgcych DNA.

» Nie zaleca sie rutynowo przy dostepnej tkance (ryzyko
wyniku fatszywie ujemnego).

Czas wykonania badania

» Maksymalny czas od przyjecia materiatu:
» gPCR/Sanger: do 10 dni roboczych,
* NGS: do 20 dni roboczych.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Czerniak
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Epidemiologia, podziat

Czerniak (ang. melanoma) stanowi ok. 2% wszystkich nowo-
twordw w Polsce; globalnie rozpoznaje sie ok. 150 tys. nowych
przypadkow rocznie. Jest nowotworem o wysokim potencjale
przerzutowym, wywodzacym sie z melanocytéw. Najczesciej
dotyczy skory, rzadziej bton sluzowych, oka i innych lokalizacji.

» Procentowy rozktad mutacji dla czerniakéw skéry nienara-
zonych na dtugotrwate dziatanie storica: BRAF - 50%; NRAS
-20% a dla czerniakéw skéry narazonych na dtugotrwate
dziatanie stonca: BRAF - 10%, NRAS - 10% a KIT - 2%.

» W przypadku czerniakéw bton $luzowych zmiany dotyczg
gendw SF3B1-22%, KIT - 20%, NRAS - 15% i BRAF - 5%.

» Czerniaki akralne charakteryzujg sie zmianami w genach
NFT - 14%, KIT - 15%, NRAS - 15% i BRAF - 15%.

» Czerniaki wywodzgace sie ze znamienia btekitnego oraz
narzadu wzroku posiadajg mutacje w genach GNAQ - 50%,
GNAT1 - 32%, zmiany BRAF w tym podtypie czerniaka wy-
stepujg ponizej 1%.

» Diagnostyka mutacji wystepujacych w promotorze genu
TERT i genu HRAS wykorzystywana jest w celu wiasciwej
klasyfikacji zmian melanocytowych typu spitzoidnego ze
szczegblnym uwzglednieniem réznicowania z czerniakiem
W przypadku nowotworéw typu spitzoidnego nalezy rozwa-
zy¢ poszukiwanie fuzji genowych z udziatem gendéw NTRK1
lub NTRK3.
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Badane markery
» Najwyzszy odsetek wariantéw patogennych wystepuje
w czerniakach w genie BRAF (27-70%),

Tabela 1. Wystepowanie poszczegdlnych wariantéw mutacji
BRAF w czerniaku

Odsetek poszczegélnych

Mutacja 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%

» W ramach rutynowej diagnostyki zmian melanocytarnych
w najblizszym czasie niezbedne bedzie wdrazanie badan
z wykorzystaniem metody aCGH (ang. array comperative
genomic hybridization). Badanie bedzie umozliwiato ocene
markeréw zawartych w aktualnej klasyfikacji WHO m.in. de-
lecje genu CDKN2A/B, TERT, amplifikacje genu CCND1, MDM2,
CDK4 jak réwniez mozliwos¢ oceny zmian na chromoso-
mach.

Tabela 2. Molekularne $ciezki czerniaka

' mutacje aktywujace (gain-of-function)
@ utrata funkcji (loss-of-function)

@ fuzje/rearanzacje

@ amplifikacje

(O mutacje promotora

Legenda:
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Materiat

»

Bloczek FFPE powinien zawiera¢ nie mniej niz 20% utkania
nowotworowego.

Metody

Sekwencjonowanie Sangera

» analiza eksonu 15 (kodon 600) i 11 genu BRAF
(NM_004333.6),

» umozliwia doktadng identyfikacje typu substytucji (V600E,
V600K, V600D itd.),

» czutos¢ ok. 15-20%,

» czesto stosowane jako metoda weryfikacyjna.

qPCR (testy komercyjne)

» szybkie wykrycie mutacji w kodonie 600,

» zwykle bez rozréznienia konkretnego wariantu,
» dedykowane do wybranych mutacji.

Przy wyniku ujemnym i silnym podejrzeniu klinicznym zaleca
sie weryfikacje metoda sekwencjonowania.

ctDNA (ptynna biopsja)

» analiza DNA nowotworowego z 0socza,

» moze odzwierciedla¢ heterogennosc¢ catej masy guza,

» metody: gPCR, ddPCR, NGS,

» wymagana czutos¢ <1%,

» Sanger niezalecany (zbyt niska czuto$¢).

NGS

» jednoczesna analiza wielu gendw (BRAF, NRAS, KIT i inne),

» wysoka czuto$¢,

» mozliwos¢ identyfikacji fuzji (RNA-NGS): BRAF, ALK, ROST,
NTRK1/2/3,
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» szczegblnie przydatne w zaawansowanej chorobie lub przy
braku mutacji w badaniach celowanych.

Czas wykonania badania

» Maksymalny czas od przyjecia materiatu:

+ gPCR / Sanger - do 10 dni roboczych,
* NGS - do 20 dni roboczych.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Rak jajnika
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Epidemiologia, etiologia

» 2023 r.: zachorowania - 3 525, zgony - 2 520

» Zachorowania: 6 miejsce wéréd nowotwordw u kobiet

» Zgony: 5 miejsce w przyczynach zgondéw nowotworowych

» Szczyt zachorowan: 60-69 r.z.

» 5-letnie przezycie: 30-50%

» Rozpoznanie w stadium zaawansowanym: ~70% przy-
padkéw

Predyspozycje dziedziczne

» BRCA1/BRCA2: 10-18% przypadkow
» W zespole Lyncha (MSH2, MSH6, MLH1, PMS2): 0,9-2,7%
przypadkdéw

» Zalecenie: kazda pacjentka z rakiem jajnika - konsultacja
genetyczna
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Podtypy raka jajnika

Tabela 1. Molekularna i histokliniczna klasyfikacja rakow
jajnika

Rak surowiczy Rak surowiczy

wysokiego stopnia- | niskiego stopnia -
niskozréznicowany | wysokozréznicowany

Czestos¢
wystepowania 70% <5%
(%)
Pochodzenie  *Gtéwnie jajowsd ~ Coosalpingioza/
jajowaéd
Srédnabtonkowy )
X Surowiczy guz
Zmiana rak surowiczy ranicznej ztosliwosci
STIC - serous 0 granicznej ztostiwose
prekursorowa ; o (Serous borderline
tubal intraepithelial
. tumor)
carcinoma)
Nai dziedziczna
ajczestsze d iad
. predyspozycja do
lz(ggsggﬁiz raka piersi i jajnika,
dziedzicznej powodowana przez -
predyspozycji do Warianty patogenne
nowotworow genow m. in.
BRCA1/2 (HBOC)
(mutade o KRAS
BRCA1/2
somatyczne NRAS
WykryV\{ane HRD BRAF
w komérkach X Aberracje HER?
nowotworowych .o mosomowe
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RELS RELS Rak sluzowy

endometrioidalny | jasnokomoérkowy

10% 6-10% 3-4%
Endometrioza Endometrioza Pgtwornlak/
Nieznane
Atypowa Atypowa
endometrioza, endometrioza, .
. ) . Sluzowy guz
endometrioidny jasnokomorkowy X .
. f - . o granicznej
guz o granicznej guz o granicznej o
P . P . ztosliwosci
ztosliwosci (Atypical  ztosliwosci (Atypical (Mucinous
endometriosis; endometriosis; X
L borderline tumor)
endometrioid clear cell
borderline tumor) borderline tumor)
Zesp6t Lyncha Zesp6t Lyncha -
CTNNB1
PIK3CA CDKN2A
PTEN ARID1A utrata liczby kopii
KRAS PIK3CA KRAS
ARID1A PTEN HER2
MSI MSI amplifikacja
POLE TP53
TP53
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Materiat

» Krew obwodowa - NGS BRCA (tylko mutacje germinalne)

» Materiat pooperacyjny FFPE - NGS BRCA (mutacje germi-
nalne i somatyczne) + HRD

» Rodzaj materiatu FFPE: archiwalny, skrawki niebarwione

» Minimalny odsetek komérek nowotworowych materiale:
20% NGS, 30% HRD

Czas wykonania badania

» Maksymalny czas od przyjecia materiatu:
* NGS - do 20 dni roboczych.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Rak endometrium
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Epidemiologia, etiologia

» 2023 r.: zachorowania - 6 519, zgony - 1 803
» Szczyt zachorowan: 55-64 r.z.
» 5-letnie przezycie: 77-84% (Europa)

» Gtéwne czynniki ryzyka: otytos$¢, czynniki reprodukcyjne

Predyspozycje dziedziczne do raka
endometrium

» W zespole Lyncha obok raka jelita grubego wystepuje
najwyzsze ryzyko raka endometrium,

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

Typy histologiczne

» Najczestsze podtypy histologiczne:

+ 80-90% - rak endometrioidalny

+ 5-10% - rak surowiczy

+ 1-2% - rak jasnokomorkowy

+ 1-2% - gruczolakorak mieszanokomérkowy
* 1% - miesakorak

» MMRd jest powszechny w guzach endometrioidalnych,
HRD w guzach nieendometrioidalnych.

Podtypy molekularne

Tabela 1. Molekularne podtypy raka endometrium
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» 3-5% rakéw endometrium: POLEmut>p53abn,
MMR>p53abn lub POLEmut>MMRd>p53abn. Mutacja TP53
jest tylko markerem CN-high po wykluczeniu podtypéw
POLEmut i MMRd.

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

Tabela 2. Patogenne mutacje w genie POLE.

L.p. ekson Mutacja w biatku

Mutacja w genie

(cDNA)
1 9  p.Asp275Gly, D275G C.824A>G

2 9 p.Glu277Gly, p.E277G C.830A>G

3 9 p.Thr278Lys, T278K C.833C>A

4 9 p.Thr278Met, T278M €.833C>T

5 9 p.Pro286Ala, P286A c.856C>G

6 9 p.Pro286Cys, P286C €.856_857delinsTG
7 9 p.Pro286His, P286H c.857C>A

8 9 p.Pro286Arg, P286R c.857C>G

9 9 p.Met295Arg, M295R €.884T>G

10 9 p.Met295Arg, M295R €.884_885delinsGA
11 9 p.Ser297Cys, S297C €.890C>G

12 9 p.Ser297Phe, S297F €.890C>T

13 11 p.Asn363Asp, N363D c.1087A>G

14 11 p.Phe367lle, F367I c.1099T>A

15 11 p.Phe367Val, F367V c.1099T>G

16 11 p.Phe367Ser, F367S ¢.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 p.Val411Leu, V411L c.1231G>T/C

21 13 p.vVal411Ser, V411S €.1231_1232delinsTC
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Mutacja w genie

L.p. ekson Mutacja w biatku (cDNA)

22 13 p.Vald11Ala, V411A c.12327>C

23 13 p.Leud24lle, L424] c.1270C>A

24 13 p.Leud24Val, L424V c.1270C>G

25 13 p.Leud24Pro, L424P c.1271T>C

26 13 p.Ala426Val, A426V c.1277C>T

27 13 BAspasa-PronstaelinsGluser, 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.Met444Lys, M444K C.1331T>A

32 13 p.Met444Arg, M444R c.1331T>G

33 14 p.Alad56Pro, A456P €.1366G>C

34 14 p.Alad456Asp, A456D c.1367C>A

35 14 p.Ser459Phe, S459F c.1376C>T

36 14 p.Ser461Lys, S461K €.1381_1382delinsAA
37 14  p.Ser459Phe, S459F c.1376C>T

38 14  p.Serd61lLys, S461K €.1381_1382delinsAA
39 14 p.Ser461Pro, S461P c.1381T>C

40 14 p.Ser461Leu, S461L C.1382C>T

41 14 p.Alad63Asp, A463D €.1388C>A
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Materiat

» Rodzaj materiatu FFPE: archiwalny, skrawki niebarwione

» Minimalny odsetek komérek nowotworowych nie mniej niz
20% przy wykorzystaniu tecnologii NGS w materiale: 20%
NGS.

Metody

» POLE EDM: SNaPshot, qPCR, NGS.
» MSI: PCR z elektroforezg lub real-time PCR lub NGS.
» Panel genéw: NGS.

Czas wykonania badania molekularnego

+ 10 dni roboczych dla metody gPCR, SNaPshot oraz elek-
troforezy kapilarnej,

+ 20 dni roboczych dla metody NGS.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Rak ptuca
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Epidemiologia

Rak ptuca (ang. lung cancer) jest w Polsce jednym z najczest-
szych nowotworéw ztosliwych (ok. 21 tys. zachorowan rocz-
nie) i najczestszg przyczyng zgondw onkologicznych (ponad
23 tys. rocznie). Okoto 80% przypadkdw rozpoznawanych jest
w stadium zaawansowanym. 5-letnie przezycie wynosi ok.
14%.

Gtéwnym czynnikiem ryzyka jest palenie tytoniu. Znaczenie
majg réwniez: ekspozycja na azbest i czynniki Srodowiskowe,
dodatni wywiad rodzinny.

* Podziat histologiczny:

» Rak drobnokomérkowy (DRP) - ok. 15%

» Rak niedrobnokomorkowy (NDRP) - 80-85%
« gruczolakorak (~40%)
* rak ptaskonabtonkowy (~30%)
+ rak wielkokomaérkowy (~10%)

Biomarkery molekularne w NDRP
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Biomarker/gen

Typ alteracji
(typowe)

mutacje aktywujgce

Czestosc
w NDRP

EGFR (eksony 18-21) 10-14% (Europa)
ALK rearanzacje / fuzje 2-7%
ROS1 rearanzacje / fuzje 1-2%

RET rearanzacje / fuzje 0,7-2%

NTRK1/2/3 fuzje <0,5%
zaburzenia
MET splicingowe i/lub 3-4%
CNV
BRAF mutacje punktowe 1-3%
KRAS mutacje aktywujgce ~30%
NRG1 fuzje <1%
NUTM1 fuzje <1%
mutacje / utrata 15-25%

STK11 funkcji (gruczolakorak)
KEAP1 mutacje / aktywacja

0si NRF2
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Najczestsze warianty /

Leczenie predykcyjne

uwagi kliniczne

del19 (~45%), p.Leu858Arg
(~40%); mutacja opornosci
p.Thr790Met w trakcie terapii

TKI EGFR (I-11l gen.);
przy T790M — TKI Il gen.

najczesciej EML4::ALK;
typowo miodsi, niepalacy,
gruczolakorak; rzadko
wspotistnieje z EGFR/KRAS

TKI ALK (I-11l gen.)

istotne klinicznie takze przy
przerzutach do OUN

TKI ROS1 (w tym skuteczne
w OUN)

czesciej u niepalacych,
miodszych pacjentéw

selektywne TKI RET

zwykle brak
wspoétwystepowania z EGFR/
ALK/KRAS; rozwazy¢ przy
braku innych driverow

inhibitory TRK

najczesciej: MET exon 14
skipping, amplifikacja

TKI MET

najczesciej p.Val600Glu
(V600E); czesciej u palaczy

inhibitory BRAF + MEK

czesciej u palaczy; kluczowy
wariant: p.Gly12Cys (G12C)

inhibitor KRAS G12C

gtéwnie gruczolakorak
Sluzowy

potencjalnie p/ciata
anty-HER2/HER3

NUT carcinoma - bardzo
agresywny przebieg; wymaga
NGS/CGP

decyzje w oparciu o NGS/
CGP (diagnostyka kluczowa)

,zimny” fenotyp
immunologiczny; gorsza

marker negatywny
dla ICI (predykcyjno-

odpowiedz na ICl prognostyczny)
aktywacja NRF2; gorsze czynnik niekorzystny
rokowanie; mozliwie stabsza | (prognostyczny/IC

odpowiedz na ICl

I-modulujacy)
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Sciezki diagnostyczne

Rys. 1. Molekularne $ciezki diagnostyczne raka ptuca

Rak ptuca (NDRP) - diagnostyka molekularna

jednoczasowa

Sekwencjonowanie panelowe Badanie mutacji
(DNA, RNA) badanie mutacji/ i rearanzacji w genach
rearanzacji w genach: EGFR, KRAS, ALK, ROS1
EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2 (HER2), i RET.
MET, ALK, ROS1, RET, NTRK1/2/3.
Metody
* NGS

» Pokrycie minimalne: 2250x (zalecane 500%)
» czestos¢ alleliczna (VAF) wiarygodne >5%

» Fuzje RNA: 2100 odczytéw transkryptu

» Preferowane testy CE-IVD

» Rzadkie warianty - potwierdzenie metoda alternatywnga
(np. Sanger)

-42-



* qPCR
» EGFR (=29 wariantéw)
» KRAS (kodony 12, 13; szczegblnie G12C)
» BRAF V600E
» HERZ (insercje ekson 20)
Minimalna zawartos$¢ utkania nowotworowego: >5%.
* FISH
» Ocena rearanzacji ALK/ROST.
Rearanzacja obecna gdy:

* 50% z 50 komoérek
lub
* >15% z 100 komoérek.

Materiat

» Akceptowany materiat:

* FFPE
+ cytobloki
* preparaty histologiczne i cytologiczne

Wymagania

* NGS:

* >20% utkania nowotworowego
+ >3000 komorek nowotworowych
+ 10-200 ng DNA/RNA

* qPCR:
* >5% komorek nowotworowych

¢ FISH:
+ skrawki 4-6 pm
Materiat kwalifikowany przez patomorfologa.
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Czas wykonania

* gPCR / Sanger: <10 dni roboczych
* FISH: <10 dni roboczych
* NGS: <20 dni roboczych
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Nowotwory lite
wieku dzieciecego
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Jednostka Sit;a\(;cluas Dlaczego istotny

Gliomas, glioneuronal tumors, and neuronal tumors

Pediatric-type diffuse low-grade gliomas

- MYB KU: R/Px
Diffuse . {VDIYHB-flzildt e Zmiany z udziatem
astrocytoma, yp . genéw MYB i MYBLT:
(IDH1, IDH2) KU: R/Dx i
’V;YB' ‘;’ MYBL1- | 3 wild type korzystny czynnik
altere (H3-3A, HIST1H3B rokowniczy
HISTTH3C)

KU: R/Px
Angiocentric * MYB (najczesciej . .
glioma fuzja MYB::QKI) KU: R/Dx  Korzystny czynnik

rokowniczy

KU: E/Tx(T2)
Polymorphous Potencial e dl
low-grade . BRAF Potencjalne cele dla
neuroepithelial FGER2/3 KU: R/Dx inhibitoréw kinaz
tumor of the tyrozynowych
young (w zaleznosci od

wykrytej zmiany)

KU: E/Tx(T2)
Diffuse low- Potencjalne cele dla
grade glioma,  « FGFR1 KU: R/Dx_ inhibitoréw kinaz
MAPK pathway- « BRAF tyrozynowych
altered (w zaleznosci od

wykrytej zmiany)

Pediatric-type diffuse high-grade gliomas
KU: R/PX; E/TX(T2)

+ H3-3A, HISTIH3B, Patogenne
HISTTH3C: p.K28M warianty w genach
Diffuse midline + TP53 kodujacych histon
glioma, « ACVR1 KU: R/Dx H3.3 - niekorzystny
H3 K27-altered + PDGFRA czynnik rokowniczy.
« EGFR Potencjalne cele dla
« EZHIP terapii celowanej
(w zaleznosci od
wykrytej zmiany)
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Status

Jednostka Marker e Dlaczego istotny
KU: R/Px
Diffuse + H3-3A:p.G35R/V MGMT - korzystny
hemispheric ~ + TP53 KU: R/D czynnik
glioma, « ATRX + RIDX prognostyczny
H3 G34-mutant + MGMT zwigzany z wigksza
wrazliwoscig na
temozolomid
Diffuse KU: E/Tx(T2)
pediatric-type  + IDH-wild type ;
high-grade (IDH]1, IDH2) fe"rf&ﬂf;[‘oe\,vcaer']‘;d'a
glioma, H3-wild type L
H3-wild type (H3-3A, HIST1H3B (w zaleznosci od
and IDH-wild HISTTH3C) KU: R/Dx  Wykrytej zmiany)
type + PDGFRA
(podgrupy * MYCN
pedRTK1, * EGFR
pedRTK2, * (ocena metylomu)
pedMYCN)
KU: E/Tx(T1)
* NTRK1/2/3 Potencjalny cel dla
hamishoric * ALK : inhibitordw kinaz
emispheric KU: R/Dx
glioma * ROST tyrozynowych
*© MET (w zaleznosci od
wykrytej zmiany)
Circumscribed astrocytic gliomas
KU: R/Px; E/TX(T1)
. . Potencjalne cele dla
. I;lé:\é\;549..BRAF inhibitoréw kinaz
Pilocytic . NF1 KU: R/Dx  tyrozynowych
astrocytoma -+ fuzje z udziatem (w ﬁa'EZUOS?' od
gendw NTRKT i wykrytej zmiany)
NTRK2 KIAA1549::BRAF -
korzystny czynnik
prognostyczny
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Status

Jednostka Marker irola Dlaczego istotny
+ IDH-wild type KU: E/Tx(T2)
(IDH1/IDH2) = Potencjalne cele dla
’ Egiléampllﬁkaql inhibitoréw kinaz
tghgrade . Sieka sygnlons proznowych
A Al MAPK giownie:  KU: RIDX y il miany)
featuﬁes BRAF (gtéwnie
fuzje), NF1
* ATRX
* CDKN2A/B,
+ ocena metylomu
KU: E/Tx(T2)
Pleomorphic Potencjalne cele dla
xanthoastrocy- BRAF Ku: R/Dx  inhibitoréw kinaz
toma + CDKN2A/B tyrozynowych
(w zaleznosci od
wykrytej zmiany)
KU: E/Tx(T2)
Subependymal .
giant cell : ;_Sgg KU: R/Dx Potendjale cele dla
astrocytoma Lz?g:}torow szlaku
KU: R/P:
Astroblastoma, + MNT (gtéwnie KU: R/DX K % iK
MN1-altered fuzja z BEND2) : ! gkrézvsrt]?cyz ;Zynnl

Glioneuronal and neuronal tumors

« Sciezka sygnalna

KU: E/Tx(T1)

MAPK: Potencjalne cele dla
. gﬁéF inhibitoréw kinaz
Ganglioglioma KU: R/Dx  tyrozynowych
8l10g! . ;}(z}‘__::;W/Z (w zaleznosci od
: krytej zmian
* NTRK2 wykryte] zmiany)
* NF1
KU: E/Tx(T2
Desmoplastic Xi ) ledl
infantile \ Erins Potencjalne cele dla
ganglioglioma S,\'/clféllz?;%%\m?wa KU: R/Dx inhibitoréw kinaz
I{nt;szltr;ltzplaStlc BRAF tyrozynowych
(w zaleznosci od
astrocytoma S
wykrytej zmiany)
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Status

Jednostka Marker e Dlaczego istotny
KU: E/Tx(T2)
gy 7;!;[.‘;%;“_ Potencjalne cele
roepithelial  * FGFRT KU: R/DX  dla inhibitoréw
tumor receptora kinazy
tyrozynowej FGFR1
KU: E/TX(T2)
Rosette-forming * FGFR1 Potencjalne cele
glioneuronal  + PIK3CA KU: R/DX  terapeutyczne
tumor * NF1 (w zaleznodci od
wykrytej zmiany)
Myxoid
glioneuronal  + PDGFRA KU: R/Dx -
tumor
. KU: E/Tx(T2)
+ Sciezka sygnatowa )
Diffuse MAPK, gtownie fu- Potencjalne cele dla
leptomeningeal  zja KIAA1549::BRAF KU: R/Dx  inhibitoréw kinaz
glioneuronal -« rearanzacje struk- : tyrozynowych
tumor turalne 1p .
* (ocena metylomu) (w zalezhosq od
wykrytej zmiany)
Dysplastic
cerebellar
gangliocytoma + PTEN KU: R/Dx -
(Lhermitte-
Duclos disease)
Extraventricu- }g/:lz\)N” type (IDHT,
lar neurocy- FGFR (FG- KU: R/Dx -
toma FR1:TACCT fusion)
Ependymal tumors
Supratentorial ependymoma
. KU: R/Px
Supratentorial Fuzja z udziatem
5’;?2%;73,7-,0' « ZFTA:RELA KU: R/DX genu ZFTA -
positive niekorzystny

czynnik rokowniczy
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Status

Jednostka Marker irola Dlaczego istotny
. KU: R/Px
supratentorial Fuzja z udziatem
ependymoma, . .
YAP1 fusion- YAP1::MAMLD1 KU: R/DX  genu YAPT - '
positive korzystny czynnik
prognostyczny

Posterior fossa ependymoma

. . KU: R/Px
Posterior fossa * globalna redukcja )
ependymoma, H3 K27me3 KU: R/Dx Niekorzystny
group PFA + (ocena metylomu) czynnik rokowniczy
« H3 K27me3 KU: R7Px '
Posterior fossa  (utrzymanie Korzystne czynniki
ependymoma, poziomu KU: R/Dx rokownicze
group PFB metylacji)
+ (ocena metylomu)
Spinal ependymoma
KU: R/P
Spinal MYCN %
ependymoma, -+ NF2 X ! -
IV,;YCNy < MYCN KU: R/DX  niekorzystny
amplified czynnik
prognostyczny
Choroid plexus tumors
KU: R/Px; E/TX(T2)
Niekorzystny
Choroid plexus czynnik rokowniczy
carcinoma TP53 Zwigzany z.
ograniczeniem
wskazan do
radioterapii
Embryonal tumors
Medulloblastomas, molecularly defined
Medulloblasto- , ~rynpq KU: R7Px
ma, g/NT"’Ct" . APC KU: R/DxX  Korzystne czynniki
vate

rokownicze
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Status

Jednostka Marker e Dlaczego istotny
L pren P Potengaine cel d
. otencjalne cele dla
Medulloblas- . sury inhibitoréw szlaku
tivatéd and * SMO KU: R/Dx SHH.
7P53.wild type ° MYCN Niekorzystne
YPe . GLI2 czynniki rokownicze
+ (ocena metylomu) (MYCN)
. P53 KU: R/Px; E/TX(T2)
* PTCH1 Potencjalne cele dla
Medulloblas- ., ¢/, KU: R/Dx  inhibitoréw szlaku
toma, SHH-ac- | SMo SHH
?gg_ffrigz;dnt * MYCN Niekorzystne
* GLI2 czynniki rokownicze
* (ocena metylomu) (TP53, MYCN)
Medulloblasto- %%N
ma, non-WNT/ | PRDM6 KU: R/Dx -
non-SHH + (ocena metylomu)
Other CNS embryonal tumors
KU: R/Px
. « SMARCB1 SMARCBT1 -
Atypical . KU: R/Dx  niekorzystn
teratoid/ SMARCA4 ystny

rhabdoid tumor

rearanzacje
chrom. 22

czynnik rokowniczy,
SMARCA4 -
niekorzystny
czynnik rokowniczy

Embryonal
tumor with
multilayered
rosettes

* C19MC, DICERT

KU: R/Dx

CNS
neuroblastoma,
FOXR2-
activated

* FOXR2

KU: R/Dx

CNS tumor with
BCOR internal
tandem
duplication

* BCOR

KU: R/Dx

KU: R/Px

Niekorzystny
czynnik rokowniczy

-51-



Status

Jednostka Marker irola Dlaczego istotny
Pineal tumors
. RB1 .
Pineoblastoma | 1 ~rp4 KU: R/Dx -
Desmoplastic
myxoid
tumor of the B .
pineal region, SMARCB1 KU: R/Dx -
SMARCB1-
mutant
Neuroblastoma
Geny/ charak-
terystycznie Marker [Markery prognostyczne
zZmienione Metoda diagno- (rokownicze),
profile mole- styczny predykcyjne
kularne
MYCN * I-FISH KU: R/Px
(amplifikacja)  (ang. interpha- Niekorzystny czynnik
se fluorescence rokowniczy niezaleznie
in situ hybrid- od wieku pacjenta.
ization) - meto- Wystepowanie
da rekomen- - amplifikacji genu MYCN
dowana zwigzane jest

z wielokrotnie wyzszym
ryzykiem wznowy
i’zgonu z powodu
progres;ji.

NCA (numeri-
cal chromoso-
mal abnorma-
lities)

* liczbowe
aberracje
chromo-
somowe w
materiale
genetycz-
nym komoé-
rek nowo-
tworowych

mikromacierz
catogenomo-
wa, MLPA

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

Diploidia obserwowana
w materiale
genetycznym tkanki
nowotworowe;j
zwigzana jest z
niekorzystnym
przebiegiem choroby.
U niemowlat
hiperdiploidia jest
korzystnym czynnikiem
rokowniczym
(zwigzana jest z dobrg
odpowiedzig na
chemioterapie).
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Geny/ charak-
terystycznie

zmienione
profile mole-
kularne

Marker
diagno-
styczny

Metoda

Markery prognostyczne
(rokownicze),
predykcyjne

SCIA,()segmen- + mikromacierz KU: R/Px

tal chromoso-  catogenomo- iczedciej

mal aberra-" wa, MLPA ObLerwonane

f"’”) Keural zaawansowanych
stbru turalne stadiach choroby
f}hfgﬁgje u starszykch dziedi,

X sg to niekorzystne
somowe . c?ynniki roko>\//vnicze,
- ga!cze.sc'el - zwiekszajace ryzyko
obejmujace nawrotu choroby,
r?]glony niezaleznie od
?ng\?vr:?so- tego, ktorej pary
19, 25, 3%' chromosomow dotycza.
6p, 6q, 4p,
Mqil7qi
inne.

ALK + sekwencjono- KU: R/Px; E/TX(T2)

* zmiany wanie metoda Potencjalny cel dla
typu SNP ~  Sangera, inhibitoréw kinazy ALK,
(najczesciej: + sekwencjono- niekorzystny czynnik
p.F1174L, wanie nastep- rokowniczy
p.F1245C, nej generacji -
p.R1275Q) (Next Genera-

« amplifikacje  tion Sequen-

* fuzje cing - NGS)

* FISH
* RT-PCR

TERT (rearan- + NGS DNA/RNA KU: R/Px; E/Tx(T2)

zacje/promo-  (w tym CNV), Niekorzystne czynniki

tor), * ocena ATRX rokownicze (aktywacja

ATRX (utrata (IHC/NGS), telomerazy/ALT);

funkgji), + ocena ALT (np. potencjalne znaczenie

ALT (alter- FISH) predykcyjne zmian

natywne nabytych w nawrocie

wydtuzanie -

telomeréw);

zmiany naby-
te w nawrocie
(gtéwnie w
genach regu-
lujacych szlak
RAS/MAPK)
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Nowotwory nerek

Geny/ charaktery-

stycznie zmienione

profile moleku-
larne

Metoda

Marker

diagnostycz-
ny

Guz Wilmsa (nephroblastoma)

Markery
progno-
styczne (ro-
kownicze),
predykcyjne

* WTT(11p13) MLPA, KU: R/Px

+ sekwencjono- Brak jedno-
wanie metodg znacznych
Salr:gera,‘ danych

+ sekwencjono- .
wanie nastep- KU: R/Dx
nej generacji
(Next Genera-
tion Sequencing
- NGS)

* LOH 1p/16q (W mikromacierz KU: R/Px
wybranych proto-  catogenomowa ; _
kotach), i/lub MLPA (w ,’:‘}',eckzg’/r,les,f

* gain 1q, tym MS-MLPA rokowniczy

* 11p15 (LOH/LOI; dla11p15),
inne zaburzenia NGS DNA (SNV/ -
imprintingu), indel + CNV/

* TP53 (anaplazja/ LOH) / sekwen-
wybrane przy- cjonowanie

padki).

Sangera (TP53).

Congenital mesoblastic nephroma (CMN)

+ t(12;15) * NGS
ETV6::NTRK3 * FISH
* EGFR-ITD * RT-PCR KU: R/Dx;
+ sekwencjono- E/TX(T1) -
wanie metoda
Sangera
Clear cell sarcoma of kidney (CCSK)
* BCOR - ITDs + sekwencjono-

1(10;17)(q22;p13)
YWHAE:NUTM2B
(12;22)(q13;912)
EWSR1:ATF1
BCOR:CCNB3

wanie metoda
Sangera

- NGS
« FISH
- RT-PCR

KU: R/Dx
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Markery

Geny/ charaktery- Marker progno-

stycznie zmienione
profile moleku- =
larne y

Metoda diagnostycz- | styczne (ro-
kownicze),
predykcyjne

Rak nerki zwigzany z translokacjami MiTF/TFE

* t(X;1)(p11.2,921.2)

TFE3::PRCC

* t(X;17)(p11.2;925) + NGS

TFE3::ASPL (ASPSCR1) « FISH KU: R/Dx
* t(X;1)(p11.2;p34)  + RT-PCR

TFE3::SFPQ (PSF),

* iinne

Malignant rhabdoid tumor of kidney (MRTK)

MLPA KU: R/Px
mikromacierz, i -
* SMARCB1 sekwencjono- KU: R/Dx E)Lecléoyr;r{;sl;t
* SMARCA4 wanie metodg : rokowniczy
Sangera
* NGS

Metanephric tumors

* BRAF (p.V600E) sekwencjono-
wanie metodg
Sangera

* NGS

KU: R/Dx -
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Nowotwory kosci

Markery
ST : Marker rogno-
c;nili':rliitg;)és;t))ringﬁlee Metoda diagnostycz- st)F;czr%e (ro-
molekularne ny kownlczg),
predykcyjne
Osteosarcoma
* TP53 » sekwencjono-
* RB1 wanie
+ 8g21-24 m. Sangera
(amplifikacja) * NGS B
* MDM2 * MLPA .
(amplifikacja) « FISH KU: R/Dx
« rozlegte i « kariotyp
kompleksowe
rearanzacje
chromosomowe
Ewing sarcoma
+ t(11;22)(q24;,912) -« FISH,
EWSR1:FLIT * NGS,
* 1(21;22)(q12;912) * RT-PCR,
EWSR1::ERG * inne
* 1(2;22)(933;912)
EWSR1::CREB1
* °7;22)(p22;912)
EWSR1:ETVT KU: R/Dx -
* 1(17,22)(q12;912)
EWSR1::ETAF
* inv(22)(q12;,912)
EWSR1::ZSG
* t(16; 21)(P11 q22)
FUS::ERG
- iinne.
Chondrosarcoma
* HEY1::NCOA2 * FISH,
* t(1,5)(942;932) * NGS,
* RF2BP2::CDX1 * RT-PCR,
* IDH1 + sekwencjo- KU: R/Dx -
* IDH2 nowanie m.
* TP53 Sangera
* NGS
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Giant cell tumor of soft tissue

* H3F3A + sekwencjo-
* HRAS nowanie m.
* TP53 Sangera

* NGS

KU: R/Dx -

Miesaki tkanek miekkich

Geny/charakterystycz-

nie zmienione profile Metoda
molekularne

Rhabdomyosarcoma Alveolar

* 14(2;13)(g35;914) * FISH
* PAX3::FOXOT1 + NGS

Y1;13)(p36;q14) « RT-PCR
« PAX7::FOXO1 * inne .

{2:2)(035:p23) KU: R/Dx
* PAX3::NCOA1
* 1X:2)(935;913)
* PAX3:AFX

Rhabdomyosarcoma Embryonal

* utrata * MLPA

heterozygotycznosci  « FISH

11p15, * NGS KU: R/Dx
+ trisomie chrom. 2, « kariotyp

8i20

Synovial sarcoma
< (X 18)(p11,q11) * FISH
* 5518::55X1, + NGS .
.+ 55718:55X2, « RT-PCR KU: R/Dx
* 5518::55X4 + inne
Malignant peripheral nerve sheath tumor

+ Ztozone aberracje * FISH

chromosomowe, + kariotyp
* patogenne zmianyw  * NGS KU: R/Dx

genach SUZ12 i EED, sekwencjonowanie m.
inaktywacja NF1 Sangera
* inne
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Geny/charakterystycz-

nie zmienione profile Metoda
molekularne

Alveolar soft-part sarcoma

* t(X;17)(p11;925) * FISH
* ASPL(ASPSCR1)::TFE3 * NGS .
- RT.PCR KU: R/Dx
* inne
Angiomatoid fibrous histiocytoma

- t(12;16)(q13:p11) « FISH

FUS::ATF1 * NGS

t(2;22)(933;912) « RT-PCR .

EWSR1::CREBT £(12;22) + inne KU: R/Dx

(913;912)

EWSR1::ATF1

BCOR-rearranged sarcoma
« InV(X)(p11.4p11.22) * FISH
* BCOR::CCNB3 * NGS
t(X;4)(p11;931) * RT-PCR .
- BCOR:MAML3 « iinne KU:R/Dx
t(X;22)(p11;q13)
* ZC3H7B::BCOR
CIC-rearranged sarcoma
* 1(4;19)(935;q13) * FISH
« t(10; 19)(q26;q13) + NGS
« CIC:DUX4 * RT-PCR KU: R/Dx
* t1(X;19)(q13;913.3) * iinne
* CIC::FOX04
Clear cell sarcoma

« 1(12;22)(q13;q12) « FISH

EWSR1::ATF1 * NGS .
* 42;22)(933,912) - RT-PCR KU: R/Dx
* EWSR1::CREB1 *iinne
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Geny/charakterystycz-

nie zmienione profile
molekularne

Metoda

Dermatofibrosarcoma protuberans

* 1(17;22)(921;913) * FISH
COL1A1::PDGFB, + NGS
+ chromosom pierscie- * RT-PCR KU: R/Dx
niowy * kariotyp
* r(17,22) * iinne
Desmoid-type fibromatosis
* 5921 loss; * FISH
« trisomia 8, 20 * NGS
+ patogenne zmianyw  * RT-PCR
genie CTNNBT . g1vilkaromaaerz catogenom- KU: R/Dx
+ kariotyp
+ sekwencjonowanie
m. Sangera
Desmoplastic small round cell tumor
+ 1(11;22)(p13;912) * FISH
EWSR1:WT1 * NGS .
. RT-PCR KU: R/Dx
* inne
Dedifferentiated Liposarcoma
+ Chromosom pierscie- + FISH
niowy + kariotyp
i markerowy, + NGS .
« amplifikacja regionu * MLPA KU: R/Dx
12q13-15: MDM2, *+iinne
CDK4
Epithelioid sarcoma
+ Delecja 22q * FISH
* SMARCB1 + NGS
* 48;22)(q22;q11) * RT-PCR
* 1(10;22) MLPA KU: R/Dx

mikromacierz catogenom-
owa

sekwencjonowanie m.
Sangera
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Geny/charakterystycz-

nie zmienione profile Metoda
molekularne

Epithelioid hemangioendothelioma

* 1(1,3)(p36;925), * FISH
* WWTR1::CAMTAT, * NGS .
- t0G11)(p11:022) - RT-PCR KU: R/Dx
« YAPT:TFE3 * Inne
Extraskeletal myxoid chondrosarcoma
. 1(9;22)(q22;912) * FISH
* EWSR1::NR4A3 * NGS
. (9;17)(q22;911) « RT-PCR
* TAF15 (TAF2N)::NR4A3 *iinne
* 49;15)(q22;921) .
- TCF12::NRAA3 KU: R/Dx
* 4(3,9)(q11;522)
* TFG::NR4A3 fusion
* 49;17)(q22;911)
* RBP56::NR4A3 fusion
Giant cell fibroblastoma

* 1(17;22)(922;q13) + FISH

COL1A1::PDGFB * NGS .

« RT-PCR KU: R/Dx
* iinne
Infantile fibrosarcoma

« t(12;15)(p13;925) * FISH

ETV6::NTRK3, * NGS
* 4(2;15)(p21;925) « RT-PCR . .
« EML4:NTRK3, - MLPA "EET)'S(’T':;’)‘

LMNA::NTRKT, * mikromacierz
* 1qdelecja, catogenomowa
« trisomia 8, 11, 17, 20 kariotyp

Inflammatory myofibroblastic tumor

« translokacje z udzia-  + FISH

fem regionu 2p23; * NGS
« fuzje z udziatem genu  + RT-PCR

ALK s iinne KU: R/Dx;

(z wieloma partnerami E/Tx(T1)

lokalnymi)
* 1(3;6)(q12;922)
* TFG::ROST
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Geny/charakterystycz-

nie zmienione profile Metoda
molekularne

Leiomyosarcoma
+ Ztozone aberracje, + FISH
czesto z delecjg 1p * kariotyp
+ NGS .
* mikromacierz KU: R/Dx
catlogenomowa
*iinne
Lipoblastoma
* 1(7;8)(921912) « FISH
+ COL1A2::PLAGT « NGS
+ Del(8) (q12g24) « RT-PCR .
* HAS2::PLAGT . iinne KU: R/Dx
- 1(8;14) (912;q24)
* PLAG1::RAD51L1
*+ 1(2;8) (931;912.1)
* COL3AT1::PLAGT
Low-grade fibromyxoid sarcoma
* 47;16)(q33;p11) * FISH
FUS::CREB3L2 « NGS )
* (11;16)(p11;p11) * RT-PCR KU: R/Dx
FUS::CREB3L1 s iinne
Mesenchymal chondrosarcoma
* 1(8;8)(q13,921) * FISH ]
HEY1::NCOA2 . NGS KU: R/Dx
* RT-PCR
*iinne
Myoepithelioma
* 1(6,22)(p21;q12) * FISH
EWSR1::POU5F1 « NGS
t(1,22)(923;912) + RT-PCR )
EWSRT1::PBX1 < iinne KU: R/Dx

* (19,22)(q13,q12)
+ EWSR1::ZNF444
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Geny/charakterystycz-

nie zmienione profile Metoda
molekularne

Myxoid round cell liposarcoma

* 1(12;16)(q13;p11) « FISH
FUS::DDIT3 * NGS .
t(12:22)(q13:912) - RT-PCR KU: R/Dx
EWSR1::DDIT3 (CHOP) * iinne
Myxoinflammatory fibroblastic sarcoma
« (1;10)(p22;q24) « FISH
* TGFBR3::MGEA5 * NGS .
. RT.PCR KU: R/Dx
*iinne
Myxofibrosarcoma
+ chromosom pierscie-  + kariotyp
niowy + FISH KU: R/Dx
*iinne
Solitary fibrous tumor
+ Inv(12)(q13q13) * FISH
* NAB2:STAT6 * NGS .
- RT.PCR, KU: R/Dx
* iinne
Undifferentiated embryonal sarcoma of the liver
« £(11;19)(q13,913) « FISH
MALAT1::MHLB1 * NGS .
- RT.PCR KU: R/Dx
*iinne
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Nowotwory watroby

Geny/ charakte- Marker Markery pro-
rystycznie zmie- Metoda diagno- gnostyczne
nione profile e (rokownicze),
molekularne AT predykcyjne
Hepatoblastoma
« CTNNBT + sekwencjono-
wanie metodag .
Sangera, KU: R/Dx -
+ NGS
* APC + sekwencjono-
wanie metodg
Sangera, .
. NGS KU: E/Dx -
+ MLPA,
+ mikromacierz
* NFE2L2 + sekwencjono- KU: R/Px
wanie metoda ;
Sangera, _ niekorzystny

czynnik roko-

* NGS wania

Undifferentiated embryonal sarcoma of the liver (UES)

* t(11;19) * FISH,

(913;913.4) + NGS KU: R/Dx -
* MALAT1::MHLB1
* zmiany w re- * FISH,

gionie C19MC ~ « NGS KU: R/Dx -
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Siatkowczak

Geny/ charakte- Marker Markery pro-
rystycznie zmie- Metoda AT gnostyczne
nione profile 5 %zn (rokownicze),
molekularne tyczny predykcyjne
Retinoblastoma
RB1 + sekwencjonowa-
* SNP: eksony nie m. Sangera
1-27 genu z * NGS
uwzglednie- + MLPA
niem oceny * QM-PCR
miejsc splicin-  « MS-MLPA
gowych oraz KU: R/Dx -
zmian typu
mozaiki
* CNV,
* metylacja
regionu pro-
motorowego
BCOR + sekwencjonowa- KU: R/Px
. SNI?, nie m. Sangera marker nie-
+ fuzje * NGS - korzystnego
: EITS?CR rokowania
MYCN (amplifi- * FISH KU: R/Px
kacja) * MLPA _ marker nie-
korzystnego
rokowania
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Inne nowotwory ztosliwe pochodzenia
nabtonkowego i czerniak ztosliwy

Geny/ charakte-
rystycznie zmie-

Markery pro-
gnostyczne
(rokownicze),
predykcyjne

Marker
diagno-
styczny

nione profile Metoda

molekularne

Spitzoid melanoma (SM)

Fuzje z
udziatem
genow ROST,
NTRK1, NTRK3,
ALK, BRAF,
MAPK, MET, RET,

Rearanzacje
segmentowe

w obrebie
chromosomoéw,

Homozygo-
tyczna delecja
regionu 9p21,
TERT (zmiany
w obrebie
promotora -
rzadko)

.

NGS, FISH, RT-
PCR

mikromacierz
catogenomowa,
FISH

MLPA,
mikromacierz,
FISH

sekwencjonowa-
nie m. Sangera
NGS

KU: R/Dx

+

KU: R/Px; E/
™>(T1)
potencjalne
cele
terapeutyczne

marker
niekorzystnego
rokowania

marker
niekorzystnego
rokowania

Czerniak, na bazie wrodzonego znamienia melanocytowego

NRAS
(najczesciej
p.Q61K/R)
BRAF
(najczesciej
p.V600E)

TERT
(hipermetylacja
promotora)
rearanzacje
segmentowe w
obrebie chro-
mosoméw

sekwencjono-
wanie

m. Sangera
NGS
mikromacierz
catogenomowa,
FISH
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KU: R/Dx  KU: E/TX(T1)

potencjalne
cele
terapeutyczne
(w zaleznosci
od wykrytej
zmiany)



Geny/ charakte-
rystycznie zmie-

Markery pro-
gnostyczne
(rokownicze),

Marker
Metoda diagno-

nione profile
molekularne styczny predykcyjne

Klasyczny czerniak (,czerniak typu dorostego”)

KU: R/Dx  KU: E/Tx(T1)
potencjalne

* BRAF + sekwencjono- + cele
(najczesciej wanie terapeutyczne
p.V600E) m. Sangera (w zgleznyoéci

« TERT (zmiany ~ + NGS + od wykrytej
w obrebie * mikromacierz zmiany)
promotora) catogenomowa, -

* rearanzacje * FISH
segmentowe w
obrebie chro-
mosomow,

NUT midline carcinoma

translokacjez ~ « FISH
udziatem genu

NUT (15q14),
najczesciej z

genem BRD4

(19p13)

KU: R/Dx -
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Nowotwory jajnika

Geny/ charakte-
rystycznie zmie-

Markery pro-
gnostyczne

Marker
Metoda g'agznr?' (rokownicze),
tyczny predykcyjne

nione profile
molekularne

Sertoli-Leydig cell tumors

+ sekwencjono-
wanie metodag
. Sangera, .
DICER1T < NGS KU: R/Dx -
* MLPA,
* mikromacierz

Pierwotny rak drobnokomérkowy jajnika, typ hiperkalcemiczny,
COHT

+ sekwencjono-
wanie metoda
. Sangera, .
SMARCA4 . NGS KU: R/Dx -
* MLPA,
* mikromacierz
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Wybrane zespoty genetyczne zwigzane
z wystepowaniem nowotworéw wieku

dzieciecego
. Gen/r. chro-
Zespot Nowotwory mosomowy
. . miesaki, biataczki, nowotwory
Li-Fraumeni mdzgu, hepatoblastoma TP53
Xeroderma XPA, XPC, DDB2,

pigmentosum

czerniak

ERCC2

Nerwiakowtok-

chtoniaki, nowotwory mézgu,
miesaki, glejaki nerwu wzro-

niakowatos¢ kowego, nerwiaki nerwu Vi, NF1, SPRED1
typu 1 oponiaki, guz Wilmsa, rhabdo-

miosarcoma
Ataksja nowotwory OUN, uktadu ATM
-teleangiektazja pokarmowego, biataczki
Zesp6t Blooma ostra biataczka, nowotwory BIM

przewodu pokarmowego

Anemia Fanco-
niego

ostra biataczka, guzy watroby

FANCA, FANCB,
FANCC, PALB2
iinne

biataczki, chtoniaki, medullo-

Zespot Nijmegen  blastoma, glioma, rhabdomio- NBN

sarcoma
Zespot Beckwi-  nephroblastoma, hepatoblasto-
tha-Wiedeman-  ma, rabdomyosarcoma, gonad-  CDKN1C/11p15
na oblastoma
Zespoty chromo- ) )
SD%TV%‘;V,eK(IZiﬁZ?S- biataczki, nowotwory OUN, Elrg((;(r\r{na 21,
tera)
sRigglﬂ’)wcazaplggtac retinoblastoma RB1
Rodzinna postac .
guza Wilmsa nephroblastoma WT1, WT2 iinne
Rodzinna poli-
powatos¢ jelita  hepatoblastoma APC, MUTYH

grubego

-68 -



Zesp6t

Zespot sercowo-
-twarzowo-skor-

Nowotwory

ostra biataczka limfoblastycz-
na, rhabdomyosarcoma, hepato-

Gen/r. chro-
mosomowy

BRAF, MAP2K1,
MAP2K2, KRAS,

ny (CFQ), blastoma, chtoniaki
neuroblastoma, ostra biataczka PTPN11, RAFT,
Zesp6t Noonana limfatyczna, glioma, rhabdo- BRAF, SOS1,
sarcoma NRAS, CBL
. rhabdosarcoma, neuroblastoma,
Zespot Costello fibrosarcoma, HRAS
Zespot Sotosa guz Wilmsa, neuroblastoma, NSD7
P hepatoblastoma
. . nowotwory nerek, OUN - szcze-
Zlespglc\‘/on Hip- goélnie mézdzku, nadnerczy i VHL
pla-Lindaua siatkowki.
Zespot Gorlina medulloblastoma PTCH1
medulloblastoma, oponiaki,
Zespot Rubinste- ostra biataczka limfatyczna, CREBBP
ina-Taybiego pheochromocytoma, rhabdo-
miosarcoma
Zesp6t Turcota  medulloblastoma, glejaki APC
pleuropulmonary blastoma,
. nephroblastoma, miesaki nerek
ZespSt DICER i mdzgu, gruczolaki i raki tar- DICERT
czycy, guzy gonadalne
Mnoga gruczola-
kowatos¢ we- gruczolaki/raki uktadu wewna- ’
wnatrzwydziel-  trzwydzielniczego MENT i RET
nicza typu 1i2
Stwardnienie nowotwory mézgu, nerek, .
guzowate serca I3C1iTse2
Trisomia 18 hepatoblastoma -
Zesp6t Simpso-
na-Golabi-Be- hepatoblastoma GPC3

hmel typu 1
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Gen/r. chro-

Zespot Nowotwory mosomowy
Choroba
spichrzeniowa G6PC, AGL,
glikogenu typu hepatoblastoma GBE1, PYGL
1a, I, IV, VI)
Tyrozynemia ;
typu 1 Hepatocellular carcinoma FAH

Zmiany germinalne w wybranych
nowotworach litych u dzieci

Typ nowotworu Gen (MIM#)

SMARCBT (MIM 601607, 35%)
AT/RT SMARCA4 (MIM 603254)
Choroid plexus carcinoma TP53 (MIM 191170, 16-35%)

Congenital melanocytic nevi MCTR (MIM 155555)

CDKNZ2A (MIM 600160),
CDK4 (MIM 123829)

Glioma of the optic pathway NF1 (MIM 613675, 30%)

Familial melanomas

Hemangioblastoma VHL (MIM 608537)

NF1 (MIM 613675),
TP53 (MIM 191170)
APC (MIM 611731)
BRCA2 (MIM 600185)
MLHT (MIM 120436)
MSH2 (MIM 609309)
MSH6 (MIM 600678)
PMS2 (MIM 600259)
Medulloblastoma PALB2 (MIM 610355)
PTCH1 (MIM 601309)
SUFU (MIM 607035)
SMOH (MIM 601500)
TP53 (MIM 191170)
CREBBP (MIM 600140)
GLI3 (MIM 175700)

Malignant nerve sheath tumor

-70 -



NF2 (MIM 607379)
PTCHT (MIM 601309)
PTEN (MIM 601728)
SMARCB1 (MIM 601607

Meningioma SMARCET (MIM 603111)
SUFU (MIM 607035)
WRN (MIM 604611)
MENT(MIM 613733)
. DICERT (MIM 606241, 20%)
Pineoblastoma RBT (MIM 614041)
NF2 (MIM 607379)
Schwannoma PRKARTA (MIM 188830)

. LZTR1 (MIM 600574)
Schwannomatosis SMARCBT (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 disomia jednorodzicielska

w 11p15.5
Retinoblastoma RBT (MIM 614041)

Zastosowane skroty dot. kliniczniej uzytecznosci (KU):

» Marker:
* R (rutynowy/standard);
+ E (rozszerzony - w wybranych sytuacjach / MTB);

+ B (badawczy).

» Typ:
» Dx (diagnostyczny/klasyfikacja do konkretnego typu

nowotworu);

* Px (rokowniczy/stratyfikacja ryzyka);
* Tx (predykcyjny - kwalifikacja do terapii).

» Dla markeréw Tx: T1 = terapia zarejestrowana/rekomen-
dowana (AMP Tier I; zwykle ESCAT I-1l), T2 = terapia w bada-
niach klinicznych/off-label (AMP Tier II; zwykle ESCAT IlI-IV).
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Nowotwory moézgu
u dorostych - glejaki
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Badane biomarkery w glejakach rozlanych

(WHO CNS5) zawiera liczne zmiany molekularne o zna-
czeniu kliniczno-patologicznym, ktére sg istotne dla najdo-
ktadniejszej klasyfikacji nowotworéw OUN.

» Podstawowe markery genetyczne dla rozlanych glejakéw
wedtug piatej edycji Klasyfikacji Nowotwordéw Osrodkowego
Uktadu Nerwowego WHO: to mutacja genu IDH1/2, kode-
lecja ramion chromosoméw 1p i 19g, mutacja histonu H3,
stan metylacji promotora MGMT, homozygotyczna delecja
CDKNZ2A/B, amplifikacja EGFR, jednoczesne nabycie chromo-
somu 7 i utrata chromosomu 10 (7+/10-) i mutacja promo-
tora genu TERT.

» Mutacje w genach IDHT p.Arg132 i IDH2 p.Arg172 sg czynni-
kiem predykcyjnym w leczeniu gwiazdziaka lub skapodrze-
wiaka stopnia 2 WHO inhibitorem dehydrogenazy izocytry-
nianu

» Kodelecja 1p/19q jest zaburzeniem cytogenetycznym ozna-
czajacym wspodtistniejgca delecje krotkiego ramienia chro-
mosomu 1 (1p) i dtugiego ramienia chromosomu 19 (19q).
Zgodnie z aktualng klasyfikacjg aby rozpozna¢ skapodrze-
wiaka konieczne jest potwierdzenie obecnosci kodelecji
1p/19q tacznie z mutacjg /DH.

» Obecnos$¢ homozygotycznej delecji CDKN2A/B jest marke-
rem najwyzszego stopnia ztosliwosci w grupie rozlanych
gwiazdziakéw z mutacja /DH.

» Amplifikacja genu EGFR, aberracja 7+/10-, mutacje w pro-
motorze TERT sg cechami genetycznymi warunkujgcymi po-
stawienie diagnozy glejaka o najwyzszym stopniu ztosliwo-
Sci glioblastoma IDH-wild type w guzach bez mutacji IDH, bez
wzgledu na obraz histopatologiczny.
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» U mtodych dorostych w przypadku glejaka rozlanego bez
mutacji /IDH zlokalizowanego w linii Srodkowej (midline) lub
poétkulach mézgu nalezy rozwazy¢ dodatkowa analize muta-
cji gendw histonu H3: H3-3A (dawniej H3F3A), H3C2 (dawniej
HISTTH3B), H3C3 (dawniej HISTTH3BC) jako element posze-
rzonej diagnostyki réznicowej glejaka wielopostaciowego
(glioblastoma, IDH-wt). Mutacje w tych genach zlokalizowa-
ne s w jednym z dwéch kluczowych kodonéw p.Lys28 lub
p.Gly35 (wg starszego nazewnictwa niekompatybilnego
z nomenklaturg HGVS sg to odpowiednio pozycje Lys27
i Gly34). Mutacje wystepujg gtéwnie w genie H3-3A, ale od-
notowano réwniez rzadziej wystepujace przypadki z muta-
Cjg genu H3C2 lub H3C3. Aktualna klasyfikacja WHO wymie-
nia dwa rozpoznania zalezne od mutacji histonu H3: rozlany
glejak linii Srodkowej ze zmiang H3 K27 (diffuse midline glio-
ma, H3 K27-altered), rozlany glejak po6tkul z mutacjg H3 G34
(diffuse hemispheric glioma, H3 G34-mutant). Oba rozpozna-
nia zaliczane s do rozlanych glejakéw typu pediatrycznego
o wysokim stopniu ztosliwosci.

¥

Metylacja promotora genu MGMT ma znaczenie progno-
styczne i predykcyjne. Metylacja promotora reguluje ekspre-
sje MGMT poprzez epigenetyczne wyciszanie genu. Pacjenci
z metylacjg promotora MGMT odnosza korzy$¢ z leczenia te-
mozolomidem (TMZ).
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Diagnostyka réznicowa gwiazdziaka
(astrocytoma IDH-mutant) i glejaka
wielopostaciowego (glioblastoma IDH-wt)

» Do rozpozania skapodrzewiaka konieczne jest potwierdze-
nie obecnosci kodelecji 1p/19q tgcznie z mutacjg IDH.

» Wedtug CNS5 WHO 2021 klasyfikacja gwiazdziaka powin-
na opiera¢ sie na podstawie oceny histopatologicznej jak
i analizie biomarkeréw genetycznych. Obecnie warunkiem
koniecznym do rozpoznania gwiaZzdziaka jest mutacja genu
IDH1 lub IDH2 oraz stwierdzenie utraty ekspresji ATRX te-
stem immunohistochemicznym lub obecnosci mutacji
genu ATRX testem molekularnym lub wykluczenie kodelecji
1p/19q. Nalezy zachowac szczegbing ostroznos$¢ w interpre-
tacji odczynéw negatywnych ATRX IHC w sytuacji braku eks-
presji w wewnetrznej kontroli pozytywnej (np. $rédbtonek)
i rozwazy¢ weryfikacje wyniku testem molekularnym.

» Homozygotyczna delecja CDKN2A/B w gwiazdziakach z mu-
tacjg IDH jest markerem najwyzszego stopnia ztosliwosci.

» Wrozlanych glejakach astrocytarnych bez mutacji IDH, obec-
nosc¢ jednego lub wigcej z trzech parametréw genetycznych
(amplifikacja genu EGFR, warianty patogenne promotora
TERT [SNV] lub potaczenie nabycia chromosomu 7 i utraty
chromosomu 10 [7+/10-]) zobowiazujg do zaklasyfikowania
guza jako glejaka wielopostaciowego stopien 4 (glioblastoma
IDH-wt).
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Tabela 1. Podsumowanie cech molekularnych glejakow
rozlanych u dorostych (na podstawie 5 klasyfikacji WHO)

Rozpoznanie Cechy charakterystyczne

Skapodrzewiak
(WHO: oligodendroglioma, IDH-
-mutant)

obecno$¢ mutacji genu IDH1
lub IDHZ2 i
obecnos$¢ kodelecji 1p/19q

GwiaZzdziak
(WHO: astrocytoma, IDH-mutant)

obecno$¢ mutacji genu IDH1
lub IDH2 i

obecnos$¢ utraty ekspresji ATRX
(IHC) lub obecna mutacja genu
ATRX lub

wykluczona kodelecja 1p/19q
czesto wystepujgce muta-

cje TP53 (nie sg warunkiem
koniecznym do postawienia
rozpoznania)

Glejak wielopostaciowy
(WHO: glioblastoma, IDH-wild
type)

brak mutacji genu IDH1 i IDH2
oraz

brak mutacji histonu H3 (H3-34,
H3(C2, H3C3) oraz co najmniej
jedna z ponizszych cech:
martwica

proliferacja naczyn

mutacja promotora genu TERT
amplifikacja genu EGFR
aberracja 7+/10-
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Inne pierwotne nowotwory osrodkowego
uktadu nerwowego pochodzenia glejowego
diagnozowane z zastosowaniem technik
molekularnych

Tabela 2. Charakterystyczne cechy molekularne innych
nowotworéw gleju u dorostych (na podstawie 5 klasyfikacji
WHO).

Typ nowotworu (WHO)  Charakterystyczne cechy molekularne

Ograniczony glejak astrocytarny (circumscribed astrocytic glioma)

Niskozréznicowany + zaburzenia genéw szlaku MAPK (fuzje
gwiazdziak z cechami BRAF, mutacje FGFRT, NFT)

piloidnymi * homozygotyczna delecja CDKN2A/2B lub
(High-grade astrocytoma amplifi)lgcj ay CDK4 J

with piloid features)

« mutacja ATRX lub utrata jadrowej eks-
presji ATRX (ok. 45%)

Zéftakogwiaz’dziak * mutacja BRAF p.Val600Glu (V600E) (60-
pleomorficzny 80%) przypadkow

(Pleomorphic xanthoas- . pomozygotyczna delecja CDKN2A/2B

trocytoma,
4 ) * inne zaburzenia w genach zwigzanych
ze szlakiem MAPK (BRAF, NTRK1, NTRK2,
NTRK3, RAF1, NF1) w przypadku braku
mutacji BRAF p.V600E

Glejak struniakowaty * mutacja p.D463H w genie PRKCA
splotu naczyniéowkowego
(Chordoid glioma)

Wysciotczak (ependymoma)

Wysciétczak nadnamio-  + obecno$¢ genu fuzyjnego z udziatem

towy z fuzjg ZFTA genu ZFTA (niekorzystny czynnik rokow-
(Supratentorial ependy- niczy)

moma, ZFTA fusion-po-

sitive)

Wysciotczak rdzenia kre- + amplifikacja genu MYCN (niekorzystny
gowego z amplifikacjg czynnik rokowniczy)

MYCN (Spinal ependy-

moma, MYCN-amplified) + moze zachodzi¢ konieczno$¢ wyklucze-

nia mutacji histonu H3 w diagnostyce
réznicowej
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Materiat

» Tkanka guza (FFPE) do barwienia histologicznego i immu-
nohistochemicznego, jest takze materiatem do molekular-
nych badan genetycznych i cytogenetycznych. Wymagany
odsetek komdrek nowotworowych w badanym materiale
>20%. Materiat powinien zawiera¢ nie mniej niz 100 komo-
rek nowotworowych na jeden preparat FISH.

» Jesdli to mozliwe, cze$¢ tkanki nowotworowej nalezy poddac
kriokonserwacji w celu po6zniejszej oceny molekularnej wy-
magajgcej wysokiej jakosci DNA i RNA.

Metody

» Aberracje chromosomowe obserwowane w glejakach moz-
na szybko przeanalizowa¢ za pomocg techniki FISH dzieki
zastosowaniu odpowiednio dobranych sond.

» Zastosowanie przeciwciat monoklonalnych specyficznych
dla zmutowanego biatka umozliwito w pierwszych latach
diagnostyki w glejakach witgczenie IHC do standardowych
protokotéw przesiewowych jednej mutacji punktowej IDH1
p.Arg132His. PozZniejsze doniesienia wykazaty, ze mutacje
niekanoniczne w genach IDH1/2 - ktére nie sg wykrywa-
ne za pomocg IHC, wystepuja w duzym odsetku (do 80%)
w niektorych lokalizacjach glejakéw (np. guzy podnamioto-
we). 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 wzgledu na
ograniczony zakres wykrywalnych wariantéw IDH nie jest
zalecany.
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» qPCR jest najczulszg metodg wykrywania zmian molekular-
nych, takich jak mutacje punktowe lub mate delecje. Nie-
mniej jednak gPCR jest rowniez czesto zastepowany przez
NGS, poniewaz zwieksza sie liczba gendéw, u ktérych wyma-
gana jest ocena mutacji somatycznych.

» Biorgc pod uwage obecng klasyfikacje WHO z 2021 r., ktéra
wymaga analizy wielu zmian genetycznych, praktyka klinicz-
na diagnostyki glejaka powinna opierac sie na wysokoprze-
pustowych technologiach, takich jak NGS, i by¢ wspomaga-
na odpowiednio metodg FISH, MLPA lub NGS z dodatkowa
analizg CNV dla 1p/19q, +7/-10, amplifikacji EGFR, delecji
CDKNZ2A/B.

Czas wykonania badania molekularnego

» Wynik powinien by¢ uzyskany w jak najkrétszym czasie, kto-
ry nie powinien przekracza¢ od momentu otrzymania ma-
teriatu
» 10 dni roboczych dla metody FISH, gPCR, MSP, MLPA

orazekwencjonowania Sangera,
+ 20 dni roboczych dla metody NGS
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Rak tarczycy
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Epidemiologia, etiologia

» Rak tarczycy (ang. thyroid carcinoma) to najczestszy nowo-
twér endokrynny (1-2% wszystkich nowotworéw ztosli-
wych).

» W Polsce >4000 nowych rozpoznan rocznie; umieralnosc¢
stabilna i niska.

» Czesciej u kobiet (ok. 7 miejsce wéréd nowotworéw kobiet).
» Sredni wiek rozpoznania: 50 lat (K: 49, M: 54).

» Dominujg raki brodawkowate w niskim stadium - efekt sze-
rokiej dostepnosci USG i BAC.

» Czynniki ryzyka: promieniowanie jonizujgce, zaburzenia po-
dazy jodu, predyspozycje genetyczne.

Predyspozycje genetyczne

¢ Raki zréznicowane (DTC)
» Najczesciej sporadyczne.
» Somatyczne:
* BRAF p.(Val600Glu) - szczegblnie w raku brodawkowa-
tym.
* Mutacje promotora TERT (c.-124C>T, c.-146C>T).
+ Germinalne (rzadko): np. CHEK2.

¢ Rak rdzeniasty (MTC)

» W blisko 90% przypadkdéw rodzinnych obserwuje sie ger-
minalne warianty protoonkogenu RET.

» Wystepuje jako:
* rodzinny MTC,
+ element zespotu MEN2A/MEN2B.

» Najczestsze eksony: 8, 10, 11, 13-16 w ktérych lokujg sie
mutacje.
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* Postepowanie wg ATA (American Thyroid Association):

Typ mutacji genu RET

(Czestos¢ wystepowania), % Postgpowanie

MENZ2B/Kodon 918 (95%) Tyreoidektomia w 1. roku zycia

Tyreoidektomia przed 5. rokiem
zycia pod warunkiem systema-
tycznej kontroli poziomu kalcy-
toniny

MEN2A/Kodony: 634, 883 (<5%)

Catkowite wyciecie tarczycy

hwili wzrostu markera bio-
MEN2A/Kodony: 512, 533,609, <™ .
611 618 620 )é21 666. 768 790 chemicznego kalcytoniny lub
791’ 804' 891V(<5°/I) ! ! ' w dziecinstwie przy braku zgody
! ' ° rodzicéw na wydtuzenie okresu
obserwacyjnego

Typy histologiczne

 Raki zréznicowane (ok. 95%) - z komérek pecherzy-
kowych:
» Rak brodawkowaty (najczestszy):
+ wariant klasyczny - BRAF V600E (45-50%),
+ wariant wysokokomorkowy - BRAF V600E (80-100%),
» wariant pecherzykowy - rzadziej BRAF (5%),

» Rak pecherzykowy - czeste mutacje promotora TERT (10-
20%).

» Niskozréznicowany i anaplastyczny - wysoka czestos¢
wariantéw w promotorze TERT (40%) oraz BRAF V600E
(10-20%).

¢ Rak rdzeniasty (3-5%) - z komérek C:

+ Silnie zwigzany z wariantami RET (germinalnymi (90%) lub
somatycznymi).
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Terapia celowana
Leczenie zalezy od stadium i typu histologicznego: chirurgia
+radiojod + leczenie systemowe.

* DTC jodooporne / zaawansowane:

» Nieselektywne inhibitory kinaz tyrozynowych (VEGFR/
FGFR/RET).

» Fuzje NTRK1-3 — inhibitory TRK.

» Fuzje RET — selektywne inhibitory RET (np. selperkatynib
- warunkowa autoryzacja EMA; w Polsce brak refundacji
dla DTCQ).

* Rak anaplastyczny z BRAF V600E:
» Inhibitor BRAF (dabrafenib) + inhibitor MEK (trametynib).
* Rak rdzeniasty przerzutowy:

» | linia: nieselektywne TKI.

» Il linia (program lekowy): selektywne inhibitory RET
- wymaga potwierdzenia patogennego wariantu RET
(somatycznego lub germinalnego).

Diagnostyka genetyczna

¢ Wskazania germinalne:
» Podejrzenie MEN2A — badanie RET miedzy 2-5r.z.
» MEN2B — badanie przed ukonczeniem 1 r.z.

* Wskazania somatyczne:

» Stratyfikacja ryzyka (ATA): BRAF V600E, mutacje promoto-
ra TERT.

» Kwalifikacja do terapii celowanej:
* RET (mutacje/fuzje),
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* NTRK1-3,
* BRAF.

» Rekomendowane panele wielogenowe obejmujace co
najmniej: RET, BRAF, TERT, NTRK1-3.

Materiat

» Zmiany somatyczne: materiat pooperacyjny FFPE (=20%
komérek nowotworowych).

» Zmiany germinalne: krew obwodowa.

Metody

» RET - NGS (preferowana petna sekwencja genu) lub se-
kwencjonowanie Sangera.

» BRAF V600E i mutacje promotora TERT - qPCR lub Sanger;
watpliwe wyniki = weryfikacja NGS.

» W praktyce klinicznej preferowane NGS (ocena mutacji
punktowych i fuzji w jednym badaniu).

Czas wykonania badania molekularnego

» Od momentu przyjecia materiatu:
* gPCR / Sanger - do 10 dni roboczych,
* NGS - do 20 dni roboczych.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Rak gruczotu krokowego
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Epidemiologia, etiologia
» W 2023 zdiagnozowano 23710, a zgony 5859

» W Polsce szczyt nowych rozpoznan (75% zachorowan) oraz
90% zgondw dotyczy mezczyzn po 75 roku zycia.

» Do gtéwnych czynnikéw ryzyka zalicza sie: wiek, otytos¢,
diete wysokottuszczowg, narazenie na meskie hormony
ptciowe (androgeny) oraz predyspozycje dziedziczne.

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).

Rys. 1. Podziat rakdéw prostaty z uwzglednieniem etiologii
i czestos$ci wystepowania

Dziedziczny rak prostaty = &— Sporadyczny rak prostaty &—

(HPC) (SPC)

¢ Ponad 40% zachorowan * Losowe zachorowania (po
ponizej 55r.z. 60-70r.2.)

* Uwarunkowany * Brak zwigzku z
nosicielstwem wariantow wystepowaniem wariantow
germinalnych germinalnych
(m.in. BRCA1, BRCA2, * Mozliwy skutek mutacji
HOXB13) somatycznych

* Wczesne zachorowania ¢ Uwarunkowany czynnikami

* Zaawansowana i agresywna Srodowiskowymi
postac choroby * Ujemny wywiad rodzinny

Rodzinny rak prostaty (FPC)

* U dwoch lub wigcej krewnych
(p6Zne zachorowania)

* Wptyw czynnikéw
Srodowiskowych, stylu zycia

* Rola gendw o niskiej penetracji

* Diagnoza u krewnego | stopnia
(ojciec, brat) © 2-3 krotny
wzrost ryzyka
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» Czestos¢ patogennych wariantéw germinalnych u chorych
bedacych w zaawansowanym stadium choroby wynosi 11%-
30%, dotyczg one gtéwnie genéw BRCAT/2.

» Nosiciele wariantu dziedzicznego BRCA2 czesciej sg diagno-
zowani w mfodszym wieku, majg bardziej agresywny prze-
bieg choroby i o potowe krétszy czas przezycia w poréwna-
niu do pacjentéw bez mutacji.

» Wytyczne NCCN dotyczace raka gruczotu krokowego zaleca-
ja, aby panele testow genetycznych (dziedzicznych i soma-
tycznych) obejmowaty geny zwigzane z zespotem Lyncha
(MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) oraz inne geny zaangazowane
w naprawe DNA (BRCA1/2, ATM, PALB2, CHEK2).

» W przypadku wykrycia wariantéw w BRCA1/2, ATM, CHEK2,
PALB2 lub HOXB13 pacjenci powinni by¢ kierowani do porad-
ni genetycznej

Tabela 1. Czestos¢ mutacji germinalnych i somatycznych
u chorych na raka gruczotu krokowego

Gen naprawy Mutacje germinalne  Mutacje somatyczne
uszkodzen DNA (czestosc), % (czestosc), %
BRCAT 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 -
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Diagnostyka genetyczna
» Mutacje germinalne lub somatyczne w BRCA1/2 - olaparib
lub niraparib + octanem abirateronu

» Mutacje germinalne lub somatyczne w w genach HRR
(BRCA1, BRCA2, ATM, CDK12, CHECK2, PALB2, RAD51C)
- talazoparyb + enzalutamid;

Materiat
» Badanie wariantéw somatycznych - Bloki FFPE z 20% komo-
rek nowotworowych.

» Badanie wariantéw somatycznych - Osocze krwi obwodo-
wej (w przypadku braku materiatu tkankowego lub jego
niskiej jakosci)

» Badanie wariantéw dziedzicznych - krew obwodowa

Rys. 2. Algorytm diagnostyczny gendéw: BRCA1, BRCA2, ATM,
CDK12, RAD51B, RAD51D, CHEK2

DECYZJA
KLINICZNA

Badanie ctDNA
Plynna biopsja

Tkanka nowotworowa jako
.ztoty standard”
w diagnostyce genetycznej*

ctDNA jako preferowana
opcja do dalszych testéw,
o ile jest dostepna

Badanie
z tkanki guza

Nie uzyskano
wyniku badania

Badanie mutacji
germinalnych (krew)

Badanie krwi, jesli badanie
badania KLINICZNA ctDNA w osoczu jest

Uzyskano wynik DECYZJA

niedostepne

DECYZJA

KLINICZNA
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Metody
» NGS

Czas wykonania badania molekularnego
» 20 dni roboczych dla metody NGS.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Rak trzustki
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Epidemiologia, etiologia

» Rak trzustki (ang. pancreatic cancer, PC) nalezy do najbardziej
agresywnych nowotworow; 5-letnie przezycie <5%.

» Okoto 95% stanowi gruczolakorak przewodowy (PDAC) cze-
$ci zewnatrzwydzielniczej, zwykle zlokalizowany w gtowie
trzustki; nowotwory neuroendokrynne majg lepsze rokowa-
nie.

» Czesciej u mezczyzn; >80% zachorowan po 55 r.z.

» Czynniki ryzyka: palenie tytoniu, naduzywanie alkoho-
lu (wtérnie cukrzyca), dieta bogata w ttuszcze zwierzece
i czerwone mieso, otyto$¢ brzuszna, przewlekte zapalenie
trzustki, predyspozycje genetyczne.

Predyspozycje genetyczne
» Okoto 10% przypadkéw ma podtoze dziedziczne.

» Geny zwiekszonego ryzyka: BRCA2, CDKN2A, ATM, STK11,
PRSS1/PRSS2, SPINK1, PALB2 oraz geny MMR (MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2).

» Rodzinne wystepowanie (=3 krewnych I° lub zachorowanie
<50 r.z.) = >30-krotny wzrost ryzyka.

» Zespoty: zespét Lyncha (HNPCC), HBOC (BRCA1/2),
Peutz-Jeghers, ataksja-teleangiektazja, FAMMM, Li-Fraume-
ni, dziedziczne zapalenie trzustki.

» Czestos¢ wariantéw germinalnych: BRCA2 (5-10%), BRCAT
(~1%).

» Zmiany somatyczne w PDAC: KRAS (>90%), TP53,
CDKN2A/p16, SMAD4.

» Pacjenci z obcigzeniem rodzinnym — poradnictwo gene-
tyczne i badania BRCA1/2.
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Diagnostyka molekularna

» Cele kliniczne: kwalifikacja do terapii celowanych i immu-
noterapii.
» Warianty germinalne BRCA1/2 = mozliwos¢ leczenia inhibi-
torami PARP (wydtuzenie PFS).
» W przypadku braku zmian w KRAS/BRCA1/2 nalezy rozwa-
zy¢:
+ MSI/dMMR — kwalifikacja do immunoterapii
(np. pembrolizumab).
* Fuzje NTRK1/2/3 — inhibitory TRK (larotrektynib,
entrektynib).
+ Fuzje NRG1 — mozliwos¢ terapii ukierunkowanej na szlak
HER2/HER3.

Personalizacja leczenia w raku trzustki

V' WV
MSI-H/dMMR Fuzje NRG1
WV WV
BRCA1/2 Fuzje NTRK
I linia leczenia
Olaparyb
Il linia leczenia
A4
Chemioterapia Larotrektynib
Entrektynib
Vv A\ 4

Pembrolizumab Zenocutuzumab
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Materiat

» Tkanka guza (FFPE) z guza pierwotnego lub przerzutu;
minimalny odsetek komoérek nowotworowych >20%.

» Badania germinalne — krew obwodowa.

Metody

» NGS (DNA) - analiza petnych sekwencji BRCA1/2 (SNV,
indel).

» NGS (RNA) - detekcja fuzji (NTRK, NRGT) i identyfikacja
partneréw fuzyjnych.

» MSI - PCR z elektroforeza kapilarng, ddPCR lub NGS.

Czas wykonania badania molekularnego

» Od momentu przyjecia materiatu:
» do 10 dni roboczych - ddPCR,
+ do 20 dni roboczych - NGS.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Nowotwdr podscieliskowy
przewodu pokarmowego
(GIST)
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Lokalizacja

» Nowotwor podscieliskowy przewodu pokarmowego GIST
(ang. gastrointestinal stromal tumor) jest najczestszym pier-
wotnym nowotworem mezenchymalnym przewodu po-
karmowego. Komérki nowotworu wykazujg réznicowanie
w kierunku srodmigzszowych komoérek Cajala.

» Cechami charakterystycznymi sg ekspresja antygenow
CD117 (KIT) i DOG1 oraz mutacje gendw KIT i PDGFRA
(okoto 85-90% przypadkdw).

Tabela 4.11.1. Lokalizacja GIST

Lokalizacja Czestosc

Przetyk (C15) 1%
Zotadek (C16) 54%
Jelito cienkie (C17) 30%
Okreznica i odbytnica (C18 / C20) 5%
Przestrzen zaotrzewnowa i 10%

otrzewnowa (C48)

Diagnostyka genetyczna

* Zakres
A.badania czynnikéw predykcyjnych do leczenia imatyni-
bem:

* Gen KIT - cata sekwencja kodujgca w eksonach 9, 11, 13,
17 (ze szczegblnym uwzglednieniem sekwencji intronu 10
flankujacej ekson 11);

* Gen PDGFRA - cata sekwencja kodujgca w eksonach 12,
14,18;

B.badania czynnikéw predykcyjnych do leczenia inhibitorami
TRK
* rearanzacja genéw NTRK1, NTRK2, NTRK3 metodg NGS
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C.badania czynnikéw predykcyjnych do leczenia inhibitorem
BRAF

+ Badanie wariantu BRAF p.Val600Glu (V600E) moze by¢
wykonane w ramach szerszego panelu NGS lub sekwen-
cjonowaniem Sangera lub gPCR.

Ze wzgledu na réznorodnos$¢ mutacji wystepujacych w ge-
nach KIT i PDGRA zalecane sg techniki sekwencjonowania (se-
kwencjonowanie Sangera, NGS) dajgce mozliwos$¢ 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 za-
awansowanych lub przerzutowych oraz niemajgcych zado-
walajacych opcji leczenia nalezy wykona¢ badanie rearanzacji
genow NTRKT, NTRK2, NTRK3 technika NGS bedacych czynni-
kami predykcyjnymi dla inhibitoréw kinaz TRK oraz badanie
wariantu BRAF p.Val600Glu (V600E) do leczenia skojarzonego
inhibitorami BRAF i MEK.

Materiat

» Do wykonania badania genetycznego wykorzystuje sie krew
obwodowag lub materiat pooperacyjny w formie skrojonych
i niebarwionych skrawkéw parafinowych (FFPE). Wyboru
najbardziej reprezentatywnego fragmentu do badania mo-
lekularnego dokonuje patomorfolog. Liczba skrawkéw po-
winna zostac¢ ustalona w wewnetrznych procedurach wali-
dacyjnych dla metody diagnostycznej. W skrawkach odsetek
komoérek raka piersi wynosi przynajmniej 20%.
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Czas wykonania badania

* Zaawansowany hieoperacyjny GIST lub w stadium roz-
siewu:

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

+ 10 dni roboczych dla metody sekwencjonowania Sangera,
gPCR

+ 20 dni roboczych dla metody NGS.

¢ Guzy poddane resekcji z ryzykiem nawrotu:

Zgodnie z kryteriami kwalifikacji do leczenia uzupetniajgcego
TKI czas od operacji pierwotnego GIST, a wdrozeniem lecze-
nia uzupetniajgcego nie powinien przekroczy¢ 4 miesiecy.
Diagnostyka mutacji KIT i PDGFRA powinna by¢ wykonana
w czasie pozwalajgcym na rozpoczecie leczenia.

» Wynik powinien by¢ gotowy w jak najkrétszym mozliwym
czasie, ktéry nie powinien przekracza¢ od momentu otrzy-
mania materiatu:

+ 10 dni roboczych dla metody sekwencjonowania Sangera,
+ 20 dni roboczych dla metody NGS.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Miesaki

-98-



Biologia, epidemiologia

» Miesaki (ang. sarcomas) to rzadka, heterogenna grupa no-
wotworéw mezenchymalnych (okoto 100 podtypéw), obej-
mujgca miesaki tkanek miekkich i kosci.

» Stanowig 15-21% nowotwordéw wieku dzieciecego oraz
ok. 1% nowotwordéw ztosliwych u dorostych.

» Charakteryzujg sie duzg zmiennoscig biologiczng i klinicz-
ng; rokowanie zalezy od typu histologicznego, lokalizagji
i stopnia ztosliwosci.

» Klasyfikacja WHO 2020 podkresla kluczowa role zaburzen
molekularnych w definiowaniu jednostek chorobowych.

¢ Diagnostyka - schemat postepowania:

| Badanie e
d histologiczne
A4 v
Badanie D .
immunohistochemiczne[ > ¢ Badanie FISH ]
N N
Terapia cel
N
NGS
panel
terapeutyczny
NGS
panel réznicowania
A4 A4
Rozpoznanie

patomorfologiczne
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» Rozpoznanie wstepne na podstawie morfologii.
» Weryfikacja immunohistochemiczna (IHC).
» Zgodnos¢ histologia-IHC — potwierdzenie FISH.

» Rozbiezno$¢ IHC-FISH lub podejrzenie migsaka
niezréznicowanego — NGS (+ réwnolegle z IHC).

» W celu identyfikacji markeréw terapeutycznych — panel
NGS terapeutyczny.
Badane markery

1. FISH - panele podstawowe:
A. Panel podstawowy:

EWSR1, 5518, FOXO1, FUS, PDGFB, MDM2 (amplifikacja), USP6
B. Panel rozszerzony:

TFE3, MAML2, YWHAE, JAZF1, RB1, PHF1, CAMTA1, DDIT3, MYC
(amplifikacja), BCOR

2. Mutacje punktowe i mate indel (Sanger/NGS)
A. Zmiany diagnostyczne / réznicowe:

* KIT, PDGFRA - GIST

* CTNNB1, APC - nowotwory desmoidne

* H3-3A, H3-3B - w diagnostyce réznicowej guza
olbrzymiokomorkowego i chrzestniakomigsaka

* IDH1/2 - chondrosarcoma

* GNAS - dysplazja wtdknista vs. myxofibrosarcoma

B.Czeste zmiany nieswoiste:

* TP53, ATRX, RB1, CDKN2A, CDKN2B, NF1
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3. Najczestsze fuzje genowe (wybrane przyktady istot-
ne klinicznie)

Tabela 1. Fuzje genowe i amplifikacje w nowotworach
tkanek miekkich.

Typ miegsaka Fuzje genowe

EBF1::L0C204010, HMGAZ2::CXCR7,
HMGAZ2::EBF1, HMGAZ2::LHPF,
Ttuszczak (Lipoma) HMGA2::LPP, HMGAZ2::NFIB,
HMGAZ2::PPAP2B, HMGA2::LPP,
LPP::C120rf9

Ttuszczak zarodkowy COLTA2::PLAG1, HAS2::PLAGT,
(Lipoblastoma) PLAGT1::RAD51L1, COL3A1::PLAG1
Chrzestniak ttuszczakowaty .

(Chondroid lipoma) C11orf95:MKL2
Ttuszczakomiesaki

(Myxoid/round liposarcoma) FUS::DDIT3, EWSR1::DDIT3

Naczyniakowtdkniak

(Soft tissue angiofibroma) AHRR::NCOA2, GTF2I::NCOA2

Witékniakomiesak guzowaty

skory (Dermatofibrosarcoma COL1A1::PDGFB
protuberans)
Miesak wtdékniako-sluzakowaty FUS::CREB3L2. FUS-CREB3L

wysokozréznicowany

(Low-grade fibromyxoid sarcoma) EWSRI:: CREB3LT

Miesak sluzowo-zapalny
widknisty (Myxoinflammatory MGEA5::TGFBR3
fibroblastic sarcoma)

CARS:ALK, SEC31A:ALK,
ATIC::ALK, RANBP2::ALK,
CLTC::ALK, TPM3::ALK, TPM4::ALK,
PPFIBP1::ALK, RREB1::TFE3

Zapalny guz miofibroblastyczny
(Inflammatory myofibroblastic
tumor)
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Typ miesaka Fuzje genowe

S'quakowfékniakomiesak KIAA2026::NUDT11, CCBL1::ARL1T,
(Myxofibrosarcoma) AFF3::PHF1

Guz olbrzymiokomérkowy
pochewki Sciegnistej COL6A3::CSF1
(Tenosynovial giant cell tumor)

Pericytoma with t(7;12)t(7;12) ACTB:GLI1

Miesak prqzkowanokomérkowy PAX3::FOXO1, PAX7::FOXOT1,
pecherzykowy (Alveolar PAX3::FOX0O4, PAX3::NCOAT,
rhabdomyosarcoma) PAX3::NCOA2, FOXO1::FGFR1

Miesak prgzkowanokomdérkowy
wrzecionowatokomdrkowy SRF::NCOA2, TEAD1::NCOA2
(Spindle cell rhabdomyosarcoma)

Angiomatoid fibrous EWSR1::CREB1, FUS::ATF1,
histiocytoma EWSR1::ATF1

Guz kostniejgcy widéknisto-
Sluzowy
(Ossifying fibromyxoid tumor)

EP400::PHF1, MEAF6::PHFT,
ZC3H7B::BCOR

. , EWSR1::PBX1, EWSR1::POUSF1,
Myoepithelioma/mixed tumor EWSR1:ZNF444 EWSR1:KLF17,
EWSR1::PBX3, FUS:KLF17,
LIFR:PLAGT, SRF:E2F1

Miesak jasnokomérkowy (Clear EWSR1::ATF1, EWSR1::CREBT,
cell sarcoma) IRX2::TERT

Miesak maziéwkowy (Synovial SS18::55X1, S518::55X2, S518::55X4,
sarcoma) SS18L1:55X1

PAX3::MAML3, PAX3::NCOAT,

Biphenotypic sinonasal sarcoma PAX3-FOXO1

Miesak pecherzykowy tkanek
miekkich (Alveolar soft part ASPSCR1::TFE3
sarcoma)
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Typ miesaka Fuzje genowe

Pozakostny sluzakowaty

EWSR1::NR4A3, TAF15::NR4A3,

chrzestniakomigsak TFG::NR4A3, TCF12::NR4A3,
(Extraskeletal myxoid HSPAS::NR4A3
chondrosarcoma) -
Desmoplastyczny guz

okrggtokomdrkowy

(Desmoplastic small round cell
tumor)

EWSR1::WT1

Miesaki okrggtokomdrkowe

EWSR1::FLI1, EWSR1::ERG,
FUS::ERG, EWSR1::ETV1,
EWSR1::ETV4, EWSR1::FEV,

Z rearanzacjg EWSR1::NFATC2 EWSR1::PATZ1,
(Round cell sarcoma with EWSR1::SMARCA5 EWSR1::POU5FT,
rearrangement) EWSR1::SP3, FUS::FEV, CIC::DUX4,
CIC::FOXO4, BCOR::CCNBS3,
FUS::NCATc2
Nowotwdr podscieliskowy
przewodu pokarmowego ETV6::NTRK3
(Gastrointestinal stromal tumor)
Perivascular epithelioid cell .
tumors SFPQ::TFE3
Chrzestniak tkanek miekkich
HMGA2::LPP
(Soft tissue chondromay)
;”e’zz‘f’ﬁ’;ﬁ:‘;%fs"k HEY1::NCOA2
(Mesenchymal chondrosarcoma) IRFBP2::CDX1
Epithelioid hemangioma ZFP36::FOSB
Epithelioid . .
hemangioendothelioma WWTR1::CAMTAT, YAP1::TFE3
Peudomyogenic SERPINE1::FOSB
emangioendothelioma
Naczyniakomiesak CICALEUTX
(Angiosarcoma)

-103 -



Typ miesaka Fuzje genowe

Atypical lipomatous tumor MDM2 (and/or CDK4)
Postradiation angiosarcoma of

the breast MYC (and/or CDK4)
Panele NGS

A.Panel diagnostyczny (fuzje réznicujace)

ALK; CAMTA1; CCNBS3; CIC; EPC1; EWSR1; FOXO1; FUS; GLI1; HMGA2;
JAZF1; MEAF6; MKL2; NCOA2; NTRK3; PDGFB; PLAG1; ROS1; SS18;
STAT6; TAF15; TCF12; TFE3; TFG; USP6; YWHAE

B.Panel terapeutyczny (guzy lite)

Ocena mutacji

Ocena zaréwno

Ocena fuzji oA e punktowych, matych
fuzji i wariantéw O o
genowych delecji/insercji
e i duplikacji
AKT1; AXL; CALCA; ALK BRAF; FGFR1; CTNNB1; EGFR; GNAS;
CCND1; DDR2; FGFR2; FGFR3; HRAS; IDH1; IDH2;
KRT70; KRT20; MET; MAP2K1; ROS1; KRAS,; NRAS; PIK3CA;

NTRK1; NTRK2;
NTRK3; NRGT PPARG;
PTH; RAF1; SLC5A5;
THADA; TTF1

C.Panel rozszerzony (przypadki trudne diagnostycznie)

CAMTAT1; CIC; CSF1; EPC1; ERG;
ESR1; EWSR1; FOS; FOSB; FOXO1;
FUS; GLI1; HMGAZ2; JAZF1; MDM2;
MEAF6; MET; MGEA5,; MKL2;
Ocena fuzji genowych NCOA1; NCOA2; NR4A3; NUTM1;
PAX3; PDGFB; PHF1; PLAG1; PRKCA;
PRKCB; PRKCD; RAF1; S518; STAT6;
TAF15; TCF12; TFE3; TFG; USP6;
VGLL2; YAP1; YWHAE
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Ocena fuzji i wariantéw (muta-
¢ji punktowych, matych delecji/
insercji, duplikacji i tandemo-

ALK; BCOR; BRAF; EGFR; FGFRT,
FGFR2, FGFR3, NTRK1; NTRK2;
NTRK3; RET; ROS1

wych powtdrzen)

Ocena mutacji punktowych CTNNB1; MYOD1

Materiat

» Tkanka FFPE (bloczek parafinowy).

» Minimalna zawarto$¢ zywego utkania nowotworowego:
>20%.

» W materiatach kostnych - dekalcyfikacja wytgcznie 10%
EDTA (pH 7,4).

Metody

¢ FISH
» Szybka ocena rearanzacji/amplifikacji.
» Jedna zmiana = jedno badanie.

* Sanger

» Weryfikacja wybranych mutacji/fuzji.

* NGS (preferencyjnie na bazie RNA)

» Jednoczasowa detekcja: SNV, indel, amplifikacji, fuzji.

» Mozliwo$¢ wykrywania nowych fuzji i oceny ramki odczy-
tu.

» Ograniczenia: jakos¢ RNA (FFPE), koszt, czas, wymagania
bioinformatyczne.

Czas wykonania badania

* FISH / Sanger do 10 dni roboczych,
* NGS do 20 dni roboczych.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Rak piersi
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Epidemiologia, etiologia

» Rak piersi (BC) - najczestszy nowotwor ztosliwy u kobiet (ok.
23% zachorowan), 2. przyczyna zgondéw nowotworowych po
raku ptuca.

» Polska (KRN 2023): 21 716 zachorowan kobiet, 208 mez-
czyzn; 6757 zgondw kobiet, 70 mezczyzn.

» Szczyt zachorowan: 55-65 r.z; ok. 19% przypadkdéw
dotyczy kobiet 30-50 lat; trend wzrostowy <40 r.z.

» Czynniki ryzyka: wiek, pte¢, czynniki hormonalne i reproduk-
cyjne, styl zycia oraz predyspozycje genetyczne.

Predyspozycje genetyczne

» 5-10% rakow piersi - silna jednogenowa predyspozycja.

»90% przypadkéw dziedzicznego raka piersi zwigzane
z wariantami patogennymi w BRCAT/BRCAZ.

» Ryzyko u kobiet z BRCA1/2: 40-85% (3-7x wyzsze niz
populacyjne).

» Ryzyko u mezczyzn z BRCA1/2: 1,2-10% (12-100% wzrost
wzgledem populacji).

» 20-30% zachorowan wykazuje cechy rodowodowo-kliniczne
sugerujgce podtoze genetyczne.

» Inne geny zwigzane z ryzykiem rozwoju raka piersi: ATM,
BARD1, CDH1, CHEK2, NF1, PALB2, PTEN, STK11, TP53.

» U chorych z wczesnym zachorowaniem lub dodatnim
wywiadem rodzinnym zaleca sie rozszerzone panele
genetyczne (szczegoblnie badanie PALB2, CHEK2).
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Podtypy molekularne

» ldentyfikacja na podstawie IHC: ER, PR, HER2 oraz indeksu
proliferacyjnego Ki-67 (wg zalecen St. Gallen). W przypad-
kach HER2 (2+) - weryfikacja amplifikacji genu metoda FISH.

* Podtypy:

* Luminalny A

* Luminalny B (HER2- lub HER2+)
* HER2+ (nie-luminalny)

+ Potrdéjnie ujemny (TNBC)

Podtyp molekularny determinuje wybér terapii systemowej.
Badane markery
* HER2 (ERBB2)

» Nadekspresja/amplifikacja w ok. 20% rakéw inwazyjnych.
» Diagnostyka: IHC; w przypadku 2+ — FISH.

BRCA1/BRCA2

» Udziat w naprawie dwuniciowych peknie¢ DNA (DSB).
» Znaczenie: predyspozycyjne, prognostyczne, predykcyjne.

» Kwalifikacja do PARPI; lepsza odpowiedz na platyne w
TNBC.

» Pacjentka z wariantem patogennym lib prawdopodobnie
patogennym w genie BRCA1/BRCA2 (+) kierowana do
poradnictwa genetycznego
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¢ Szlak PI3K/AKT/PTEN (HR+/HER2-)
» PIK3CA: mutacje u ~40% (80% to hot-spot: E542, E545,
H1047).
» AKT1: 3-5% (najczesciej E17K).
» PTEN: 5-12% utrata/mutacje wtérne (czesto w progresji).

» Mutacje PIK3CA i AKT1 - wzajemnie wykluczajgce; PTEN
moze wspotwystepowac.

» Znaczenie: opornos¢ na hormonoterapie/CDK4/6; kwalifi-
kacja do inhibitoréw PI3K/AKT.

* ESR1

» Mutacje w domenie LBD (Y537S/N/C, D538G).
» 5% guzéw pierwotnych, 30-40% przerzutow.

» Czynnik opornosci na inhibitory aromatazy (do 40% pro-
gresji w | linii).

» Marker predykcyjny do terapii SERD nowej generacji.
» Zalecane monitorowanie w ctDNA.
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Materiat

» Krew obwodowa - BRCA1/2 (badania germinalne).

» FFPE (guz pierwotny/przerzut) - PIK3CA, ESR1, AKT1, PTEN.
» 220% komorek nowotworowych; min. 3000 komorek.

» FISH HER2 - bloczek FFPE; 4-6 pm; analiza 2100 komérek.

» ctDNA - szczegdlnie ESRT (monitorowanie opornosci); me-
tody: qPCR, ddPCR, NGS.

Metody

» NGS - metoda preferowana (BRCA1/2, PIK3CA, ESR1, AKT1,
PTEN).

» Sanger/qPCR/HRM - badania wariantu znanego w rodzinie.

» CNV/LRG (BRCA1/2) - MLPA lub NGS (zalecane potwierdze-
nie z drugiego pobrania metodg MLPA).

» FISH - weryfikacja HER2 (IHC 2+).
» Testy qPCR/ddPCR musza obejmowac wszystkie warianty

istotne klinicznie (zgodnie z ChPL).
Czas wykonania badania

» Od momentu otrzymania materiatu:
+ 10 dni roboczych: FISH, gPCR, HRM, MLPA, Sanger,
+ 20 dni roboczych: NGS.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Rak zotadka
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Epidemiologia

» Rak zotadka (GG, gastric cancer) rozpoznawany jest
u ok. T mIn oséb rocznie na $wiecie.

» Nalezy do 5 najczestszych nowotwordw u kobiet i mez-
czyzn.

» W Europie Srodkowo-Wschodniej:

» kobiety - ok. 3/10 000

» mezczyzni - ok. 17/10 000

Etiologia i biologia

» Najczesciej diagnozowany u 0séb starszych (kumulacja
czynnikéw srodowiskowych i zmian genetycznych), ale
moze wystepowac takze <45 r.z.

» Okoto 10% przypadkéw wigze sie z dodatnim wywiadem
rodzinnym.

» Rokowanie jest niekorzystne - wiekszo$¢ przypadkow roz-
poznawana w stadium zaawansowanym, bez mozliwosci
radykalnej resekcji.

¢ Profilowanie molekularne (kierunki rozwoju):

» Podtyp zwigzany z infekcjg EBV

» Podtyp z niestabilno$cig mikrosatelitarng (MSI)
» Podtyp stabilny genomowo

» Podtyp z niestabilno$cig chromosomalng

» Coraz wieksze znaczenie: analiza krgzacego DNA/RNA
(ctDNA/ctRNA).
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Biomarkery
* HER2 (ERBB2):

» Warunek kwalifikacji do terapii anty-HER2 - wykazanie:
+ nadekspres;ji biatka (IHC) lub
+ amplifikacji genu (FISH).

¢ Algorytm diagnostyczny:
1.1HC jako badanie przesiewowe.
2. Wynik 3+ — kwalifikacja do leczenia.

3. Wynik 2+ (niejednoznaczny) — potwierdzenie amplifikacji
metodg FISH.

Ocena FISH wykonywana przez diagnoste laboratoryjnego
z uzyciem testu CE-IVD.
Materiat

» Materiat: tkanka FFPE (bloczek parafinowy).
» Wybér reprezentatywnego obszaru - patomorfolog.
» Skrawki do FISH: 4-6 pm (zgodnie z walidacjg wewnetrzng).

» Minimalna liczba analizowanych komérek nowotworowych:
>100.

Metody
» FISH.

Czas wykonania badania molekularnego

» Wynik FISH: do 10 dni roboczych od momentu otrzymania
materiatu.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Fuzje NTRK jako przyktad
markerow niezaleznych
od pochodzenia tkanki

nowotworu
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Epidemiologia, biologia

» Geny NTRK1, NTRK2 i NTRK3 koduja receptory kinazy tropo-
miozynowej TRKA, TRKB i TRKC, aktywowane przez neurotro-
finy - czynniki wzrostu regulujgce rozwdj i funkcjonowanie
uktadu nerwowego.

» W wyniku rearanzacji powstajg biatka fuzyjne TRK, ktére
wykazujg konstytutywng aktywnos$¢ kinazowa, prowadzac
do niekontrolowanej proliferacji komérek nowotworowych
i progresji guza.

* Fuzje NTRK1/2/3:

» wystepuja w =19 typach nowotworéw u dorostych i dzieci,
» mogga by¢ obecne w ok. 1% wszystkich guzoéw litych,
» majg charakter agnostyczny wzgledem typu tkanki
(tumor-agnostic biomarker).
* Wysoka czestos¢:
» wydzielniczy rak $linianki (42,9-100%),
» wydzielniczy rak piersi (66,7-100%),
» rak tarczycy (0-35,7%).
» Niska czestos¢ (0-3%):

» rak trzustki, GIST, rak jelita grubego, NDRP, czerniak, mie-
saki, guzy neuroendokrynne, rak prostaty, AML, ALL.

» Fuzje NTRK sg biomarkerem predykcyjnym dla zastoso-
wania inhibitoréw TRK.

» W nowotworach o wysokiej czestosci fuzji mozliwe jest
zastosowanie metod celowanych (FISH, RT-PCR, RNA-NGS),

» W populacjach niewyselekcjonowanych, gdzie czestosc jest
niska - NGS (RNA) jako metoda pierwszej linii.

-116 -



Materiat

» FFPE (skrawki niebarwione).
» Minimalny odsetek komérek nowotworowych: >20%.

» Preferowany materiat dobrej jakosci RNA (krotki czas
utrwalania).

4.15.3 Metody

» NGS (panel genowy z uzyciem RNA) - jako metoda pierw-
szego wyboru

» RT-PCR

» FISH

Czas wykonania badania molekularnego

* 10 dni roboczych dla metody FISH, gPCR oraz sekwencjo-
nowania Sangera,

+ 20 dni roboczych dla metody NGS.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Diagnostyka genetyczna
raka pecherza moczowego
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Zachorowania (Polska): ok. 7 500-8 000
nowych przypadkéw rocznie

» Czestos¢ wystepowania:
* mezczyzni: 4. miejsce wsréd nowotworéw ztosliwych
+ kobiety: 13. miejsce

» Stosunek ptci: M:K = 3-4:1 (trend wzrostowy zachorowan
u kobiet)

» Szczyt zachorowan: 7.-8. dekada zycia (mediana wieku roz-
poznania ~73 lata)

» 5-letnie przezycie 55-60%: silnie zalezne od stadium; 70-80%

w NMIBC, istotnie nizsze w MIBC (kilka - kilkanascie %)

» Etiologia i czynniki ryzyka:

+ Palenie tytoniu: gtéwny czynnik etiologiczny (~50-60% za-
chorowan); aromatyczne aminy i wielopierscieniowe we-
glowodory aromatyczn wydalane z moczem dziatajg kan-
cerogennie na urotelium.

» Ekspozycja zawodowa: przemyst barwnikowy, gumowy,
tekstylny, skérzany.

* Czynniki miejscowe: przewlekte stany zapalne, dtugotrwa-
te cewnikowanie, kamica pecherza.

+ Czynniki infekcyjne: Schistosoma haematobium (endemia
Afryka/Bliski Wschéd) - predyspozycja do raka ptaskona-
btonkowego (SCC), rzadszej jednostki o odmiennym profi-
lu molekularnym.

Wskazania do badan genetycznych
» Rak urotelialny nieresekcyjny lub przerzutowy: na etapie

rozpoznania choroby rozsianej (lub przy progresji), aby za-
planowac leczenie sekwencyjne (lI/1l linia).
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Kluczowe biomarkery i cele terapeutyczne
(program B.141.FM)

Zastosowanie

2o Metoda Materiat Kryterium  Kliniczne w Polsce

marker Detekcji (2026)
Erdafitinib (117
: Il linia leczenia
Mutacje
punktowe: muq).
WS Rusc  Dhpmency
RT-PCR >249C, cﬁemgiotejr%gii
FGFR3 lub NGS lub G370C, ¥373C opartej na platynie
u Osocze Fuzie i immunoterapii.
(CDNAY> enO\JNe'
g ’ Wymagane
FGFR3:TACC3 ~ PoMWlerdzenie
patogennego.

*Biopsja ptynna (ctDNA) jest dopuszczalna i refundowana w
przypadku braku dostepnej tkanki archiwalnej lub jej niskiej
Jakosci.

Algorytm postepowania diagnostycznego

¢ Rak urotelialny nieresekcyjny lub przerzutowy

» W trakcie | Linia Leczenia: analiza genu FGFR3 (najlepiej
panel NGS DNA+RNA), aby wynik byt gotowy na moment
progres;ji.

» Progresja choroby (II/11l Linia).
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Raportowanie wynikéw

» Raport z badania genetycznego musi zawierac:
+ Metode badania (np. NGS - panel genéw, RT-qPCR - na-
zwa zestawu komercyjnego).

+ Doktadny zapis wariantu wg nomenklatury HGVS (np.
FGFR3 c.746C>G, p.S249C).

+ Jasng interpretacje kliniczna: ,Wykryto wariant warunku-
jacy wrazliwos¢ komoérek nowotworowych na inhibitory

FGFR".
Materiat tkankowy

» Materiat: Optymalny jest bloczek parafinowy z min. 20%
utkania nowotworu.

» Czas utrwalania: 6-48 godzin w formalinie buforowanej (klu-
czowe dla zachowania jakosci RNA do detekgji fuzji).

» Makrodysekcja: zalecana w celu wzbogacenia prébki w ko-
morki nowotworowe przed izolacjg kwaséw nukleinowych.

Czas wykonania badania

* 5 dni roboczych dla metody RT-qPCR,
+ 20 dni roboczych dla metody NGS.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Rak slinianki
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Epidemiologia, etiologia

» Nowotwory ztosliwe $linianek zaliczane sg do nowotworéw
gtowy i szyi. Miedzynarodowa Klasyfikacja Choréb ICD-10

wyréznia lokalizacje:

+ CO7 - Nowotwor ztosliwy $linianki przyusznej

+ CO8 - Nowotwor ztosliwy innych i nieokreslonych duzych

gruczotéw $linowych

Najczestsze zaburzenia genetyczne

Tabela 1. Nowotworowy ztosliwe $linianek - zaburzenia
genetyczne o znaczeniu diagnostycznym

Typ histologiczny

Rak $luzowo-naskérkowy
(Mucoepidermoid carcinoma)

Charakterystyczne cechy
genetyczne

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 zrazikowokomaérkowy
(Acinic cell carcinoma)

Rearanzacje genu NR4A3 (84%)

Gruczolakorak wielopostaciowy
(Polymorphous adenocarcinoma)

Wariant SNV p.Glu710Asp
(E710D) PRKD1, rearanzacje z
udziatem gendéw PRKD1, PRKD2,
PRKD3 (ok. 90%)

Gruczolakorak mikro-wydziel-
niczy (Microsecretory adenocar-
cinoma)

Gen fuzyjny MEF2C::5518 (100%)

Rak wewnatrzprzewodowy
(Intraductal carcinoma)

Geny fuzyjne RET (okoto 50%)
BRAF p.Val600Glu (V600E)

Warianty patogenne PIK3CA
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Rak jasnokomoérkowy szkli- Rearanzacje EWSRT (80-90%)
wiejacy (Hyalinizing clear cell
carcinoma)

Charakterystyczne cechy

Typ histologiczny genetyczne

Rak mioepitelialny )
(Myoepithelial carcinoma) Geny fuzyjne PLAGT (50%)

Rak nabtonkowo-mioepitelialny Mutacje HRAS, gtownie

g?rg'g)elial-myoepithelial carci- p.GIn61Arg (Q61R) (80%)

Gruczolakorak $luzowy
(Mucinous adenocarcinoma) AKTT p.GluT7Lys (E17K)

Rak z gruczolaka wielopostacio-
wego (Carcinoma ex pleomorphic Rearanzacje PLAGT, HMGA2 (80%)
adenoma)

Tabela 2. Nowotworowy ztosliwe Slinianek - zaburzenia
genetyczne o znaczeniu predykcyjnym

Genetyczne warianty
predykcyjne

Rak wydzielniczy (Secretory .
carcinoma) Fuzje NTRK, RET

Typ histologiczny

amplifikacja ERBB2

Rak przewodowy $linianek
(Salivary duct carcinoma) BRAF p.val600Glu (V600E)
fuzje NTRK

Materiat

» Do wykonania badania molekularnego wykorzystuje sie ma-
teriat tkankowy utrwalony w formalinie w postaci skrawkéw
z bloczka parafinowego. W skrawkach odsetek komérek no-
wotworu wynosi przynajmniej 20%.
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Metody

» Preferowang metodg jest NGS. Minimalny panel diagno-
styczny w nowotworach $linianek powinien obejmowac
warianty fuzyjne genéw ETV6, EWSR1, HMGA2, MAML2, MYB,
MYBL1, NFIB, NR4A3, NTRK1, NTRK2, NTRK3, PLAG1, PRKD1,
PRKD2, PRKD3, RET, S518 oraz warianty SNV: PRKD1, AKT1,
BRAF, HRAS, PIK3CA.

» PCR i sekwencjonowanie Sangera moga mie¢ ograniczone
zastosowanie dla wariantow SNV AKT1, BRAF, HRAS.

» W metodzie FISH powinny by¢ stosowane zwalidowa-
ne zestawy, co jest szczegodlnie istotne w przypadku sond
break-apart. Gtéwne zastosowanie testow FISH: amplifika-
cja ERBB2; rearanzacje ETV6, S518, EWSR1.

Czas wykonania badania molekularnego

» 10 dni roboczych dla metody PCR, FISH, sekwencjonowa-
nie Sangera,

+ 20 dni roboczych dla metody NGS.
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Diagnostyka genetyczna
nowotworoéw litych w praktyce

Rak drég z6tciowych
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Klasyfikacja

» Rak drég zoétciowych wywodzi sie z komoérek nabtonka ze-
wnatrz- lub wewnatrzwatrobowych przewodoéw zétciowych.

» Miedzynarodowa Klasyfikacja Choréb ICD-10 wyréznia loka-
lizacje:
» C22.1 - Rak przewodow zétciowych wewnatrzwatrobo-
wych
+ C23 - Nowotwor ztosliwy pecherzyka zétciowego
+ C24 - Nowotwor ztosliwy innych i nieokreslonych czesci
drog zotciowych

Najczestsze zmiany genetyczne

Tabela 1. Geny zwigzane z karcynogenezg w raku przewo-
dow zétciowych
Rak przewodéw

Rak przewodéw

L aEiE z6tciowych ze-

z6tciowego

z6tciowych we-

-127 -

wnatrzwatrobowych wnatrzwatrobowych
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- CDKN2A/B (20%)
CDKN2A/B (15%) 20%) ARID1A (<15%)
ARID1A (15%)



Zaburzenia genetyczne o charakterze
predykcyjnym

Tabela 2. Zaburzenia genetyczne o charakterze predykcyj-
nym w raku przewodéw zétciowych

Genetyczne czynniki Lek
predykcyjne

Inhibitor dehydrogenazy

Mutacje IDH1 p.Arg132 (R132) izocytrynianu

Gen fuzyjny FGFR2 Inhibitory kinazy tyrozynowej
Niestabilnos¢ mikrosatelitarna  przeciwciato monoklonalne
(MSI) anty-PD-1
Mutacja BRAF p.Val600Glu Skojarzone inhibitory kinaz BRAF
(V600E) i MEK

e przeciwciato monoklonalne
Amplifikacja ERBB2 anty-HER2
Geny fuzyjne NTRK Inhibitory kinaz tyrozynowych

Materiat

» Do wykonania badania molekularnego wykorzystuje sie ma-
teriat tkankowy utrwalony w formalinie w postaci skrawkéw
z bloczka parafinowego. W skrawkach odsetek komérek no-
wotworu wynosi przynajmniej 20%.

» Nalezy racjonalnie obchodzi¢ sie z drobnym materiatem
biopsyjnym i zaplanowa¢ diagnostyke genetyczng dobiera-
jac odpowiednig metode i zakres testowanych czynnikéw
w przypadku skapego materiatu.
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Metody

» Preferowang metodg jest sekwencjonowanie NGS ze wzgle-
du na niewielkg objeto$¢ materiatu biopsyjnego. Celowane
panele NGS dajg mozliwo$¢ zbadania wariantéw SNV /DHT,
BRAF, KRAS oraz gendw fuzyjnych FGFR2 i NTRK1/2/3. Alter-
natywa moze by¢ szerokie profilowanie genomowe (CGP)
dajace roéwniez mozliwos¢ badania amplifikacji genéw
i niestabilno$ci mikrosatelitarnej (MSI) w ramach jednego
testu. W przypadku testow NGS opartych o proste biblioteki
amplikonowe nalezy oceni¢ ryzyko wynikow fatszywie nega-
tywnych dla wariantéw fuzyjnych nieprzewidzianych przez
wytwarce testu.

» Metoda PCR ma zastosowanie w badaniu niestabilnosci
mikrosatelitarnej (MSI) oraz w badaniu wariantéw [DH1
i BRAF. W przypadku badania mutacji IDH1 nalezy zwrocic
uwage czy test pokrywa przynajmniej najczestsze warianty
(R132C, R132L, R132G, R132S, R132H) wystepujace w raku
drog zotciowych.

» Metoda FISH w diagnostyce raka drég z6tciowych ma zasto-
sowanie gtéwnie do potwierdzania amplifikacji genu ERBB2
zwigzanej z wysokg ekspresjg antygenu HER2. FISH nie jest
zalecang metodg do wykrywania rearanzacji FGFR2. Istnie-
je ryzyko nie wykrycia rearanzacji sondami break-apart
w przypadku bliskich partneréw fuzyjnych (ATET lub TACC2).
Okoto 10-20% wariantéw fuzyjnych FGFR2 jest fatszywie ne-
gatywnych w metodzie FISH.

Czas wykonania badania molekularnego

» 10 dni roboczych dla metody PCR, FISH, sekwencjonowa-
nie Sangera,

+ 20 dni roboczych dla metody NGS.
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