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Profilaktyka i wczesne
wykrywanie raka ptuca

dr n. med. Iwona Skrzekowska-Baran



Palenie tytoniu jest jedna z gtownych przyczyn zachorowalnosci i umieralnosci z powo-
du raka ptuca na catym sSwiecie. Szacuje sig, ze ok. 90% zgondw zwigzanych z rakiem
ptuca wynika z nikotynizmu. Dym tytoniowy zawiera rézne substancje heterogeniczne,
z ktorych dziesiatki sklasyfikowano jako rakotwoércze dla cztowieka, w tym miedzy inny-
mi nitrozoaminy specyficzne dla tytoniu (TSNA), metale i wielopierscieniowe weglowo-
dory aromatyczne. Szkodliwe skutki palenia tytoniu wystepujg nie tylko u aktywnych
palaczy, ale takze u 0séb narazonych na bierne palenie, w tym takze u dzieci [1]. Ryzyko
wzgledne zachorowania na raka ptuca jest ok. 20-krotnie wieksze u palaczy w porowna-
niu do osob nigdy niepalacych. Zaprzestanie palenia obniza to ryzyko, jednakze bedzie
ono nadal wyzsze u bytych palaczy niz u oséb nigdy niepalacych [2].

Palenie tytoniu, a co za tym idzie rak ptuca, byt historycznie kojarzony z ptcia meska.
Obecnie w wielu krajach w wyniku zmian spoteczno-kulturowych obserwuje sie niepo-
kojacy wzrost zachorowalnosci i umieralnosci na raka ptuca u kobiet. Zgodnie z opiso-
wym modelem tej epidemii w krajach rozwinietych krzywa rozpowszechnienia palenia
tytoniu jest opdzniona u kobiet o okoto 2-3 dekady w stosunku do krzywej u mez-
czyzn. W zwiazku z tym, co jest rowniez zwigzane z patogeneza raka ptuc, wystepuje
podobne opdznienie na krzywej umieralnosci z powodu raka ptuc przypisywanej pale-
niu tytoniu pomiedzy mezczyznami i kobietami [3]. W niektorych krajach, krzywe umie-
ralnosci zwigzanej z paleniem u kobiet i mezczyzn przeciety sie lub znacznie sie do sie-
bie zblizyty [4]. Dotyczy to tych panstw, gdzie epidemia nikotynizmu byta stosunkowo
Zaawansowana, tj. obserwowano tam wzrost odsetka umieralnosci wsrdd kobiet i jego
spadek wsréd mezczyzn [5]. Wzrost zachorowalnosci na raka ptuc u kobiet jest tak duzy,
ze w wielu krajach smiertelnos¢ z powodu raka ptuca w tej grupie przewyzszy smiertel-
nosc z powodu raka piersi, podczas gdy w innych zjawisko to juz miato miejsce [6].

W polskim badaniu ankietowym przeprowadzonym przez Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego Panstwowy Zaktad Higieny — Panstwowy Instytut Badawczy, w 2020 r. re-
gularne palenie tytoniu zadeklarowato 23,1% mezczyzn i 14,9% kobiet. Codzienne stoso-
wanie wyrobow elektronicznych z nikotyna zadeklarowato 10,8% mezczyzn i 7,1% kobiet.

Inicjacja nikotynowa, a w konsekwencji uzaleznienie od nikotyny, czesto ma swoj pocza-
tek w okresie dojrzewania lub mtodosci. Badania przeprowadzone w 2009-2010 roku
wykazywaty, ze 36% wszystkich palaczy w Polsce rozpoczeto swdj natég ponizej 17 r.z,
a kolejne 55% miedzy 18 a 24 r.z [7].

Kolejna przyczyna zachorowalnosci na raka ptuca jest narazenie zawodowe na kancero-
geny, wsrod ktdrych mozna wymienic arsen, chrom, azbest, nikiel, kadm, beryl, krzem,
spaliny samochodowe oraz pochodzace z wegla kamiennego, a takze sadza i radon.
Ryzyko wzrasta, gdy obywa czynniki ryzyka sie naktadaja [8].

Na zwiekszone ryzyko rozwiniecia raka ptuca narazeni sie pacjenci z dodatnim wywia-
dem w kierunku zachorowania na chtoniaka, raka okolicy gtowy i szyi, raka pecherza
Moczowego Czy po wczesniejszym leczeniu radioterapia okolicy klatki piersiowej oraz
po stosowaniu lekoéw alkilujacych.

Istotnym czynnikiem ryzyka jest tez obciazenie rodzinne, a zwtaszcza, gdy natozy sie
ono na czynny nikotynizm [8]. Rozedma ptuc oraz przewlekta obturacyjna choroba ptuc
(POCHP) rozpoznana u pacjentow obcigzonych nikotynizmem sg nastepnym istotnym
czynnikiem zachorowania na raka ptuca.




Palenie to nie tylko ogromny problem zdrowotny. Koszty spoteczne i gospodarcze bez-
posrednio zwigzane ze spozyciem tytoniu w UE oszacowano na 363 mld euro 2012, co
odpowiada 3,4% PKB UE-27. Nikotynizm kosztuje polska gospodarke 57 min zt w oby-
dwu kategoriach: bezposrednich wydatkdéw na zdrowie i kosztéw posrednich gtéwnie
z powodu utraty produktywnosci spowodowanej chorobami i przedwczesng smiertel-
noscia [10].

Profilaktyka raka ptuca opiera si¢ na profilaktyce pierwotnej i wtérnej.

Profilaktyka pierwotna koncentruje sie na kampaniach zaprzestania palenia i nieini-
cjowania palenia tytoniu i opiera sie na kontroli realizowanej przez Ramowa Konwen-
cje Swiatowej Organizacji Zdrowia o ograniczeniu uzycia tytoniu, ktéra weszta w zycie
w 2005 roku. Korzysci ze wsparcia pacjentdw w leczeniu zespotu uzaleznienia od tytoniu
wykazano w analizach przeprowadzonych wsréd uczestnikéow badania NLST (US-based
National Lung Screening Trial), wedtug ktérego zastosowanie odpowiedniego porad-
nictwa przez lekarza podstawowe] opieki zdrowotnej przyczynito sie do zwiekszenia
0 40% szansy na porzucenie nikotynizmu przez pacjenta, natomiast wdrozenie kom-
pleksowej interwencji antynikotynowej podczas kolejnych wizyt zwiekszato te szanse
do 46% [11,12].

Bank Swiatowy zaliczyt szes¢ sposobow kontroli tytoniu jako najbardziej efektywne
kosztowo, w tym: podwyzki podatkéw na papierosy i inne wyroby tytoniowe; zakazy/
ograniczenia palenia w miejscach publicznych i miejscach pracy; lepsze informowanie
konsumentow, w tym publiczne kampanie informacyjne, akcje medialne i upublicznia-
nie wynikow badan; kompleksowe zakazy reklamy i promocji wszelkich wyrobdw tyto-
niowych, logo i marek; duze, bezposrednie etykiety ostrzegawcze dotyczace zdrowia
Nna pudetkach papierosow i innych wyrobach tytoniowych; oraz leczenie pomagajace
uzaleznionym palaczom rzucic¢ palenie, w tym zwiekszenie dostepu do lekdw. Chociaz
najbardziej optacalng polityka kontroli wyrobow tytoniowych jest opodatkowanie wyro-
bow tytoniowych, preferowane jest podejscie kompleksowe i wdrazanie jednoczesnie
roznych metod kontroli wyrobow tytoniowych.

Realizowanie polityki kontroli wyrobdw tytoniowych spowodowato, ze branza przesu-
nefa swoja produkcje w kierunku bardziej atrakcyjnych i nowoczesnych urzadzen, tj.
podgrzewane produkty tytoniowe (np. IQOS) oraz elektroniczne systemy dostarczania
nikotyny i nie nikotyny (np. papierosy elektroniczne).

Na podstawie polskiego badania ankietowego z pazdziernika 2023 r. zrealizowanego
przez Ogoélnopolski Panel Badawczy Ariadna dla Biura do Spraw Substancji Chemicz-
nych (BSCh) obejmujacego 550 osdb, ktére miaty jakiekolwiek doswiadczenie z e-pa-
pierosamiwykazano, ze zwiekszyta sie czestotliwos¢ uzytkowania e-papieroséow. W 2022
roku 39% respondentdw deklarowato codzienne uzytkowanie ww. wyrobu, podczas gdy
w 2023 1. — juz 53%. Przemyst tytoniowy promuje strategie marketingowa docierajgc do
szerszego potencjalnego rynku, zwtaszcza do miodziezy podkreslajac, ze wptyw uzywa-
nia tych produktéw na zdrowie bedzie mniejszy niz w przypadku tradycyjnych papie-
rosow. Dowody na skutecznosc i dtugoterminowe skutki zdrowotne tych wyrobdw, za-
réwno pozytywne, jak i negatywne, sg nadal jednak nieliczne [13] a rozpowszechnienie
podwodjnego stosowania (tj. tyton palny wraz z nowym wyrobem) jest wysokie. Zrozu-
mienie stosunku korzysci do ryzyka stosowania tych produktéw wymaga bezsprzecznie
dalszych badan.




W odnalezionych rekomendacjach zagranicznych i polskich towarzystw naukowych
i wytycznych klinicznych [14] kluczowe miejsce zajmuje zapobieganie inicjacji palenia
poprzez wprowadzenia zakazu palenia w szkotach i prowadzenie dziatan edukacyjnych
bedacych integralna czescia programu nauczania.

Wazne miejsce zajmuja masowe kampanie informacyjno-edukacyjne majace na celu
zapobieganie inicjacji palenia wsrod dzieci | mtodziezy oraz podniesienie swiadomosci
spoteczenstwa na temat uzalezniajacego i szkodliwego charakteru wyrobow tytonio-
wych.

Towarzystwa naukowe podkreslaja istote przeprowadzania krotkiej porady oraz ofero-
wania wsparcia i poradnictwa behawioralnego w potaczeniu z farmakoterapia wspo-
mMagajaca rzucanie palenia (nikotynowa terapia zastepcza — NTZ, bupropiony, wareni-
klina). W zadnym wypadku nie rekomenduje sie alternatywnych metod przyjmowania
nikotyny np. w formie e-papieroséw, podgrzewaczy tytoniu czy nikotyny syntetycznej.
W zwiazku z powyzszym podkresla sie potrzebe realizacji szkolen dla personelu me-
dycznego z zakresu wsparcia oraz leczenia uzaleznienia od nikotyny.

Polska Agencja Oceny Technologii Medycznych (AOTMIT) w grudniu 2023 przygotowata
rekomendacje w sprawie zalecanych technologii medycznych, dziatarh przeprowadza-
nych w ramach programow polityki zdrowotnej (PPZ) oraz warunkéw realizacji tych
programow, dotyczacych profilaktyki uzaleznier od tytoniu (nikotyny). Programy poli-
tyki zdrowotnej moga by¢ opracowywane, wdrazane, realizowane i finansowane przez
ministrow oraz jednostki samorzadu terytorialnego (JST). Rozpoczecie wdrozenia, reali-
zacji i finansowania PPZ moze nastapic wytgcznie po uzyskaniu pozytywnej lub wa-
runkowo pozytywnej rekomendacji Prezesa AOTMIT.

Prezes Agencji rekomenduje prowadzenie:

» antynikotynowych punktéow konsultacyjnych, ktorych dziatania powinny byc
dostepne dla wszystkich uzytkownikow wyrobow nikotynowych;

» konsultacji antynikotynowych w warunkach szpitalnych wsrdd hospitalizowanych
pacjentéw uzaleznionych od nikotyny;

» dziatan profilaktycznych w szkotach z zakresu uzaleznien od nikotyny skierowanych
do ucznidw, rodzicdw oraz wszystkich pracownikdéw placéwek oswiatowych;

» szkolen dla personelu medycznego z zakresu minimalnej interwencji
antynikotynowej i komunikacji z pacjentem uzaleznionym od nikotyny;

» dziatan informacyjno-edukacyjnych na temat ww. interwencji, a takze zachowan
prozdrowotnych, czynnikdow ryzyka i dziatan profilaktycznych dotyczacych

uzaleznienia od nikotyny skierowanych do populacji ogdélnej.

W celu przeprowadzenia minimalnej interwencji antynikotynowej przez lekarzy zaleca
sie stosowanie zestawu pieciu pytan opisanych jako zasada ,,5P" tj.:

1. PYTAJ kazdego pacjenta czy pali tyton.

2. PORADZ jak zaprzestac palenia.




3. POZNAJ postawe pacjenta wobec uzytkowania i zaprzestania korzystania
Z wyrobow nikotynowych.

4.POMOZ uzytkujacemu wyroby nikotynowe pacjentowi w opracowaniu planu
zaprzestania palenia.

5. PLANUIJ nastepne wizyty z pacjentem.

Zgodnie z Mapami Potrzeb Zdrowotnych opracowanymi przez Ministerstwo Zdrowia
nowotwor ztosliwy ptuca w 2029 roku bedzie nadal dominujacym nowotworem pod
wzgledem liczby zachorowan. Istotnos¢ problemu zdrowotnego, rozpowszechnienie
czynnikow ryzyka jak rowniez potwierdzenie zasadnosci oraz efektywnosci programaow
profilaktyki pierwotnej przez ciato opiniotworcze i decyzyjne jakim jest AOTMIT powin-
no byc¢ sygnatem do niezwitocznego rozpoczecia w praktyce dziatan programu zdro-
wotnego. Warto podkresli¢, ze w Polsce obecnie funkcjonuje zaledwie kilka Poradni
Antynikotynowych finansowanych przez NFZ np.: w Warszawie, Gdansku czy Krakowie.

Profilaktyka wtérna

W ramach profilaktyki wtdrnej realizowane sa programy badan przesiewowych w kie-
runku raka ptuca, ktére wykorzystuja niskodawkowa tomografie komputerowa (NDTK).
Na podstawie analiz badan obserwacyjnych prowadzonych w Japonii, USA oraz Niem-
czech potwierdzono, ze NDTK mozna wykry¢ okoto 85-93% nowotworow ptuca w | stop-
niu zaawansowania klinicznego [15]. Inne wieloosrodkowe badanie amerykanskie Na-
tional Lung Screening Trial (NLST) potwierdzito 18% guzow tagodnych wykrywanych
za pomoca NDKT [16]. W zwiazku z ryzykiem nadwykrywalnosci European Society of
Radiology, European Respiratory Society i European Society of Thoracic Surgery reko-
menduja wykonywanie badan przesiewowych w ramach dtugofalowych programaéw
prowadzonych w kompleksowo wyposazonych, wielodyscyplinarnych i certyfikowa-
nych osrodkach prowadzonych przez zespoty wielodyscyplinarne (w Polsce: Centrum
Badan Przesiewowych Raka Ptuca). Celem redukgcji liczby wynikow fatszywie dodatnich
rekomenduje sie ocene czynnikdw ryzyka wedtug standardéw National Comprehen-
sive Cancer Network (NCCN) tj: stosowanie modeli predykcyjnych z uzyciem regresji
liniowej, dzieki ktérym mozna oszacowac indywidualne ryzyko zachorowania na raka
ptuca, oznaczanie biomarkeréw genomowych lub biatkowych uzyskanych z surowicy
krwi oraz zaawansowana analize obrazu.

W opublikowanych w 2020 r. wynikach randomizowanego badania klinicznego o akro-
nimie NELSON (Nederlands-Leuvens Longkanker Screenings Onderzoek) przeprowa-
dzonego na populacji holendersko-belgijskiej potwierdzono uzytecznosé NDTK jako
badania przesiewowego w warunkach europejskich. Naukowcy szacuja, ze dzieki prze-
prowadzeniu 4 rund badan screeningowych z uzyciem NDTK wsrod 7900 uczestnikow
udato sie zapobiec ok. 60 zgonom z powodu raka ptuca [17]. Nadal jednak wyzwaniem
pozostaje ocena optacalnosci ekonomicznej screeningu, ktdra nie ma zdefiniowane]
wartosci i zalezy od danego kraju.

Kolejne badanie o akronimie UKLS (The United Kingdom Lung Cancer Screening) do-
tyczace wptywu screeningowej NDTK na zmniejszenie umieralnosci z powodu raka
ptuca nie doprowadzito do uzyskania wynikoéw znamienne statystycznych. Strategia po-
jedynczego badania przesiewowego nie jest zalecana obecnie w Europie [18]. Wartosc
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dodana maja wyniki miedzynarodowej meta-analizy dziewieciu randomizowanych ba-
dan, do ktorej wigczono rowniez badanie UKLS.

Powyzsza metaanaliza potwierdzita, ze stosowanie przesiewowej NDTK w poréwnaniu
do grupy kontrolnej wigze sie ze zmniejszeniem wzglednego ryzyka zgonu z powodu
raka ptuca o 16% (RR: 0,84 95% ClI: 0,76-0,92) [19]. Stanowi to potwierdzenie potrzeby
stosowania screeningowej NDTK w odpowiednio okreslonych grupach ryzyka.

Jeszcze przed opublikowaniem ostatecznych wynikéw badania NELSON Ministerstwo
Zdrowia zdecydowato o wdrozeniu w 2018 r. pilotazu Ogdlnopolskiego Programu Wcze-
snego Wykrywania Raka Ptuca z wykorzystaniem NDTK, zatwierdzonego przez AOTMIT.
Program wpisuje sie w strategie aktualnej edycji Narodowego Programu Zwalczania
Chordéb Nowotworowych na lata 2016- 2024 [20].

Celem tego programu jest stosowanie profilaktyki pierwotnej oraz wtérnej raka ptu-
ca, co w zatozeniu powinno przetozyC sie na poprawe wskaznika przezywalnosci oraz
redukcje wskaznika umieralnosci pacjentéw z rozpoznaniem raka ptuca. Przed zasto-
sowaniem badania przesiewowego kazdy pacjent powinien wypetni¢ ankiete doty-
cz3aca stopnia uzaleznienia od nikotyny i motywacji do porzucenia natogu. Minimalna
interwencja antynikotynowa w ramach programu przesiewowego nie zwieksza kosz-
tow programu a jednoczesnie zwieksza efektywnos¢ w kosztach pozyskanych lat zycia
skorygowanych o jakos¢ (QALY) 1,7-5,4 krotnie [21]. Profilaktyka pierwotna prowadzona
w ramach programu jest komplementarna z celami Centrum Onkologii-Instytut im.
Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie oraz Poradni Antynikotynowych.

Do badan przesiewowych kwalifikuja sie pacjenci:

» W wieku 55-74 lat z nikotynizmnem w wymiarze co najmniej 20 paczkolat
w wywiadzie i okresem abstynencji tytoniowej nie dtuzszym niz 15 lat;

» W wieku 50-74 lat z nikotynizmmem w wymiarze co najmniej 20 paczkolat
w wywiadzie i okresem abstynencji tytoniowej nie dtuzszym niz 15 lat oraz majacych
przynajmniej jeden z ponizszych czynnikéw ryzyka:

» ekspozycja zawodowa na krzemionke, beryl, nikiel, chrom, kadm, azbest, zwigzki
arsenu, spaliny silnikow diesla, dym ze spalania wegl kamiennego lub sadze;

» ekspozycja na radon;

» przebyty rak ptuca, chtoniak, rak gtowy i szyi lub raki zalezne od palenia tytoniu,
np. rak pecherza moczowego;

» rak ptuca w wywiadzie u krewnych pierwszego stopnia;

» dodatni wywiad w kierunku chordb ptuc — POChP lub witdknienia ptuc (IPF).

NDTK przy zastosowaniu 16-rzedowych spiralnych tomograféw komputerowych z algo-
rytmami rekonstrukcyjnymi powinna zosta¢ wykonywana w mysl zasady ALARA (as Low
As Reasonably Achievable), czyli z uzyciem najmniejszej mozliwej dawki promieniowa-
nia, ktéra przy akceptowalnej jakosci otrzymywanych obrazéw pozwoli na postawienie
rozpoznania. Celem jest wykrycie raka ptuca (guzka), ale nalezy raportowac dodatkowe
zmiany tj: rozedma, miazdzyca naczyn, stopnia uwapnienia tetnic, tetniaki inne pato-
logiczne zmiany w piersi, watrobie, nerek czy nadnerczy. Guzki zaszeregowane sg do
czterech kategorii wedtug stopnia ryzyka ztosliwosci. Postepowanie w kazdej z podgrup
uzaleznione jest od wymiaru wykrytego guzka oraz jego cech morfologicznych.




Warto jednak przypomniec, ze w pierwszych latach pandemia Covid 19 uniemozliwita
realizacje badan przesiewowych. Ograniczenie mozliwosci dostepu pacjentéw do opie-
ki zdrowotnej poprzez wprowadzenie teleporad czesto bez wiasciwej diagnostyki, za-
wieszenie funkcjonowania programaow przesiewowych, a takze obawa pacjentéow przed
zgtaszaniem sie do lekarza z niepokojacymi objawami, spowodowany mozliwoscia za-
kazenia sie SARS-CoV-2, przyczynity sie do wzrostu zgonow z powodu raka ptuca. Pro-
gnozowana smiertelnosc po 5 latach z powodu tego nowotworu moze nawet wzrosnac
053% [22].

Program byt realizowany do konca 2023 r. Obecnie oczekuje na wyniki ewaluacji, po
ktorej mozliwa bedzie jego kontynuacja.

Nadal jednak zaprzestanie palenia powinno by¢ podstawa minimalizacji dotkliwych
konsekwencji tego zagrozenia dla zdrowia publicznego. Wyniki gtéwnych badan prze-
siewowych w Kkierunku raka ptuca moga pokazac¢ szanse na walke z tg choroba na po-
ziomie wtornym. Aby potozy¢ kres tej tragicznej sytuacji, konieczne beda dalsze wysitki
roznych podmiotéw, od decydentdw po zainteresowane strony, a takze pracownikow
systemu ochrony zdrowia i badaczy.
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Diagnostyka raka ptuca
w Swietle obowigzujacych
standardow

dr hab. n. med. Maciej Gtogowski




Celem wykonywanych badan diagnostycznych u chorych z podejrzeniem raka ptuca
jest zaréwno uzyskanie wiasciwego rozpoznania patomorfologicznego pozwalajacego
na okreslenie podtypu nowotworu ptuca wraz z okresleniem predykcyjnych czynnikow
genetyczno-molekularnych jak réwniez ocena zaawansowania nowotworu. Dopiero
oba te elementy maja wplyw na wybdr wiasciwej metody leczenia. Dlatego niezwykle
wazne jest, aby diagnostyka byta prowadzona wedtug najnowszych obowigzujacych
zalecen opracowanych przez towarzystwa naukowe i grupy ekspertow. Pozwala to na
zapewnienie wiasciwe] sprawnosci i efektywnosci, a zakres diagnostyki oraz optyma-
lizacja zastosowanych metod powinny zawsze uwzglednia¢ nadrzedny cel jakim jest
leczenie. Wtasciwa diagnostyka raka ptuca jest prowadzona zaréwno z uzyciem metod
nieinwazyjnych (badania ocbrazowe) jak i inwazyjnych (z zastosowaniem technik biopsy-
Jjnych umozliwiajacych pobranie materiatu do badan patomorfologicznych).

Podstawowym badaniem obrazowym w diagnostyce raka ptuca jest badanie tomografii
komputerowej (TK) klatki piersiowej z uzyciem podanego dozylnie srodka cieniujgcego
(badanie powinno dodatkowo obejmowac gorna czesc jamy brzusznej z nadnerczami).
Badanie powinno by¢ wykonane u oséb z potencjalnymi objawami przedmiotowymi i/
lub podmiotowymi raka ptuca zaréwno w przypadku jakichkolwiek podejrzen po wyko-
nanym konwencjonalnym RTG klatki piersiowej jak i przy prawidtowym badaniu RTC.
Poniewaz w dalszym procesie diagnostycznym raka ptuca z uwagi na jego ztozonosc
potrzebna jest wspdtpraca wielospecjalistyczna wydaje sie najbardziej optymalnym
jest aby na tym etapie w warunkach polskich( do czasu stworzenia Osrodkow Komplek-
sowej Diagnostyki i Leczenia raka ptuca, Lung Cancer Units, po potwierdzonym w TK
klatki piersiowej podejrzeniu raka ptuca pacjent trafiat jak najszybciej celem dalszej dia-
gnostyki zarowno obrazowej jak inwazyjnej do placéwki specjalistycznej pulmonolo-
gicznej lub torakochirurgicznej (zardwno na poziomie AOS jak i szpitalnym). Niezwykle
istotne wydaje sie réwniez, aby do tego typu osrodkdéw diagnostyczno-terapeutycznych
kierowani byli wytacznie pacjenci, ktorych stan sprawnosci pozwala na przeprowadze-
nie dalszych badan (szczegdlnie inwazyjnych) pozwalajacych w efekcie na wdrozenie
odpowiedniego leczenia przyczynowego. Pozwoli to na optymalne wykorzystanie za-
rowno zasobow sprzetowych jak i kadrowych. Uzyskanie bowiem rozpoznania pato-
morfologicznego w wyniku wykonanego badania inwazyjnego u chorego w ztym sta-
nie ogdélnym, u ktérego poza leczeniem objawowym nie moze by¢ zastosowane zadne
leczenie przyczynowe, jest merytorycznie nieuzasadnione i nie niesie za sobg zadnych
implikacji terapeutycznych.

Na tym etapie diagnostyki, juz w osrodku pulmonologicznym lub torakochirurgicznym,
po wykonanym TK klatki piersiowej, najczesciej wykonywane sg badania inwazyjne (en-
doskopowe lub biopsja przez sciane klatki piersiowej), ktdrym poswiecony bedzie od-
dzielny rozdziat. Réwnolegle u tych pacjentow moga by¢ wykonywane badania niein-
wazyjne pozwalajace na ocene stopnia zaawansowania. Wsrod metod nieinwazyjnych
poza tomografiag komputerowa kluczowym badaniem pozwalajacym na wstepna oce-
ne stopnia zaawansowania z wyodrebnieniem pacjentéw kierowanych do pierwotnego
leczenia chirurgicznego, leczenia skojarzonego o zatozeniu radykalnym i takich u kto-
rych istnieje jedynie mozliwosé leczenia paliatywnego, jest badanie pozytonowej emi-
syjnej tomografii komputerowej (PET-TK).

Nie oznacza to oczywiscie, ze badanie takie powinno by¢ wykonane u kazdego pa-
cjenta z rozpoznaniem raka ptuca, ale na pewno u wszystkich, u ktérych na podstawie
wykonanej uprzednio diagnostyki planujemy radykalne leczenia raka ptuca (zaréwno
chirurgiczne jak i chemioradioterapig). Oczywistym jest, ze pacjentow w ztym stopniu
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sprawnosci, a takze tych z potwierdzong innymi badaniami obrazowymi i potwierdzo-
Nna histopatologicznie biopsja, ewidentna choroba przerzutowa nie nalezy kierowac
na badanie PET-TK. Wedtug wytycznych BTS, ACCP i ESMO, kazdy pacjent, ktory jest
potencjalnym kandydatem do leczenia raka ptuca o zatozeniu radykalnym (z intencja
wyleczenia) powinien mie¢ wykonane badanie PET-TK. Pozwala to na stwierdzenie bez-
objawowych ognisk przerzutowych (nawet do 20%), ktérych ewentualne potwierdzenie
badaniem patomorfologicznym wyklucza (poza niewielka grupa pacjentéw z tzw. cho-
robg oligometastatyczna) z leczenia radykalnego, co pozwala na wtasciwa optymali-
zacje i jakosc leczenia. Mimo kosztochtonnosci pojedynczego badania postepowanie
takie jest optymalne z punktu widzenia kosztowej efektywnosci, co potwierdzaja wyniki
badan klinicznych.

U chorych ze stwierdzonymi przerzutami, czyli w stadium uogodlnienia choroby, u kto-
rych mozliwe jest leczenie przyczynowe (a nie tylko objawowe) wysitki nalezy skupic
na wiasciwie | optymalnie przeprowadzonej diagnostyce inwazyjnej pozwalajacej na
pobranie materiatu do badan patomorfologicznych i molekularnych, co réwniez ma
wplyw na uzyskiwane wyniki leczenia, czyli na jakos¢ leczenia onkologicznego.

Wsréd pacjentow kwalifikowanych do leczenia radykalnego raka ptuca najbardziej
istotne znaczenie ma ocena weztébw chtonnych srédpiersia. Wihasciwa ocena weztow
chionnych srédpiersia stanowi niejako granice pomiedzy pacjentami poddawanymi
pierwotnemu leczeniu chirurgicznemu, a tymi kwalifikowanymi do leczenia skojarzo-
nego (u wiekszosci chorych bez udziatu chirurgii). Ocena ta powinna by¢ zgodna z obo-
wigzujacymi standardami, w ktérych praktycznie w wiekszosci pacjentow wymagana
jest mikroskopowa ocena weztow chtonnych srédpiersia jako najistotniejszego czynni-
ka prognostycznego po wykluczeniu przerzutdw odlegtych.

Poniewaz badanie PET-TK charakteryzuje sie dos¢ niska dodatnia wartoscia predykcyj-
na (PPV) w ocenie weztow chtonnych srodpiersia, to w praktyce, kazdy pacjent z dodat-
nim wynikiem badania PET-TK w odniesieniu do weztdw chtonnych srédpiersia powi-
nien mie¢ wykonane badanie z pobraniem materiatu z weztdw chtonnych srodpiersia
celem oceny mikroskopowej. Pozwala to na unikniecie pomytki diagnostycznej i dys-
kwalifikacji od potencjalnego leczenia operacyjnego pacjenta z ,fatszywie” dodatnim
wynikiem badania PET-TK, u ktdérego mozliwa jest radykalna resekcja guza wraz z we-
ztami chtonnymi srodpiersia. W pierwszej kolejnosci badaniami dedykowanymi do we-
ryfikacji mikroskopowej sa badania matoinwazyjne EBUS i EUS-b. W dalszej kolejnosci
przy wyniku negatywnym badania biopsyjnego i wysokim ryzyku przerzutdw raka do
weztow chionnych srodpiersia badaniami dedykowanymi sg wideomediastinoskopia
oraz wideotorakoskopia.

W praktyce klinicznej, u chorych ze znacznie powiekszonymi weztami chtonnymi srod-
piersia (bulky disease) stwierdzonymi juz w badaniu TK, badania matoinwazyjne wy-
korzystywane s3 juz na tym etapie diagnostyki celem uzyskania wyniku patomorfolo-
gicznego. Badanie PET-TK jest w tej grupie chorych (bez ewidentnych radiologicznych
lub klinicznych cech uogdlnienia choroby, ale z nieresekcyjna chorobga w obrebie klatki
piersiowej) wykorzystywane w celu identyfikacji ewentualnych ,niemych” przerzutéw
odlegtych, celem ostatecznej kwalifikacji do chemioradioterapii (najczesciej w ramach
procedury planowania leczenia). Takie postepowanie pozwala na optymalne wykorzy-
stanie zasoboéw kadrowych i sprzetowych oraz pozwala na unikniecie niepotrzebnych
badan diagnostycznych z punktu widzenia kwalifikacji do odpowiedniego leczenia on-
kologicznego.




Z drugiej strony, ujemny wynik badania PET-TK w odniesieniu do weztéw chtonnych
sSrodpiersia przy dos¢ wysokie] ujemnej wartosci predykcyjnej (NPV) przekraczajacej
93% pozwala na kwalifikowanie pacjentow do leczenia operacyjnego z obwodowym
guzem, nie przekraczajacym srednicy 3cm i z rozpoznaniem raka ptaskonabtonkowego
bez wykonywania diagnostyki inwazyjnej srodpiersia. Nadal jednak, wedtug propono-
wanych wytycznych ESTS, pacjenci z rozpoznaniem raka innego niz ptaskonabtonkowy,
kazdego nowotworu o wymiarze wiekszym niz 3cm, a takze z powiekszonymiw obrazie
TK weztami chtonnymi srédpiersia powyzej 10mm w najmniejszym wymiarze (definicja
powiekszonych weztow chtonnych srodpiersia) maja wskazania do inwazyjnej diagno-
styki weztéw chtonnych srodpiersia. Podobna sytuacja odnosi sie do pacjentow z po-
dejrzeniem zajecia weztdw chtonnych wneki ptuca w badaniu PET-TK, mimo ujemnego
wyniku w odniesieniu do weztdw chtonnych srodpiersia i braku ich powiekszenia w TK
powyzej 10mm. W niektorych osrodkach diagnostyka inwazyjna weztdw chtonnych
Srodpiersia jako element oceny zaawansowania jest obligatoryjna u kazdego pacjenta
potencjalnie kwalifikowanego do leczenia chirurgicznego.

Wsrod innych metod diagnostyki inwazyjnej pozwalajacej na ustalenie wiasciwego roz-
poznania i uzyskanie dobrego jakosciowo materiatu do badan patomorfologicznych
najczesciej wykorzystywanymi poza metodami endoskopowymi sa biopsja guza przez
sciane klatki piersiowe] pod kontrolg TK (omodwiona w osobnym rozdziale) oraz wideo-
torakoskopia. Wideotorakoskopia jest czesto wykorzystywana metoda diagnostycza in-
wazyjna u chorych z narastajagcym lub nawracajacym ptynem w jamie optucnej, przy
braku mozliwosci pobrania zadowalajacego pod katem badan patomorfologicznych
materiatu w mniej inwazyjny sposdb. Poniewaz rozpoznanie ta metoda, na podstawie
wykonanej biopsji optucnej, oznacza poza rozpoznaniem patomorfologicznym nowo-
tworu réwniez IV stopien zaawansowania to wykorzystanie jej powinno by¢ ograniczo-
ne do diagnostyki pacjentdw z podejrzeniem nowotworu, u ktérych potencjalnie jest
mozliwe wiaczenie (w nastepstwie uzyskania rozpoznania patomorfologicznego) lecze-
nia systemowego.

Nalezy rowniez podkresli¢, ze o ile u chorych kwalifikowanych do radykalnego leczenia
chirurgicznego (po witasciwym ustaleniu stopnia zaawansowania) istotg diagnostyki
inwazyjnej przed operacja jest uzyskanie rozpoznania raka ptuca to u pozostatych cho-
rych kwalifikowanych do leczenia ogromne znaczenie bedzie miata jakosc i ilos¢ pobra-
nego materiatu biopsyjnego pozwalajaca na wielokierunkowa diagnostyke patomor-
fologiczna (w tym ekspresji PD-L1) i molekularna. W przypadku mozliwosci pobrania
jedynie materiatu cytopatologicznego istotne znaczenie ma nie tylko wykonanie roz-
mazow, ale rowniez cytobloku. Oczywiscie, biorac pod uwage postep w leczeniu okoto-
operacyjnym z nowymi mozliwosciami leczenia neoadjuwantowego (obecnie jedynie
w ramach badan klinicznych) jest bardzo prawdopodobne, ze u czesci chorych z resek-
cyjnym rakiem ptuca w niedtugim czasie bedzie istniata koniecznos¢ ustalenia nie tylko
rozpoznania patomorfologicznego wraz z podtypem nowotworu ptuca, ale takze ocena
molekularno-genetycznych czynnikdw predykcyjnych.

Z kolei u chorych z niewielkim, najczesciej potozonym obwodowo, aktywnym metabo-
licznie guzem ptuca w PET-TK w | stopniu zaawansowania (wg badania PET-TK), ktorzy
sg kandydatami do radykalnego leczenia operacyjnego nalezy niekiedy zrezygnowac
z diagnostyki inwazyjnej (endoskopia, biopsja przez sciane klatki piersiowej) na rzecz
badania srodoperacyjnego co pozwala zardwno na przyspieszenie procesu diagno-
stycznego jak i na szybsze optymalne leczenie. Warto bowiem pamietac, ze ujemny
wynik biopsji w badaniu inwazyjnym endoskopowym czy w biopsji przezklatkowej nie




wyklucza rozpoznania nowotworu ptuca i przy wspdtistniejacym duzym prawdopodo-
bienstwie nowotworu wynikajacym z badan obrazowych jest wrecz wskazaniem do wy-
konania badania srédoperacyjnego.

U pacjentow poddawanych radykalnemu leczeniu chirurgicznemu raka ptuca ze
wzgledu na ryzyko powiktan okotooperacyjnych, poza stopniem zaawansowania i stop-
niem sprawnosci, konieczna jest ocena wydolnosci oddechowej, stanu uktfadu krazenia
oraz ryzyka powikfan ze strony innych wspdtistniejgcych chorob. Stopien sprawnosci
jest oceniany w skali Karnofsky'ego lub skali Zubroda (ECOG, WHO). W oszacowaniu
ryzyka powiktan ze strony uktadu sercowo-naczyniowego podstawowg metoda jest ba-
danie elektrokardiograficzne (EKG), uzupetniane w razie wskazan wynikajacych z ba-
dania EKG oraz wywiadow i badania przedmiotowego, o elektrokardiografie wysitkowa,
echokardiografie i koronarografie. Podstawowymi bbadaniami w ocenie wydolnosci od-
dechowej sg spirometria [z wartosciami natezonej objetosci wydechowej pierwszose-
kundowej (FEV,), nasilonej pojemnosci zyciowej (FVC), maksymalnej wentylacji (MVV]],
badanie zdolnosci dyfuzyjnej tlenku wegla (DLCO) oraz badanie gazometryczne krwi
tetniczej. W przypadku watpliwosci wynikajacych z niskich wartosci FEV1 i DLCO lub
watpliwosci kardiologicznych konieczne jest przeprowadzenie oceny Czynnosciowe]
z wykorzystaniem ptucno-sercowego testu wysitkowego z pomiarem VO2max. W przy-
padku leczenia chirurgicznego prawidtowy proces diagnostyczny zamyka zawsze petne
badanie patomorfologiczne (wraz z okresleniem profilu molekularnego raka oraz ozna-
czeniem PD-LI) usunietego nowotworu wraz z okolicznymi weztami chtonnymi sréod-
piersia. Obecnie jest to wymagane z uwagi ha nowe mozliwosci leczenia uzupetniajace-
go, poza chemioterapia, po radykalnej operacji u chorych w stopniach zaawansowania
IB-IHA T B( tylko T3N2 wg 8 edycji klasyfikacji TNM raka ptuca).

Z uwagi na ztozonos¢ catego procesu diagnostycznego, wymagajacego wspotpracy
wielospecjalistycznej, wydaje sig, ze przy dos¢ duzym rozproszeniu i zroznicowaniu sze-
roko rozumianych kompetencji i mozliwosci sprzetowo-kadrowych osrodkéw diagno-
styki i leczenia raka ptuca w Polsce (zaréwno pulmonologicznych, torakochirurgicznych
jak i onkologicznych, z ktérych kazdy powinien dysponowac odpowiednim zapleczem
kadrowym, sprzetowym i diagnostyki badan patomorfologicznych i molekularnych)
préoba wybrania wiasciwej sciezki organizacyjnej w tworzeniu optymalnej strategii dia-
gnostyki i leczenia raka ptuca nadal pozostaje nie lada wyzwaniem. Niewatpliwie nalezy
wziac te czynniki pod uwage w projektach tworzenia Osrodkéw Kompleksowej Diagno-
styki i Leczenia raka ptuca (Lung Cancer Units), ktére powinny spetniac nie tylko wymo-
gi kompleksowego leczenia raka ptuca, ale réwniez (a moze przede wszystkim) szybkiej
i optymalnej diagnostyki pacjentdw z podejrzeniem nowotwordw ptuca.
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Pulmonologia interwencyjna jest podspecjalnoscia, ktéra w ostatnich 10-20 latach wy-
odrebnifa sie z szerszej specjalnosci — pneumonologii (okreslanej takze jako pulmono-
logia). Podstawowa przyczyna wytonienia sie tej podspecjalnosci byt i jest dynamiczny
rozwdj technologii medycznych stwarzajgcych nowe mozliwosci diagnostycznej i tera-
peutycznej interwencji w obrebie uktadu oddechowego. Duza czes¢ nowych technik
jest ukierunkowana na diagnostyke i leczenie nowotwordw klatki piersiowej, w tym
przede wszystkim raka ptuca. Powyzsze zadania naleza wiec do podstawowych obsza-
row dziatania pulmonologii interwencyjnej. Szczegdlne zainteresowania i predyspozy-
Cje czesci pneumonologow zajmujacych sie zarowno diagnostyczna jak i terapeutyczna
interwencja w uktadzie oddechowym skutkujg szybkim poznawaniem nowych technik
i ich wdrazaniem do praktyki klinicznej. Jednoczesnie, ograniczenie liczby specjalistow
przeprowadzajacych niektdre ztozone i zaawansowane procedury pozwala na szybsze
nabycie umiejetnosci, doswiadczenia i odpowiednich kompetencji, co przektada sie na
realna korzysc¢ dla chorych poddawanych tym zabiegom. Jest oczywiste, ze takie za-
biegi nie sg wytaczng domena pulmonologii interwencyjnej, lecz moga byc¢ skutecznie
przeprowadzane takze przez lekarzy innych specjalnosci posiadajgcych odpowiednie
umiejetnosci i doswiadczenie, co w szczegdlnosci dotyczy specjalistow chirurgii klat-
ki piersiowe]. Majac na wzgledzie fakt, ze w przypadku chorych na raka ptuca czas od
pojawienia sie objawdw do rozpoczecia leczenia ma absolutnie kluczowe znaczenie, in-
wazyjna diagnostyka tych chorych powinna charakteryzowac sie odpowiednim zakre-
sem badan, przebiegac wyjatkowo sprawnie i dostarcza¢ wysokiej jakosci materiatow
tkankowych do badan patomorfologicznych i molekularnych. O realizacje powyzszych
zadan nalezy zadbac¢ niezaleznie od tego jaki osrodek lub tez lekarz jakiej specjalnosci
jest zaangazowany w proces diagnostyczny.

Spektrum metod diagnostycznych stosowanych u chorych z podejrzeniem raka ptu-
ca jest bardzo szerokie. Wyboér metody, ktéra ma byc¢ zastosowana w indywidualnym
przypadku zalezy od wielu czynnikdw, m.in. od jej dostepnosci i doswiadczen osrod-
ka, stanu pacjenta i anatomicznej lokalizacji zmian. W kazdym przypadku, podstawa
do planowania badan inwazyjnych powinny by¢ wyniki wczesniej przeprowadzonych
badan obrazowych, w tym badania tomografii komputerowej (TK) i pozytonowej to-
mografii emisyjnej w potaczeniu z tomografia komputerowa (PET-TK). R6zne metody
wykorzystywane do pozyskiwania materiatow biologicznych pozwalajacych na potwier-
dzenie nowotworu i ustalenie stopnia zaawansowania (staging) raka ptuca zestawiono
w Tabeli 1.

Tabela 1. Techniki pozyskiwania materiatdow biologicznych wykorzystywane w diagno-
styce raka ptuca

Badanie cytologiczne plwociny

Bronchoskopia +/- dodatkowe techniki obrazowe (np. EBUS) i nawigacyjne + rézne
techniki biopsyjne

Ezofagogastroskopia +/- dodatkowe techniki obrazowe (np. EUS), + biopsja igtowa

Biopsja igtowa guza ptuca przez sciane klatki piersiowej pod kontrolg TK lub USG

Punkcja optucnej

Biopsja optucnej pod kontrolg TK lub USG

Wideotorakoskopia diagnostyczna

Biopsja aspiracyjna obwodowych weztéw chtonnych pod kontrola USG

Biopsja aspiracyjna ognisk przerzutowych w narzadach pod kontrolg technik obrazo-
wych (TK, USQ)




Dla zapewnienia maksymalnej sprawnosci diagnostyki raka ptuca na poziomie krajo-
wym i regionalnym wazne znaczenie maja zasady kwalifikacji i stosowania wymienio-
nych w Tabeli 1. technik diagnostycznych. Ze wzgledu na ograniczenia w dostepnosci
nalezy dotozy¢ wszelkich staran, aby optymalnie wykorzystywac wyspecjalizowany per-
sonel medyczny i zasoby sprzetowe. Sprowadza sie to m.in. do zaniechania diagnostyki
inwazyjnej u chorych z podejrzeniem raka ptuca bedacych w ztym stanie ogdlnym lub
tez z innych powoddw nie kwalifikujacych sie do leczenia przyczynowego. Podejmowa-
nie diagnostyki w tej grupie chorych nie znajduje merytorycznego uzasadnienia, gdyz
potwierdzenie raka ptuca i okreslenie jego charakterystyki, w tym molekularnej nie nie-
sie za soba dalszych konsekwencji terapeutycznych, a ogranicza dostepnos¢ do dia-
gnostyki tym pacjentom, u ktorych leczenie powinno zosta¢ podjete. Innym dziataniem
ukierunkowanym na zwiekszenie dostepnosci technik diagnostycznych jest zwrdcenie
uwagi na zakres i jakos¢ zabiegdw podejmowanych jako pierwsza linia diagnostyki in-
wazyjnej, ktérych zadaniem jest ustalenie rozpoznania histo/cytopatologicznego i sta-
ging. Nieskuteczne i nie wykorzystujgce petni mozliwosci diagnostycznych zabiegi
skutkuja koniecznosciag podejmowania dodatkowych procedur diagnostycznych u tych
samych chorych, wydtuzajac okres oczekiwania na diagnostyke pozostatych pacjentow.
Zdarza sie rowniez, ze dtugi czas uptywajacy od ustalenia stopnia zaawansowania do
podjecia leczenia stwarza koniecznos¢ powtarzania zabiegéw diagnostycznych bez-
posrednio przed zastosowaniem leczenia. Jest to kolejna przyczyna utrudniajgca do-
step innych pacjentéw do zabiegéw diagnostycznych. Wreszcie, nie do przecenienia
jest podejscie wykorzystujace indywidualng strategie diagnostyczng dla poszczegol-
nych pacjentdow. Pozwala ono nie tylko na zwiekszenie prawdopodobienstwa szybkie-
go ustalenia rozpoznania, ale takze na zminimalizowanie liczby procedur diagnostycz-
nych, co z jednej strony zaoszczedza pacjentom przykrych doznan, a z drugiej pozwala
na przekierowanie tej interwencji na innych pacjentéw oczekujacych na diagnostyke.
Taka strategia stanowi wazny element podejscia rekomendowanego przez American
College of Chest Physicians (ACCP) [1]. Zgodnie z ta strategia, preferowanymi technika-
mi diagnostycznymi u pacjentéw z rakiem ptuca sa te ukierunkowane na najbardzie]
odlegte ogniska przerzutowe stwierdzone w badaniach obrazowych. Dla przyktadu,
u chorych z podejrzeniem raka ptuca i obecnoscia zmian przerzutowych w watrobie,
nalezy w pierwszym rzedzie rozwazyC przezskorna igtowa biopsje ognisk w watrobie,
a nie diagnostyke bronchoskopowa. Uzyskanie wartosciowego materiatu diagnostycz-
nego z ognisk odlegtych pozwala bowiem nie tylko na ustalenie rozpoznania histopato-
logicznego, ale takze potwierdzenie histopatologiczne cechy M1b/Mlc, co w znacznym
stopniu warunkuje dalsze podejscie diagnostyczne i terapeutyczne. Ma to szczegdlne
znaczenie w Polsce, gdy odsetek pacjentdw, u ktdrych rozpoznanie zostaje ustalone
w IV stopniu zaawansowania klinicznego waha sie w zaleznosci od wojewddztwa od
45 do 62% [2, 3]. Podobne postepowanie powinno dotyczy¢ chorych z powiekszeniem
nadobojczykowych weztéw chtonnych, czy tez ptynem w jamie optucnej. Potwierdzenie
stopnia zaawansowania raka ptuca na podstawie biopsji wezta chtonnego, badania ply-
Nnu z optucnej lub biopsji optucnej dowodzi nie tylko typu nowotworu, ale takze, odpo-
wiednio, cechy N3 i Mla stopnia zaawansowania. Pozwala to ograniczy¢ koniecznosé wy-
konywania przynajmniej czesci innych procedur i wykorzysta¢ sprzet oraz wyszkolony
personel do diagnostyki innych pacjentdw. Uzupetnieniem powyzej przedstawionego
pogladu jest koniecznos¢ wyeliminowania szablonowego podejscia diagnostycznego,
wg ktdérego bronchoskopia jest koniecznym do przeprowadzenia zabiegiem u cho-
rych z podejrzeniem raka ptuca. U duzej czesci chorych tak jest, ale nalezy tez wyraznie
stwierdzi¢, ze zgodnie z przyktadami podanymi powyzej, nie wszyscy chorzy wymagaja
diagnostyki bronchoskopowej. Po drugie, bronchoskopia, ktoéra jeszcze przed 20-30 laty
byta zabiegiem stosunkowo jednolitym i wykorzystujacym takie techniki diagnostyczne




jak obrazowanie w swietle biatym, biopsje kleszczykowa, BAL i rzadziej przezoskrzelowa
biopsje weztdw chtonnych srédpiersia, stata sie w okresie ostatnich kilkunastu lat tech-
nika o bardzo duzym zréznicowaniu. Stad bronchoskopia nie powinna by¢ postrzegana
dzis jako jednorodny zabieg, a raczej jako metoda wprowadzenia réznych narzedzi dia-
gnostycznych do dolnych drég oddechowych. Technologie obrazowania i instrumenta-
cji w dolnych drogach oddechowych rozwinety sie tak bardzo, ze dzis samo okreslenie
bronchoskopia w odniesieniu do zabiegu diagnostycznego jest absolutnie niewystar-
Czajace i wymaga uzupetnienia o metody, ktore zostaty zastosowane podczas zabiegu,
np. bronchoskopia z biopsja kleszczykowa i stagingiem weztdw chtonnych z zastosowa-
niem EBUS-TBNA, bronchoskopia z nawigacjg za pomocag fluoroskopii i radialnej sondy
EBUS oraz biopsja transbronchialna.

Waznym i wymagajacym pogtebionej dyskusji zagadnieniem wptywajacym na jakosc
i terminowos¢ diagnostyki inwazyjnej stanowi rodzaj zabiegdw wykonywanych na
pierwszym etapie postepowania. W osrodkach o mnigjszym stopniu wyspecjalizowa-
nia, spektrum stosowanych bronchoskopowych technik diagnostycznych jest stosun-
kowo waskie. Prowadzi to niekiedy do podejmowania zabiegdw bronchoskopowych
przy minimalnym prawdopodobienstwie, iz moga wniesc istotne informacje diagno-
styczne. Nalezy unikac takich sytuacji, i to z co najmnigj kilku powoddw. Narazaja one
pacjenta na stres i dyskomfort, wigza sie z ryzykiem powikfan, moga negatywnie na-
stawiac¢ chorego do kolejnych zabiegow, ale takze wydtuzajg czas do ustalenia rozpo-
znania, bo zwykle przed podjeciem kolejnego zabiegu oczekuje sie na wyniki badan
materiatéow pobranych podczas poprzedniego zabiegu. Co rownie wazne, te rutynowo
wykonywane zabiegi angazuja nie tylko lekarzy klinicystéw, ale takze specjalistow pato-
morfologdéw. Z uwagi na niedobory lekarzy tej specjalnosci skutkujace dtugim okresem
oczekiwania na wyniki badan patomorfologicznych angazowanie ich do oceny czesto
mato wartosciowego materiatu wydaje sie absolutnie nieuzasadnione. Ich praca po-
winna zosta¢ skoncentrowana na ocenie dobrego materiatu tkankowego pobranego
za pomocyg odpowiednich technik diagnostycznych, co pozwolitoby na przyspieszenie
diagnostyki patomorfologicznej.

Problem opdznien w diagnostyce raka ptuca nie dotyczy tylko naszego kraju. Opoz-
nienia sg obserwowane na roéznych etapach postepowania i czes¢ z nich ma charakter
obiektywny (np. brak objawow lub ich pdzne pojawienie sie). Tym niemniej duza czesc
opodznien wynika z niedostatku wyspecjalizowanych kadr medycznych i ograniczen
w dostepnosci do aparatury medycznej. Wedtug analizy 128 badan przeprowadzonej
przez Malalasekera et al. opdznienia na etapie procedur diagnostycznych naleza do
najbardziej istotnych i dotycza okoto 20-30% pacjentdw [4]. Nalezy jednak zauwazyc,
ze opoznienia pojawiaja sie takze na innych etapach, takich jak podstawowa opieka
zdrowotna (od 10 do 25% chorych) i na etapie konsultacji specjalistéw (od 10 do 15%
chorych) [4]. W Polsce, pomimo tego iz karta DiLO narzuca konkretne wymogi, sytuacja
pod tym wzgledem wydaje sie dos¢ zréznicowana. Trzeba pamietac, ze u duzej czesci
chorych diagnostyka inwazyjna jest przeprowadzana poza karta DiLO. Wg standardu
British Thorcic Society (BTS) okres od podjecia decyzji o koniecznosci wykonania bron-
choskopii z powodu podejrzenia raka ptuca do przeprowadzenia zabiegu nie powinien
by¢ diuzszy niz 7 dni. Wydaje sie, ze w Polsce dotrzymanie takiego terminu nalezy do
sytuacji wyjatkowych.

Jeszcze jednym bardzo istotnym tematem z zakresu organizacji sieci placowek zajmu-
jacych sie inwazyjna diagnostyka raka ptuca jest ich wyposazenie w odpowiedniej jako-
Sci aparature. Istnieje pilna potrzeba zakupu i unowoczesnienie bazy sprzetowej wielu




osrodkow diagnostycznych oraz wprowadzenia wewnetrznej kontroli jakosci przepro-
wadzanych zabiegdw. Zakupy nie powinny miec charakteru doraznego, ale zapewniac
mozliwos¢ statego odnawiania i unowoczesniania bazy aparaturowej, a specjalisci po-
winni mie¢ mozliwosé statego podnoszenia umiejetnosci, w tym dostep do centrow
symulacji medycznej dysponujacych odpowiedniej klasy symulatorami bronchoskopo-
Wymi.

Praktyka kliniczna

O skutecznosci pojedynczego zabiegu diagnostycznego u chorych z podejrzeniem
raka ptuca decyduje caty szereg czynnikow. Mozna wsrod nich wyrdéznic te, ktore zaleza
od zespotu diagnostycznego i jakosci posiadanej aparatury oraz inne, na ktére perso-
nel medyczny nie ma wptywu. Powyzszy podziat nie ma charakteru bezwzglednego.
Dla przyktadu, skutecznos¢ diagnostyczna metod inwazyjnych w odniesieniu do ma-
tych guzow, zlokalizowanych w trudno dostepnych obszarach ptuc jest z natury rzeczy
mniejsza niz w przypadku duzych guzéw potozonych w centralnych oskrzelach. Tym
niemniej, zadaniem zespotu diagnostycznego jest wybor takiej metody, ktdra zapewnia
najwieksze mozliwe prawdopodobienstwo uzyskania dobrego jakosciowo materiatu
tkankowego z guza. Czynniki zalezne od zespotu diagnostycznego odgrywaja kluczowa
role dla efektywnosci zabiegu i dotycza wszystkich jego etapow: przygotowania, prze-
prowadzenia zabiegu, oraz zabezpieczenia i pdzniejszej oceny materiatdw biologicz-
nych.

Odpowiednie przygotowanie pacjenta i zespotu odgrywa bardzo istotng role, w znacz-
nym stopniu warunkujaca komfort zabiegu i jego skutecznos¢. W odniesieniu do pa-
cjenta dotyczy to odpowiedniego poinformowania o zabiegu, znieczulenia miejsco-
wego i sedacji podczas zabiegu. Chociaz sama procedura miejscowego znieczulenia
goérnych i dolnych drog oddechowych jest jednym z najwazniejszych czynnikow wywo-
tujacych dyskomfort podczas zabiegu, to jednak staranne przeprowadzenie znieczule-
nia warunkuje lepsza tolerancje samego zabiegu. Skuteczne znieczulenie pozwala zmi-
nimalizowac kaszel podczas zabiegu, ktory jest druga z kolei najwazniejsza przyczyna
dyskomfortu odczuwanego przez pacjentéw. Brak odpowiednigj informacji o zabiegu,
dyskomfort podczas bronchoskopii i powiktania po zabiegu sa niezaleznymi czynnika-
mi wplywajacymi na opinie pacjentdw o uciazliwosci zabiegu [5]. Nie nalezy tego lek-
cewazyc, poniewaz doswiadczenia pacjenta z pierwszego zabiegu diagnostycznego
w znacznym stopniu warunkuja jego akceptacje (lub jej brak) dla kolejnych zabiegow,
nawet jesli sg konieczne z medycznego punktu widzenia [6, 7]. Nie ma przekonujacych
dowoddw na to, aby premedykacja w istotny sposob poprawiata tolerancje zabiegu.
Z tego powodu tez nie zaleca sie rutynowego jej stosowania [8]. W odrdznieniu, sedacja
podczas zabiegu wiaze sie z wiekszym komfortem i lepsza tolerancja. Dlatego stoso-
wanie sedacji podczas zabiegdw jest zalecane u wszystkich chorych, u ktérych nie ma
przeciwwskazan [8].

Bardzo istotna role w przygotowaniu do bronchoskopii odgrywaja wyniki wykonanych
wczesniej badan obrazowych. U wszystkich chorych z podejrzeniem raka ptuca nalezy
przed zabiegiem diagnostycznym wykonac¢ badanie tomografii komputerowej klatki
piersiowe] i nadbrzusza, a wynik tego badania w postaci mozliwych do analizy obra-
zow powinien byc¢ dostepny przed i w trakcie badania [9]. Wyniki badan obrazowych
nalezy wykorzystac¢ do indywidualnego planowania rodzaju zabiegu i technik pobrania
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materiatu, ktére maja by¢ zastosowane. Duze znaczenie w tym wzgledzie ma post-pro-
cessing z wykorzystaniem réznych narzedzi i technik rekonstrukcji obrazu. Sprawne
i skuteczne przeprowadzenie zabiegu jest uwarunkowane doswiadczeniem operatora
i personelu uczestniczacego w zabiegu, dostepnoscia odpowiednich urzadzen i narze-
dzi, a takze dobra wspodtpraca poszczegdlnych cztonkdw zespotu. Wieksze doswiadcze-
nie i umiejetnosci operatora pozwalaja ograniczy¢ dyskomfort pacjenta zwiazany z za-
biegiem [10, 11].

Kazdy typ rutynowo przeprowadzanych zabiegdw charakteryzuje sie okreslonymi za-
letami i ograniczeniami. Wazne jest, aby dobrze zna¢ mozliwosci i ograniczenia zabie-
gow i wykorzystywac te wiedze w praktyce klinicznej. Najbardziej rozpowszechniony
i dostepny typ zabiegu diagnostycznego to wideobronchofiberoskopia. W przypadku
guzdw potozonych w centralnych drogach oddechowych i widocznych w badaniu wi-
deobronchofiberoskopowym zabieg obejmuje zwykle biopsje kleszczykowa. Oczeki-
wana czutos¢ diagnostyczna takiego zabiegu nie powinna by¢ mniejsza niz 85% [9].
Zalezy to w znacznym stopniu od liczby i jakosci bioptatéw. Badania sprzed prawie 40
lat dowiodty, ze jesli bioptaty pobierane sg za pomoca kleszczykow, to optymalna ich
liczba wynosi 5 [12]. Taka sama liczbe bioptatow kleszczykowych rekomenduja autorzy
nowych polskich standardéw organizacyjnych oraz standardoéw postepowania w pato-
morfologii [13]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w chwili obecnej, gdy materiat bronchosko-
powy stuzy nie tylko ocenie histopatologicznej, ale réwniez ocenie molekularnej, poda-
na powyzej liczba moze by¢ zbyt mata. Wynika to z faktu, iz niewielka liczba komadrek
moze by¢ wystarczajaca dla ustalenia rozpoznania raka ptuca, ale zbyt mata dla prze-
prowadzenia dodatkowych badan immunohistochemicznych i molekularnych. Wyka-
zano np., ze sredni odsetek komaorek nowotworowych w bioptatach z duzych oskrzeli
pobranych za pomoca kleszczykdw wynosit 33% [14]. Nowa metoda pobierania biop-
sji — kriobiopsja — umozliwia pobranie wiekszych bioptatéw co moze przektadac sie na
wiekszg skutecznos¢ diagnostyczna [15, 16]. Osrodki dysponujace mozliwoscia kriobiop-
sji powinny wiec umiejetnie z niej korzystac. Nalezy zwrdcic uwage, iz pomimo tego, ze
najwaznigjsze znaczenie w uzyskaniu odpowiedniego materiatu tkankowego z guzow
o lokalizacji centralnej ma biopsja kleszczykowa, to jednoczesne pobranie materiatu za
pomoca innych narzedzi, np. szczotki cytologicznej, igly pozwala zwiekszy¢ czutosce dia-
gnostyczna o kilka-kilkanascie procent [17].

Korzystanie z roznych metod obrazowania i nawigacji znacznie zwieksza skutecznosc
diagnostyki i stagingu raka ptuca. Najwieksze znaczenie w tym wzgledzie ma endo-
bronchosonografia z przezoskrzelowa biopsja igtowa (endobronchial ultrasound
guided transbronchial needle biopsy, EBUS-TBNA). Wykazano m. in., ze jesli podczas
pierwszego zabiegu diagnostycznego stosuje sie EBUS-TBNA, to czutos¢ diagnostycz-
na i stagingu weztéw chtonnych srédpiersia osigga prawie 84%. W przypadkach, gdy
EBUS nie byt stosowany wynosita ona tylko 71,6% [18]. Oznacza to, ze zastosowanie EBUS
podczas pierwszego zabiegu diagnostycznego wigze sie z istotng redukcja odsetka cho-
rych, ktérzy wymagaja kolejnych zabiegdw diagnostycznych. Pozwala to z jednej strony
na skrocenie okresu do podjecia leczenia, a zdrugiej na zmniejszenie obcigzenia osrod-
ka bronchoskopowego powtdrnymi zabiegami i zwiekszenie dostepnosci dla nowych
chorych. Wg standardéw BTS, czutos¢ diagnostyczna EBUS u chorych na raka powinna
wynosic¢ nie mniej niz 88% [9]. Jest to odsetek bardzo wysoki i wskazuje na koniecznosc
dobrego przygotowania zespotu oraz wysokiego poziomu umiejetnosci. Przezprzety-
kowa biopsja weztdw chtonnych srodpiersia z wykorzystaniem endosonografii pozwala
zwiekszy¢ czutos¢ diagnostyczna zabiegow przezoskrzelowych o okoto 12% [19]. Zabieg
nie wymaga dodatkowego endoskopu i moze by¢ przeprowadzony przy zastosowaniu




wideobronchoskopu ultrasonograficznego. W ostatnich latach mozna zauwazy¢ wyraz-
Na zmiane sposobu opracowania materiatu z biopsji transbronchialnej. Patomorfolodzy
preferuja jego przygotowanie w postaci cytoblokéw, a nie rozmazow cytologicznych.
Liczba przygotowywanych rozmazoéw ogranicza sie do 1-2, a niektére osrodki nawet zu-
petnie rezygnuja z ich oceny. Wynika to m.in. z tego, ze niemal wszystkie aspiraty cyto-
logiczne pozyskane za pomocg EBUS-TBNA stanowig wartosciowy materiat do badan
molekularnych i immunohistochemicznych [20,21] a materiat zabezpieczony w postaci
cytoblokéow moze byc¢ wykorzystany w optymalny sposob. Dla pozyskania odpowiedniej
ilosci materiatu zaleca sie co najmnigj 3-krotne pobranie materiatu z poszczegdlnych
stacji weztowych [13].

Wobec dominujgcego typu raka ptuca, ktérym jest obecnie gruczolakorak oraz sto-
sowania skriningu raka ptuca pozwalajacego wykry¢ stosunkowo niewielkie guzy ob-
wodowe szczegolnego znaczenia nabieraja te metody diagnostyczne, ktére moga byc¢
zastosowane do diagnostyki guzéw obwodowych. Nalezg do nich wideobronchosko-
pia z zastosowaniem technik nawigacyjnych oraz biopsja igtowa przez sciane klatki
piersiowe] (TTNA). Obie te metody maja swoje zalety i ograniczenia. Ogdlnie mozna
stwierdzi¢, ze metody bronchoskopowe cechuja sie mniejsza liczba powikian w po-
staci odmy, ale takze nieco mnigjsza skutecznoscia diagnostyczna. TTNA jest wysoce
skuteczna, jednak wigze sie z wiekszym odsetkiem powiktan w postaci odmy. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze doskonalenie technik biopsji przezskdrnej z zastosowaniem do-
datkowych zabiegow (np. wypetnienie kanatu biopsyjnego krwig chorego) pozwala da-
lej ograniczy¢ odsetek odm zwiekszajac bezpieczenstwo metody. Techniki nawigacji
bronchoskopowej sa albo technikami w czasie rzeczywistym, allbo opieraja sie na wy-
znaczeniu oskrzelowego dostepu do guza na podstawie analizy wczesniej wykonanych
badan TK. Do tych pierwszych naleza fluoroskopia, sonda radialna EBUS i nawigacja
elektromagnetyczna (EMN). Metoda opierajaca sie na analizie wczesniej wykonanej TK
ma swoje ograniczenia, ale ma takze zalety, zwtaszcza gdy jest stosowana w potacze-
niu z dodatkowymi technikami nawigacyjnymi w czasie rzeczywistym, np. fluoroskopia
i sonda radialng EBUS [22]. Urzadzenia do nawigacji wewnatrzoskrzelowej sg stosun-
kowo drogie, zarowno jesli chodzi o zakup urzadzenia jak i ich pozniejsza eksploatacje.
Ich dostepnosc w Polsce jest jeszcze ograniczona i doswiadczenie w ich stosowaniu ma
tylko kilka osrodkow.

Za istotny problem diagnostyki inwazyjnej raka ptuca w Polsce nalezy uzna¢ znaczne
rozproszenie osrodkow i zréznicowany poziom wyposazenia oraz kompetencji zespo-
tow wykonujacych procedury diagnostyczne. Ten etap diagnostyki jest w przewazaja-
cej czesci realizowany przez osrodki pulmonologiczne i torakochirurgiczne przy znacz-
nie mnigjszym zaangazowaniu osrodkéw onkologicznych. Wydaje sie to zasadne, bo
rak ptuca wymaga réznicowania z wieloma innymi chorobami ptuc. U czesci chorych
wstepna diagnostyka jest takze przeprowadzana w oddziatach choréb wewnetrznych
dysponujacych pracowniami bronchoskopowymi. Wydaje sie, ze poprawa jakosci za-
biegdéw bronchoskopowych powinna w szczegdlnosci dotyczy¢ tych osrodkdw lub ich
zadania powinny by¢ przejete przez wieksze, wyspecjalizowane osrodki dysponujace
lepszym wyposazeniem i kadra medyczna. Pomimo mozliwosci przeprowadzania cze-
sci diagnostycznych procedur bronchoskopowych w trybie ambulatoryjnym, w skali
kraju odgrywaja one ograniczona role [3]. Jest to spowodowane réznymi czynnikami,
m.in. nieadekwatnym finansowaniem swiadczert ambulatoryjnych, brakiem odrebne-
go finansowania dla procedur patomorfologicznych i niedostatkiem aparatury i sprze-
tu medycznego [3].
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Przedstawione problemy inwazyjnej diagnostyki raka ptuca wskazuja na dziatania, kto-
re powinny zostac¢ podjete dla poprawy sytuacji. Naleza do nich opracowanie i wdroze-
nie standardow postepowania w zakresie réznych zabiegéw diagnostycznych w raku
ptuca, stworzenie finansowych zachet do realizowania szybkiej i skutecznej diagnostyki,
poprawa w zakresie koordynacji dziatan i wspotpracy miedzy osrodkami, a takze opra-
cowanie standardow jakosciowych i mechanizmndw monitorowania jakosci.
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Nowoczesne leczenia
okotooperacyjne raka ptuca
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Leczenie chirurgiczne pacjentdw z rozpoznaniem niedrobnokomaorkowego raka ptuca
(NDRP) jest leczeniem z wyboru we wczesnych stopniach zaawansowania kliniczne-
go, cho¢ ryzyko nawrotu nowotworu na poziomie 40-60% w stopniach zaawansowa-
nia IIA-IIIA (wg 8 edycji klasyfikacji TNM) po leczeniu chirurgicznym nalezy uznac za
bardzo wysokie. Uzupetniajaca konwencjonalna chemioterapia moze poprawi¢ odsetki
5-letnich przezy¢ po radykalnym leczeniu chirurgicznym NDRP o okoto 5% u pacjentow
w stopniach zaawansowania IIA-I1A.

Czas rozpoczecia leczenia uzupetniajacego chemioterapig w ramach kontrolowanych
badan klinicznych okreslany byt na 6-8 tydzien od operacji, cho¢ zaréwno w badaniach
populacyjnych jaki analizach retrospektywnych oceniajgcych wptyw odroczenia che-
mioterapii nawet do 16 tygodni od operacji, pokazuje brak zaleznosci pomiedzy czasem
podania leczenia uzupetniajgcego, a odsetkami przezyc 5-letnich.

Odkrycia ostatniej dekady w zakresie biomarkerow predykcyjnych otwieraja nowe
mozliwosci w leczeniu NDRP. Niewatpliwy sukces zwigzany z zastosowaniem inhibi-
toréw punktdéw kontrolnych uktadu immunologicznego oraz terapii ukierunkowanych
molekularnie w leczeniu miejscowo zaawansowanego i przerzutowego NDRP wymu-
sit probe zastosowania tych terapii przed lub po zabiegu chirurgicznym u pacjentow
z rozpoznaniem NDRP w nizszych stopniach zaawansowania w celu poprawy odsetkdow
5-letnich przezy¢ w pordwnaniu z zastosowaniem chemioterapii w tej grupie chorych.
Wynikiem tego sa randomizowane badania kliniczne (wyniki czesci z nich opublikowa-
ne) o réznej wielkosci i konstrukgji.

Immunoterapia we wczesnym raku ptuca w skojarzeniu z leczeniem chirurgicz-
nym

Znaczacy wptyw na catkowity czas przezycia pacjentow z rozsianym NDRP zwigzany
z zastosowaniem lekdw immunologicznych punktéow kontroli zarowno samodzielnie
Jjak i w skojarzeniu z chemioterapia oraz wyniki zastosowania inhibitora PD-L1 po le-
czeniu pacjentow w Il stopniu zaawansowania po zakonczonej jednoczasowej che-
mioradioterapii NDRP staty sie podstawa do wprowadzenia badan nad zastosowa-
niem immunoterapii po radykalnym leczeniu chirurgicznym. Badanie IMpower010 jest
pierwszym opublikowanym badaniem Il fazy z losowym doborem chorych, ktdre wy-
kazato znaczaca poprawe przezycia wolnego od choroby (disease free survival - DFS)
po zastosowaniu immunoterapii po uzupetniajgcej chemioterapii U chorych po rady-
kalnym chirurgicznym leczeniu NDRP. Chorzy w stopniu zaawansowania lI-IlIA (wg 7
edycji klasyfikacji TNM) po zastosowaniu uzupetniajacej chemioterapii opartej na po-
chodnych platyny, a nastepnie otrzymujacy 16 cykli atezolizumabu, mieli o 34% nizsze
ryzyko nawrotu choroby w poréwnaniu z pacjentami, u ktdrych zastosowano BSC (best
supportive care) po chemioterapii w populacji chorych ze stwierdzong ekspresjg PD-L1
co najmnigj 1%. W catej badanej populacji w stopniu zaawansowania Il-111A odnotowano
rowniez redukcje ryzyka nawrotu choroby na poziomie 21% na korzys¢ pacjentow otrzy-
mujacych atezolizumab. W populacji pacjentéw ITT (intent-to-treat) — stopien zaawan-
sowania IB-IlIA — redukcja ryzyka nawrotu wynosita 19%. Na podstawie wynikow DFS
oraz na podstawie pozytywnych wynikdw publikowanej w 2023 okresowej czesciowe]
analizy przezy¢ catkowitych (overall survival - OS), atezolizumab jest dostepny w Polsce
w leczeniu uzupetniajacym w ramach programu lekowego u chorych w stopniach za-
awansowania lI-I1IIA T 1B (tylko pT3N2MO) wg 8 edycji klasyfikacji TNM po wczesniejszej
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radykalnej resekcji NDRP oraz uzupetniajacej chemioterapii opartej na pochodnych
platyny. Dodatkowym wymogiem jest odsetek komorek nowotworowych z ekspresja
PD-L1= 50% w materiale pooperacyjnym potwierdzony na podstawie zwalidowanego
testu wykonywanego w laboratorium posiadajacym aktualny certyfikat programu kon-
troli jakosci dla danego testu.

Ponadto oczekiwane sa wyniki kolejnych 3 badan Il fazy z losowym doborem cho-
rych z zastosowaniem immunoterapii po radykalnym leczeniu chirurgicznym NDRP
w stopniach zaawansowania IB-IIA (wg 7 edycji klasyfikacji TNM). We wszystkich trzech
badaniach pacjenci sa randomizowani po zakonczeniu chemioterapii uzupetniajacej,
choc jej zastosowanie nie jest (w odréznieniu do badania IMpower010) obligatoryjne.
W dwadch: z zastosowaniem pembrolizumabu (badanie PEARLS/KEYNOTE-091) oraz
z zastosowaniem durvalumabu (badanie BR31), w ramieniu kontrolnym pacjenci otrzy-
muja placebo, a w badaniu z zastosowaniem nivolumalbu (badanie ANVIL); chorzy w ra-
mieniu kontrolnym poddawani sg obserwacji. We wszystkich badaniach punktem kon-
cowym jest czas wolny od choroby (DFS - disease free survival). Po uzyskaniu petnych
wynikéw wszystkich powyzszych badan z zastosowaniem immunoterapii w leczeniu
uzupetniajacym po radykalnej resekcji NDRP, wydaje sie, ze jednak nadal pozostanie
otwartym problem potrzeba ustalenia optymalnego czasu rozpoczecia immunoterapii
po leczeniu operacyjnym i uzupetniajacej chemioterapii oraz czasu trwania leczenia.
Dodatkowym wyzwaniem bedzie okreslenie prognostycznych i/lub predykcyjnych bio-
markerdw w celu personalizacji leczenia z zastosowaniem lekdw immunokompetent-
nych u pacjentdw po radykalnym leczeniu NDRP.

Zastosowanie lekéw immunologicznych punktow kontroli jest rowniez przedmiotem
badan w zakresie leczenia neocadjuwantowego (przedoperacyjnego) U pacjentow roz-
poznaniem NDRP, u ktérych mozliwa jest radykalna resekcja nowotworu. Teoretycz-
ne zalety wynikajace z zastosowania leczenia neoadjuwantowego przed zabiegiem
operacyjnym w NDRP obejmuja m.in.. zmnigjszenie sie guza i przerzutowych weztow
chtonnych srodpiersia (downstaging), zwiekszenie prawdopodobienstwa radykalnej
resekcji, wczesne dziatanie na populacje mikroprzerzutéw i komaorek nowotworowych
krazacych, a takze ocene odpowiedzi komdrkowej na zastosowane leczenie mogace
stanowic¢ czynnik predykcyjny catkowitego przezycia. Wyniki historycznych badan nad
chemioterapia neoadjuwantowa byty niewystarczajace z uwagi na ich wczesniejsze za-
mkniecie w zwiazku z coraz szybciej przybywajacymi pozytywnymi wynikami badan
z chemioterapia adjuwantowa. Niemnigj jednak wyniki metaanalizy 15 badan ran-
domizowanych z zastosowaniem chemioterapii neocadjuwantowe] wykazaty 5% zysk
w odsetkach 5-letnich przezy¢ u chorych poddanych chemioterapii przedoperacyjnej
w stopniach zaawansowania IB-IlIA wobec grupy kontrolnej poddanej leczeniu ope-
racyjnemu, czyli poréwnywalny z zastosowaniem chemioterapii pooperacyjnej. Do-
datkowo w systematycznej analizie retrospektywnej wigczajacej 10 000 pacjentdw nie
stwierdzono réznic znamiennie statystycznych w przezyciach pomiedzy pacjentami
poddanymi chemioterapii przedoperacyjnej i pooperacyjnej. Trzeba jednak dodag, ze
w badaniu NATCH, jedynym jak dotychczas, randomizowanym prospektywnym bada-
niu bezposrednio poréwnujacym chemioterapie przedoperacyjna z pooperacyjna nie
odnotowano réoznic w odsetkach przezy¢ zaréwno miedzy oboma grupami, ale rowniez
pomiedzy nimi a trzecia grupa poddang tylko leczeniu chirurgicznemu, cho¢ ponad
75% pacjentdow wiaczonych do badania byto w | stopniu zaawansowania, co mogto we-
dtug samych autoréw miec wptyw na wyniki korncowe. Jednoczesnie zaobserwowano
blisko 30% réznice na korzys¢ chemioterapii przedoperacyjnej wobec pooperacyjne;
w liczbie pacjentow otrzymujacych wszystkie dawki zaplanowanej chemioterapii. Taka




obserwacja wspiera sugestie wielu badaczy twierdzacych, ze pacjenci moga lepigj tole-
rowac leczenie przedoperacyjne niz pooperacyjne jednak obecny stan wiedzy impliku-
je fakt, ze chemioterapia przedoperacyjna nie jest standardem, a w praktyce klinicznej
poza badaniami randomizowanymi ograniczona jest jedynie do chorych granicznie re-
sekcyjnych, w wyzszych stopniach zaawansowania (z kliniczng cecha N2). Zastosowanie
immunoterapii przedoperacyjnej u pacjentéw kwalifikowanych do radykalnej resekcji
NDRP moze teoretycznie zmieni¢ obecne standardy leczenia, cho¢ zaprojektowanie
badan bezposrednio porownujacych immunoterapie adjuwantowg z neocadjuwanto-
wa, wydaje sie trudne do zaprojektowania. Poza przedstawionymi powyzej teoretycz-
nymi czynnikami podobnymi jak dla chemioterapii neoajuwantowej przemawiajacymi
na korzysc leczenia przedoperacyjnego dochodzi jeszcze fakt, ze z uwagi na dos¢ duza
ilos¢ endogennego antygenu nowotworowego, przy wyzszej prezentacji dla limfocytow
T specyficznych dla nowotworu, dochodzi do trwania specyficznej odpowiedzi immu-
nologicznej rowniez po resekcji guza. Dodatkowym czynnikiem przemawiajacym za
immunoterapia przedoperacyjna jest mozliwos¢ oceny odpowiedzi na leczenie w wy-
cietym materiale, co moze by¢ dodatkowym czynnikiem prognostycznym dla przezy-
cia i pomadc w dalszych strategiach leczenia. W badaniu Forde i wsp. u 21 pacjentow
w stopniu zaawansowania I-IlIA zastosowano przedoperacyjnie nivolumab w dwodch
cyklach z nastepowa operacja. Leczenie byto dobrze tolerowane, odnotowano jedynie
23% odsetek zdarzen niepozadanych (wiekszos¢ w stopniu 1i 2, tylko jeden w stopniu 3),
ktore pozostaty bez wptywu na czas zaplanowanego leczenia chirurgicznego. Resekcje
radykalna wykonano u 20 chorych odnotowujac 45% odsetek MPR (major pathologi-
cal response) i 15% odsetek pCR (pathological completely response) oraz 40% odsetek
downstagingu w badaniu histopatologicznym pooperacyjnym. Takze w innych bada-
niach Il fazy z innymi inhibitorami punktéw kontrolnych prezentowanymi w stresz-
czeniach konferencyjnych zaréwno w monoterapii jak i w skojarzeniu z chemioterapia
stwierdzono dobra tolerancje leczenia przy bardzo dobrym odsetku odpowiedzi pato-
logicznej. Wedtug niektorych badaczy efekt radiologiczny zmnigjszenia sie masy nowo-
tworu (guza | weztdw chtonnych) moze byc¢ tatwiejszy do osiggniecia przy zastosowa-
Nniu immunoterapii wobec chemioterapii przy mniejszym ryzyku toksycznosci leczenia
przedoperacyjnego oraz mniejszym ryzyku powiktan chirurgicznych zwigzanych z ope-
racja i wiekszym prawdopodobienstwem wykonania radykalnej resekcji. Potwierdzaja
to, wraz z efektem zmniejszenia odsetka EFS (event free survival) w grupach chorych,
u ktérych zastosowano immunochemioterapie wobec chemioterapii przedoperacyj-
nej, wyniki zaplanowanych analiz posrednich trzech badan Il fazy z losowym dobo-
rem chorych — CheckMate 816, AEGEAN oraz KEYNOTE-671. W pierwszym w potacze-
niu z chemioterapiag oparta na pochodnych platyny zastosowano nivolumab, w drugim
durvalumab, a w trzecim pembrolizumab. W badaniu AEGEAN pacjenci otrzymujacy
przedoperacyjnie durvalumab otrzymywali go réwniez pooperacyjnie przez 48 tygodni
(12 cykli co 4 tygodnie), a w badaniu KEYNOTE, pembrolizumab przez 39 tygodni (13
cykli co 3 tygodnie). Ponadto w badaniach tych stwierdzono znaczgco wyzsze odsetki
PCR w materiale pooperacyjnym przy zastosowaniu immunochemioterapii przedope-
racyjnej w porownaniu z chemioterapia.

Czes¢ z badan |l fazy z zastosowaniem immunoterapii w monoterapii jak i chemioim-
munoterapii jest nadal prowadzonych, podobnie jak badania Il fazy poréwnujace le-
czenie przedoperacyjnie chemioterapia z chemioimmunoterapia (w ktérych punktami
koncowymi sg EFS lub/i OS), czes¢ z nich z zastosowaniem leczenia immunoterapia
jako terapii typu maintenance po leczeniu chirurgicznym. Podkreslenia wymaga fakt,
ze wszystkie prowadzone badania dotyczg, bez wzgledu na stopiern zaawansowania,
resekcyjnego raka ptuca, czyli sa to pacjenci, u ktérych przewidywany zakres resekcji
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zaktada leczenie radykalne réwniez bez zastosowania leczenia przedoperacyjnego.
Wazna kwestig, po potencjalnym zakonczeniu sukcesem prowadzonych badan Il fazy
pozostanie zastosowanie odpowiedniej techniki obrazowania zastosowanej do oceny
odpowiedzi na leczenie, lepiej korelujace z uzyskang patologiczna odpowiedzig niz kla-
syczne kryteria RECIST 11 dla tomografii komputerowej. Takze okreslenie optymalne-
go czasu na leczenie operacyjne po zakonczeniu przedoperacyjnej immunoterapii lub
chemioimmunoterapii w zwigzku z potencjalng toksycznoscig oraz maksymalny czas
Jjaki moze uptynac od zastosowanego leczenia chirurgicznego w zwigzku z planowana
immunoterapia pooperacyjna w przypadku terapii maintenance bedzie ona kolejnym
elementem wymagajacym standaryzacji postepowania. Prawdopodobnie waznym
z punktu widzenia odpowiedzi na leczenie i toksycznosci leczenia bedzie identyfikacja
i ocena czynnikow predykcyjnych i prognostycznych pozwalajgacych na wybdr odpo-
wiedniej dla okreslonego pacjenta (personalizacja leczenia) metody leczenia neoad-
juwantowego (chemioterapia wobec immunoterapii wobec immunoterapia).

Do potencjalnych zagrozen zwigzanych z zastosowaniem przedoperacyjnym immuno-
terapii naleza podobnie jak przy neoadjuwantowej chemioterapii ryzyko progresji cho-
roby oraz specyficznie dla immunoterapii wystapienie zdarzen niepozadanych pocho-
dzenia immunologicznego (irAEs — immune-related adverse events) prowadzace do
opdznienia lub zaniechania leczenia operacyjnego. Immunoterapia przedoperacyjna
moze rowniez prowadzi¢ do wystapienia ciezkich irAEs po wykonaniu resekgji, ktére
nalezy réznicowac z typowymi powiktaniami pooperacyjnymi.

W Polsce w chwili obecnej nie ma mozliwosci zastosowania przedoperacyjnej immu-
noterapii lub chemioimmunoterapii poza prowadzonymi badaniami klinicznymi, a wg
zalecern NCCN (National Comprehenive Cancer Network) moze by¢ ona rozwazana
przy zastosowaniu niwolumabu lub pembrolizumabu w potaczeniu z chemioterapia
dwulekowa oparta na pochodnych platyny u chorych z resekcyjnym NDRP w stopniu
zaawansowania lIA-IIB (tylko TAN2MO) wg 8 edycji klasyfikacji TNM.

Leczenie ukierunkowane molekularnie w skojarzeniu z leczeniem chirurgicznym

Wprowadzenie terapii ukierunkowanych molekularnie do standardu leczenia chorych
z rozpoznaniem NDRP, ktorzy sa poza mozliwosciami leczenia radykalnego znacznie
poprawito czas przezycia pacjentdw z okreslonymi zaburzeniami molekularnymi. Fakt
ten wraz z ograniczonymi mozliwosciami poprawy odsetkow przezy¢ wynikajacych
7 zastosowania okotooperacyjnej chemioterapii byty przyczyna podjecia badan z zasto-
sowaniem terapii ukierunkowanych molekularnie w okresie okotooperacyjnym u pa-
cjentdw w nizszych stopniach zaawansowania poddawanych radykalnemu leczeniu
operacyjnemu. Po niejednoznacznych wynikach z zastosowaniem gefinitibu w zakre-
sie roznic w DFS i OS w badaniach ADJUVANT i IMPACT niewatpliwym przetomem
staty sie wyniki badania ADAURA. W badaniu tym wykazano istotng poprawe zaréwno
w zakresie DFS jak i OS w grupie pacjentdow po radykalnej resekcji NDRP w stopniach
zaawansowania IB-IlIA z mutacja w genie EGFR otrzymujacych pooperacyjnie osimer-
tinib maksymalnie przez 3 lata lub do momentu nawrotu nowotworu. Osimertinib stat
sie pierwszym zarejestrowanym lekiem w ramach terapii ukierunkowanych molekular-
nie w leczeniu uzupetniajacym pacjentdw po radykalnej resekcji NDRP z obecnoscia
mutacji aktywujacej w genie EGFR z delecjg w eksonie 19 lub substytucja w eksonie 21.
Rowniez w Polsce jest on dostepny w ramach programu lekowego dla pacjentow po ra-




dykalnej resekcji NDRP w stopniach zaawansowania IB-IIl wg 8 edycji klasyfikacji TNM
z obecnoscia w/w zaburzen w genie EGFR potwierdzong zwalidowanym testem wyko-
nywanym w laboratorium posiadajacym aktualny certyfikat programu kontroli jakosci
dla danego testu. Lek moze byc¢ stosowany niezaleznie od zastosowania chemioterapii
uzupetniajacej.

W trakcie Kongresu ESMO 2023 przedstawiono wyniki pierwotnie planowanej tym-
czasowej analizy badania ALINA, w ktorej stwierdzono istotng poprawe w zakresie DFS
w grupie pacjentdw po radykalnym leczeniu operacyjnym w stopniach zaawansowania
IB-IIIA ze stwierdzong rearanzacja w genie ALK otrzymujacych pooperacyjnie alektinib
w porownaniu z grupa kontrolna otrzymujaca chemioterapie oparta na pochodnych
platyny. Po akceptacji FDA (spodziewana w potowie 2024 roku) alektinib moze stac sie
kolejna opcja leczenia uzupetniajacego ukierunkowanego molekularnie (w tym przy-
padku chorych ALK+) we wczesnym NDRP po radykalnym leczeniu chirurgicznym.

Obecnie trwaja rowniez inne badania w zakresie zastosowania leczenia ukierunkowa-
nego molekularnie w tych i innych znanych zaburzeniach molekularnych. Podobnie
w trakcie rekrutacji sg rowniez badania z zastosowaniem przedoperacyjnym (neoad-
juwantowym) lekéw ukierunkowanych molekularnie we wczesnym resekcyjnym NDRP,
choc¢ na ich wyniki bedziemy musieli poczekac¢ prawdopodobnie jeszcze kilka lat.

Podsumowujac, w chwili obecnej otwarte sg nowe mozliwosci leczenia uzupetniajace-
go po radykalnym operacyjnym leczeniu NDRP, ktdre istotnie moga wptynac na po-
prawe wynikow leczenia chirurgicznego. Nalezy je zgodnie z aktualizacjami obecnych
standardow postepowania zawsze rozwazac jako opcje terapeutyczne w okreslonych
populacjach pacjentdw po zakonczonym radykalnym leczeniu operacyjnym. Stwarza
to réwniez koniecznos¢ rozszerzenia diagnostyki patomorfologicznej pooperacyjne;
0 badania okreslonych biomarkerow predykcyjnych, co stanowi dodatkowy element
decydujacy o optymalnym leczeniu. W zakresie leczenia neoadjuwantowego, do czasu
uzyskania pozytywnych wynikéw trwajgcych badan, chemioterapia pozostaje obecnie
jedyna opcja leczenia przedoperacyjnego poza badaniami klinicznymi. Dodatkowo,
kolejnymi wyzwaniami wydaja sie byc¢: okreslenie optymalnego czasu trwania leczenia
przed- i pooperacyjnego, okreslenie optymalnych biomarkeréw predykcyjnych i pro-
gnostycznych, poréwnanie w zaleznosci od stopnia zaawansowania leczenia przedope-
racyjnego z pooperacyjnym, a w rezultacie poréwnanie zastosowania chirurgii wobec
radykalnej radioterapii u pacjentdw, u ktérych istnieje mozliwos¢ resekcji radykalnej
w skojarzeniu z immunoterapia lub chemioimmunoterapia.
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Stale zwiekszajaca sie liczba wykrywanych guzkow ptuc, zarowno dzieki dostepnosci
badan przesiewowych w kierunku raka ptuca oraz wykrytych przypadkowo w przebie-
gu innych badan radiologicznych (np. angio-CT naczyn wiencowych) wymusita poszu-
kiwanie nowych narzedzi diagnostycznych, ktore pozwalajg réznicowac ich charakter.
W populacji ogdlnej zmiany o typie pojedynczego guzka ptuca (SPN) sa stwierdzane
w przypadku 0,2% radiogramaow i 13% tomografii klatki piersiowej. W populacji podda-
wanej screeningowi w kierunku raka ptuca odsetek pozytywnych wynikow niskodaw-
kowej tomografii komputerowej klatki piersiowej (LDCT) siega do 33% (1). Jezeli istnieja
jednoczesnie inne czynniki ryzyka niz nikotynizm, to odsetek badan, na podstawie kto-
rych rozpoznaje sie obecnosc SPN przekracza 50%. Znaczacym utrudnieniem w czasie
przeprowadzania diagnostyki réznicowej jest fakt, ze ponad 60% zmian o typie SPN
lokalizuje sie obwodowo, co wyraznie ogranicza wykorzystanie technik wideobron-
choskopowych, a ich skutecznosc diagnostyczna nie przekracza 14% [1].

Najczescie] wykorzystywana matoinwazyjna technika w diagnostyce réznicowej zmian
obwodowych ptuca jest biopsja przezklatkowa pod kontrolg tomografii komputerowe]
(CT-TTNA; Computed Tomography Guided Transthoracic Needle Aspiration). Skutecz-
nosc diagnostyczna tej metody siega nawet 92%. Podobng skutecznoscia charaktery-
zuje sie badanie TTNA pod kontrolg USG - w przypadku zmian zlokalizowanych bez-
posrednio pod optucna. Pomimo tak imponujacych wynikéw TTNA charakteryzuje sie
wysokim odsetkiem powiktan, z ktorych najczestszym jest odma optucnowa (do 40%
zabiegow). Ponadto zastosowanie TTNA jest ograniczone w przypadku zmian zlokalizo-
wanych tuz nad przepona (zmieniajace sie potozenie celu wraz z przemieszczaniem sie
przepony w trakcie oddychania), w poblizu struktur naczyniowych wnek lub zmian po-
tozonych za topatka. Do czynnikéw istotnie limitujacych zastosowanie TTNA zaliczamy
rowniez przewlekia obturacyjna chorobe ptuc z nasilong rozedma oraz wystepowanie
licznych lub obustronnych guzkoéw ptuc (zwiekszajace sie ryzyko odmy wraz z kazdym
naktuciem) [2].

Powyzsze wprowadzenie stanowi dowod przemawiajacy za koniecznoscig poszukiwa-
nia nowych narzedzi, ktére pozwalaja na rownie efektywna, ale jednoczesnie bardziej
bezpieczng forme diagnostyki guzkéw ptuc. Postep w domenie cyfrowej pozwala na
dynamiczny rozwdj medycyny. W ten sposédb technologia, ktéra pierwotnie miata za za-
danie sledzenie rak 0s6b grajacych w gry komputerowe, stata sie zalazkiem dla elektro-
magnetycznej nawigacji bronchoskopowej (ENB; Electromagnetic Navigation Bron-
choscopy). Pierwsze badanie kliniczne na temat skutecznosci ENB na cztowieku zostato
opublikowane w 2006 r. Procedurze zostato poddanych 13 pacjentéw, a skutecznosé
diagnostyczna wyniosta 69% [3]. Wytyczne American College of Chest Physicians juz
w 2013 r. wskazywaty na koniecznos¢ wykorzystywania mozliwie najmniej inwazyjnej
metody oceny podejrzanych guzkow ptuc —w przypadku zmian obwodowych zalecana
technika jest ENB [4]. Dotyczy to przede wszystkim zmian o srednicy > 8 mm. Mnigjsze
zmiany zgodnie z réznymi algorytmami diagnostycznymi na poczatku moga byc¢ pod-
dawane wnikliwej obserwacji albo w ogdle jej nie wymagac.

Na przestrzeni 18 lat na rynek wprowadzono rézne platformy do bronchonawigacji.
Warto w tym miejscu wspomniec¢ o systemach do wirtualnej bronchonawigacji (VNB;
Virtual Navigation Bronchoscopy), ktére wykorzystujg ultracienkie bronchoskopy
(srednica zewnetrzna < 3 mm) jako narzedzia stuzace dotarciu do zmiany. Dostepne
s3 badania poréwnujace wydajnos¢ diagnostyczng obydwu platform. Wynika z nich,
ze niezaleznie od tego, czy zmiana jest drenowana przez oskrzele czy nie, wyzsza sku-
tecznoscig diagnostyczna charakteryzuja sie systemy typu ENB w poréwnaniu do VNB
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(odpowiednio 81,0% wobec 60,0% i 40,5% wobec. 13,3%) [5]. Nasza dyskusje ograniczmy
do systemu, ktory jest najlepiej opisana przez niezaleznych badaczy platforma do bron-
chonawigacji, jednoczesnie platforma, w ktérg wyposazona jest nasza pracownia en-
doskopii uktadu oddechowego. Mowa tu o systemie do niedawna znanym pod nazwa
SuperDimension, a od najnowszej generacji pod nazwa Illumisite (Medtronic, Minne-
apolis, MN, USA). Wraz ze zmiang nazwy dodano m.in. funkcje korekty zjawiska rozbiez-
nosci lokalizacji zmiany na tomografii i na zywym pacjencie (CT-to-body divergence)
dzieki zastosowaniu tomosyntezy obrazéw uzyskiwanych podczas fluoroskopii.

Podstawowym warunkiem umozliwiajacym przeprowadzenie procedury ENB jest po-
siadanie plikdw DICOM z zapisem spiralnej tomografii komputerowej klatki piersiowe;j
w fazie bez kontrastu, ktéra spetnia odpowiednie standardy jakosci: badanie powinno
by¢ pozbawione artefaktow oddechowych — optymalnie wykonane na tomografie co
najmniej 64 rzedowym, co pozwala na skrécenie do minimum czasu akwizycji obrazow
a grubosc¢ warstwy nie powinna przekraczac 1,25 mm, same warstwy powinny naktadac
sie 0 20%. Umozliwi to stworzenie wirtualnego drzewa oskrzelowego, ktorego model
bedzie wykorzystany niczym mapa drogowa pozwalajaca zaplanowac Sciezke dotar-
cia do miejsca docelowego. Jest to szczegdlnie wazne po wklinowaniu bronchoskopu
i utracie mozliwosci kontynuacji eksploracji drzewa oskrzelowego pod kontrola wzroku
— wowczas oprogramowanie komputerowe i czujniki elektromagnetyczne pozwalaja
na kontynuacje nawigacji w trybie rzeczywistosci wirtualnej. Powyzej przedstawione
wymagania odnosnie do tomografii klatki piersiowej nie oznaczaja koniecznosci po-
wtarzania badania przed procedurg ENB - jezeli badanie nie jest starsze niz miesiac,
spetnia przedstawione wymagania jakosciowe (standardowe w wiekszosci osrodkow
wykonujacych CT), a pacjent nie przechodzit w tym czasie innych interwencji zabie-
gowych w zakresie klatki piersiowej to z powodzeniem mozemy wykorzystac taki ma-
teriat zrodtowy. Nalezy jednak pamietac, ze do 7% pacjentdw doznaje spontanicznej
rezolucji lub regresji zmian bedacych powodem skierowania na procedure ENB, jezeli
badanie tomograficzne zostanie powtérzone bezposrednio przed zabiegiem. Pozwala
to w przypadku powtdrzenia badania uniknac u czesci pacjentow niepotrzebnego na-
razenia na procedure [6].

Zabieg ENB wymaga odpowiedniego zaplecza lokalowego — sala zabiegowa musi spet-
nia¢ standard bloku operacyjnego oraz by¢ wyposazona ochrone radiologiczng po-

mieszczen przylegtych. Nalezy tez pamietac o zabezpieczeniu wolnego miejsca dla:

» Personelu (operator, asysta, anestezjolog, pielegniarka anestezjologiczna,
pielegniarka instrumentujaca, technik RTG)

» Konsoli do nawigacji

» Wiezy bronchoskopowej (wraz z rEBUS)
» Ramienia C z konsolg sterownicza

» Aparatu do znieczulen

» Stotu operacyjnego z karbonowym blatem (zupetna przeziernosc dla
promieniowania X)

» Dodatkowej aparatury (np. do kriobiops;ji)




Obecnos¢ aparatu do znieczulen nie oznacza, ze kazdy zabieg ENB wymaga ztozonego
znieczulenia ogodlnego. Zabiegi implantacji znacznikéw na przyktad na potrzeby radio-
terapii stereotaktycznej moga byc¢ przeprowadzane w gtebokiej sedacji. Aparat do znie-
czulen stanowi tu jednak niezbedne zabezpieczenie na wypadek powiktan anestezjo-
logicznych. W przypadku pozostatych procedur wymagana precyzja oraz spodziewany
czas trwania zabiegu wymagaja nie tylko znieczulenia, ale i zwiotczenia pacjenta celem
zniesienia odruchu kaszlowego.

Rycina 1. Przyktadowa konfiguracja sali zabiegowej (materiat wiasny).

Do przeprowadzenia procedury ENB potrzeba przynajmniej standardowego wide-
obronchoskopu z kanatem roboczym o $rednicy 22,8 mm, generatora elektromagne-
tycznego (ptyta umieszczana pod plecami pacjenta generujgca state pole elektroma-
gnetyczne o czestotliwosci 30 kHz) wraz z czujnikami (elektrody naklejane na skore
pacjenta) oraz konsoli z oprogramowaniem komputerowym umozliwiajgcym synteze
W czasie rzeczywistym obrazow CT klatki piersiowej pacjenta z pozycja czujnika (LG;
locatable guide) znajdujacego sie na koncu cewnika stanowigcego przediuzony kanat
roboczy (EWC, extended working channel) bronchoskopu. LG jest prowadzony przez
drzewo oskrzelowe do zmiany chorobowej. Dzieki temu, ze srednica EWC jest bardzo
mata mozemy siegac az do zmian zlokalizowanych pod optucna. Wspdtczesne urza-
dzenia pozwalaja dodatkowo na fuzje obrazéw uzyskiwanych z sondy radialnej (rEBUS)
i wczesniej wspomnianej fluoroskopii. Pozwala to osiggac skutecznos¢ diagnostyczna
przekraczajaca 80%. Zastosowanie fluoroskopii dodatkowo pomaga zwiekszy¢ bezpie-
czenstwo zabiegu poprzez monitorowanie na zywo potozenia narzedzi biopsyjnych.
W zaleznosci od lokalizacji zmiany, jej wielkosci i tego czy jest ona drenowana przez
oskrzele, poprzez EWC mozemy wprowadzi¢ igte biopsyjna w rozmiarze 18 lub 21G,
kleszczyki biopsyjne, szczoteczki cytologiczne, a takze kriosonde. W naszej pracowni
staramy sie pobierac w czasie procedury ENB materiat roznymi dostepnymi narzedzia-
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mi. Szczegodlne zalety wydaje sie mie¢ kriosonda o srednicy 1,1 mm. Tak maty rozmiar
powoduje, ze EWC nie ulega odksztatceniu w swoim dystalnym odcinku, co czesto ma
miejsce przy stosowaniu narzedzi o wiekszym kalibrze i jest doskonale znanym pro-
blemem kazdego endoskopisty. Jednoczesnie przedtuzony do 12 sekund czas aplikacji
pozwala uzyskiwac kriobioptaty poréwnywalne rozmiarem do tych uzyskiwanych przy
pomocy sond o Srednicy 2,4 mm. Przy krotszych czasach aplikacji mozemy uzyskiwac
kriobioptaty dajace sie ewakuowac przez EWC, dzieki czemu nie ma potrzeby renawi-
gowania sie do zmiany oraz uzyskujemy potencjalnie lepsza mozliwosc kontroli ewen-
tualnego krwawienia.

Rycina 2 i 3. Zmiana bedaca celem diagnostycznym wraz z zaplanowana droga dojscia
(materiat wiasny)

Step 1: Edit Target Details
Click and drag the handies on the target siing tool 1o define the target shape and sire. Orag the target 10 the desired position
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Rycina 4. Kriobioptat pobrany przy uzyciu sondy o srednicy 11 mm (materiat wiasny)

Diagnostyka onkologiczna to tylko jedno z wielu mozliwych zastosowan ENB. Z powo-
dzeniem mozemy wykorzystywac¢ ENB do prowadzenia diagnostyki mikrobiologicznej
Nnp. poprzez naktucie igta biopsyjna jamy, w ktdrej uwidoczniono wzrost struktury odpo-
wiadajacej aspergillomie. Uzyskujemy wdwczas unikalna mozliwos¢ pobrania materia-
tu bezposrednio z miejsca, w ktdérym toczy sie proces chorobowy. Mam tez mozliwosc
przestania elementow tkankowych przez ktdre wprowadzana byta igta do dalszej histo-
patologicznej diagnostyki réznicowej [7].

Wspomniana wczesniej implantacja znacznikdw rowniez wpisuje sie doskonale w spek-
trum mozliwosci procedury ENB. Nalezy dodac, ze w gre wchodzi nie tylko implantacja
markerow do radioterapii, ale rowniez markerow nasaczonych zielenig indocyjaninowa,
np. w celu zwiekszenia precyzji torakochirurga w trakcie oszczedzajgcych zabiegow nie-
anatomicznych resekcji fragmentow ptuca — tzw. resekcji klinowych [8].

Ostateczenie ENB jest rowniez forma diagnostyki zmian srodmigzszowych ptuc, szcze-
golnie na poczatkowym ich etapie. Mozemy dzieki temu pobierac kriobioptaty z miejsc
zmienionych chorobowo w sposéb celowany. Dzieki temu mozna uniknac¢ powikian
Zwigzanych z zaostrzeniem choroby srodmigzszowej u pacjentdw z juz rozwinieta nie-
wydolnoscig oddechowa w jej przebiegu.

Finalnie ENB stanie sie procedura lecznicza, a nie tylko diagnostyczna. Juz sie to dzie-
jeprzeprowadzane sg miedzy innymi zabiegi ablacji pecherzy rozedmowych przy po-
mocy przegrzanej pary wodnej (BTVA; Bronchoscopic Thermal Vapor Ablation) oraz
ablacji guzkéw ptuc przy uzyciu pradu o czestotliwosci radiowe] (RFA, Radiofrequen-
cy Ablation) lub mikrofalowej (MWA,; Microwave Ablation) [9, 10]. Musimy pamietac, ze
druga z tych procedur (ablacja) jest w fazie badan klinicznych i oferowana jest na razie
pacjentom, u ktérych istnieja przeciwwskazania do operacji lub radioterapii stereotak-
tycznej, albo pacjenci ci nie zgadzaja sie na wykonanie zabiegdw przy pomocy wymie-
nionych wyzej metod. Przeprowadzanie takich procedur jak ablacja mikrofalowa (MWA:
Microwave Ablation) wymaga absolutnej pewnosci, ze wykorzystywane narzedzie jest
potozone wewnatrz zmiany bedacej celem. Jest to mozliwe, ale wymaga dalszego do-
posazenia pracowni zabiegowej. W takich przypadkach wymagane jest wykorzystanie
tomografu stozkowego (CBCT,; cone-beam CT) — tylko takie narzedzie pozwala precyzyj-
nie lokalizowac zmiany, w tym te o typie matowej szyby (GCGO) i potwierdzac potozenie
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narzedzi w ich wnetrzu. W realiach nie tylko polskich, ale i swiatowych duza bariera
dla wykorzystywania CBCT w trakcie zabiegdw z zakresu pulmonologii interwencyjnej
pozostaje wysoka cena zakupu urzadzenia, jego realna dostepnoscé na rynku i stosun-
kowo waskie w chwili obecnej okno zastosowan —to wszystko razem nie usprawiedliwia
niezbednych do podjecia decyzji ekonomicznych wiazacych sie z zakupem CBCT na
potrzeby pracowni pulmonologii interwencyjne;.

W chwili obecnej Ptatnik nie refunduje zabiegéw ENB. Zgodnie z wiedza autoréw trwa-
Jja w tym zakresie prace, ale nie jest znany termin wdrozenia tego produktu do koszyka
Swiadczen ani jego ostateczna wycena. Chcac rozliczy¢ chociaz czesc kosztow zwigza-
nych z wykonywaniem procedury ENB mozna kwalifikowac zabieg jako bronchoskopie
interwencyjna lub przezoskrzelowa biopsje ptuca pod kontrola USG, jezeli wykorzystu-
jemy sonde rEBUS.

Podsumowujac, technologia ENB jest atrakcyjna sciezka rozwoju pulmonologii inter-
wencyjnej. Pozwala ona nie tylko precyzyjnie diagnozowac przypadkowo wykryte zmia-
ny guzkowe ptuc, ale w wybranych sytuacjach leczy¢ pacjentdéw, szczegdlnie tych, kto-
rym z uwagi na obcigzenia chorobowe nie mozemy zaproponowac innych form terapii.
Na uwage zastuguje fakt, ze diagnostyka najczesciej odbywa sie jeszcze przed wysta-
pieniem pierwszych objawow, co w przypadku raka ptuca oznacza diagnostyke w | lub
Il stopniu zaawansowania, zwiekszajac przez to szanse na leczenie radykalne pacjenta.
Warto podkresli¢, ze procedury ENB moga by¢ wykonywane przez odpowiednio wy-
kwalifikowanych pulmonologdw, co pozwala odcigzyc specjalistow chirurgii klatki pier-
siowej, ktorzy dzieki temu moga pozostac skoncentrowani na wykonywaniu zabiegow
leczniczych. Majac swiadomos¢ deficytu przedstawicieli tej dziedziny medycyny oraz
dostrzegajac mozliwosc skrocenia kolejek oczekujacych na przyjecie do oddziatow to-
rakochirurgii, dalsze upowszechnianie dostepu do bronchonawigacji wydaje sie pozo-
stawac zywotnym interesem pacjentdw, lekarzy i menedzerdw opieki zdrowotne;.
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Diagnostyka patomorfologiczna odgrywa kluczowa role w rozpoznaniu raka ptuca.
Precyzyjna ocena materiatu tkankowego umozliwia nie tylko postawienie rozpoznania,
okreslenie typu histologicznego i zaawansowania nowotworu, ale takze prognozowanie
odpowiedzi terapeutycznej i personalizacje terapii oparta na identyfikacji celéw tera-
peutycznych. Nieustanny rozwdj i zwiekszenie dostepnosci metod diagnostyki moleku-
larnej umozliwity ich zastosowanie w rutynowej praktyce klinicznej oraz dobor terapii
W oparciu o jej przewidywang skutecznosc.

Algorytm diagnostyczny raka ptuca uwzglednia pierwotng ocene patomorfologiczna,
ktora pozwala na prawidtowe sklasyfikowanie wiekszosci przypadkow raka ptuca. Bar-
wienia immunohistochemiczne oraz badania z zakresu biologii molekularnej umozli-
wiajg doprecyzowanie rozpoznania oraz kwalifikacje pacjenta do terapii ukierunkowa-
nej molekularnie. Jakos¢ przygotowania materiatu biologicznego, czas do postawienia
rozpoznania oraz jego kompleksowos¢ maja fundamentalne znaczenie dla modelu
holistycznej opieki nad chorymi na raka ptuca, realizowanego w osrodkach typu Lung
Cancer Center.

Przygotowanie materiatu biologicznego

Prawidtowe pobranie, zabezpieczenie i utrwalenie materiatu biologicznego maja fun-
damentalny wptyw na jakos¢ rozpoznania oraz wyniki badan z zakresu biologii mole-
kularnej. Materiat tkankowy powinien by¢ utrwalony w 10% roztworze formaliny o pH
7,2-74, przy objetosci utrwalacza minimum 10-krotnie wiekszej od objetosci materiatu.
Optymalny czas utrwalania matego materiatu histopatologicznego wynosi 6-48 go-
dzin, natomiast duzego materiatu pooperacyjnego 24-72 godzin. Zbyt dtugie utrwala-
nie, zwtaszcza w temperaturze wyzszej niz 20°C, powoduje degradacje kwasow nukle-
inowych i obniza wiarygodnosc¢ otrzymanych wynikow.

Z powodu ograniczonej ilosci materiatu tkankowego lub cytologicznego, pobranego
zazwyczaj drogg bronchofiberoskopii lub biopsji przezskérnej, rozpoznanie nowotworu
powinno zostac postawione z jak najmniegjszym zuzyciem materiatu. Pozostaty materiat
nalezy zabezpieczy¢ do kolejnych badan, przede wszystkim oceny czynnikéw predyk-
cyjnych. Materiat oligobiopsyjny pobrany w celu postawienia pierwotnego rozpoznania
nalezy skrawac¢ na mikrotomie oszczednie (do 3 skrawkow na jednym szkietku), uni-
kajac tzw. skrawania seryjnego, ktére powoduje szybkie wyczerpanie materiatu w blo-
ku parafinowym. Ponadto, kazdy z pobranych wycinkdw powinien zosta¢ zatopiony
w osobnym bloczku parafinowym.

W celu efektywnego wykorzystania materiatu cytologicznego nalezy unika¢ wykony-
wania duzej liczby rozmazow. Na szkietku powinno znajdowato sie minimum 3 000,
a optymalnie powyzej 5 000 komorek. Zaleca sie, aby wiekszos¢ pobranego materiatu
cytologicznego zostata opracowana w postaci cytobloku w celu wykonania petnej dia-
gnostyki histopatologicznej, w tym oznaczenia czynnikéw predykeyjnych. W osrodkach
typu Lung Cancer Center rozmazy cytologiczne sa wykorzystywane m.in. w celu szyb-
kiego potwierdzenia obecnosci komaorek nowotworowych, co pozwala na szybkie pod-
jecie decyzji o dalszym postepowaniu diagnostycznym. W przeciwienstwie do barwie-
nia hematoksyling i eozyng lub Papanicolaou, na ktdrych wynik trzeba poczekac kilka
godzin, metoda ROSE (rapid on site evaluation) poprzez barwienie Diff-Quick pozwala
Na uzyskanie wstepnego rozpoznania w ciggu kilku minut.
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Algorytm diagnostyczny raka ptuca

Proces diagnostyczny w raku ptuca zalezy od zaawansowania klinicznego choroby,
podtypu histologicznego nowotworu oraz dostepnosci terapii celowanych. Zgodnie
z opublikowanym w 2022 roku Podrecznikiem wdrazania standardow akredytacyj-
nych w jednostkach diagnostyki patomorfologicznej maksymalny czas pierwszorazo-
wego rozpoznania, uwzgledniajacy wykonanie badan histologicznych i immunohisto-
chemicznych, nie powinien przekraczac¢ 5 dni roboczych dla materiatu matego i 9 dni
roboczych dla materiatu pooperacyjnego [1].

Pierwszym i podstawowym elementem diagnostyki raka ptuca jest ustalenie rozpozna-
nia histopatologicznego oraz okreslenie zaawansowania klinicznego nowotworu. Wiek-
szo0s¢ nowotwordw ptuca moze zostac sklasyfikowana na podstawie typowych cech
morfologicznych widocznych w preparacie mikroskopowym wybarwionym hematok-
syling i eozyna. Jesli jest to niemozliwe, patomorfolog zleca dodatkowe barwienia im-
munohistochemiczne (IHC), pozwalajace na ustalenie podtypu histologicznego raka.

Rycina 1. Algorytm pierwszorazowe] diagnostyki raka ptuca. Badania molekularne
w raku pfaskonabtonkowym ptuca wykonywane s3 jedynie w przypadku pacjentow
mitodych, ktdrzy nigdy nie palili tytoniu lub byli tzw. “lekkimi palaczami”.
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Diagnostyka pierwszorazowa
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Biorac pod uwage odmienny przebieg kliniczny, rokowanie oraz leczenie, sklasyfikowa-
nie nowotworu jako rak drobnokomaorkowy (DRP), rak niedrobnokomaorkowy (NDRP)
lub inny nowotwor ptuca ma kluczowe znaczenie dla dalszych loséw pacjenta.

Ponad 90% przypadkéw DRP mozna rozpoznac na podstawie typowych cech morfo-
logicznych, takich jak obecnos¢ zwykle matych lub Sredniej wielkosci, niebieskich ko-
morek, z ziarnista chromatyna i skapa cytoplazma. Diagnostyka réznicowa niskozroz-
nicowanych nowotwordw neuroendokrynnych na podstawie materiatu cytologicznego
moze byc¢ trudna. Z tego powodu nalezy zwrocic szczegolna uwage na diagnostyke
réznicowa DRP z innymi nowotworami neuroendokrynnymi ptuca.




Najwazniejszym kryterium diagnostycznym DRP jest ilos¢ figur podziatu — wiecej niz
10 mitoz w polu widzenia odpowiadajacym 2mm? preparatu sugeruje DRP, 2-10 mitoz
sugeruje atypowego rakowiaka, a O-1 mitoz typowego rakowiaka. Jesli wynik jest bliski
wartosciom granicznym, nalezy wyliczy¢ srednia z przynajmniej trzech reprezentatyw-
nych pdl widzenia. Indeks mitotyczny Ki-67 jest wysoki, zazwyczaj w zakresie 50-100%.
Nie nalezy go jednak stosowac jako markera diagnostycznego guzow neuroendokryn-
nych ptuca. W praktyce, zwtaszcza w przypadku matych wycinkéow lub materiatu cy-
tologicznego, marker ten ma zastosowanie jedynie w réznicowaniu rakowiakow ptuc
i rakow neuroendokrynnych. Wysoki indeks jadrowo-cytoplazmatyczny i brak jaderek
pozwala odréozni¢c DRP od wielkokomoérkowego raka ptuca (WRP). Obecnos¢ jakich-
kolwiek komaorek nowotworowych o morfologii typowej dla NDRP pozwala rozpoznac
wariant ztozony DRP, a obecnos¢ w obrebie guza przynajmniej 10% komorek nowotwo-
rowych o morfologii typowej dla WRP umozliwia rozpoznanie wariantu ztozonego DRP
i WRP.

Niemalze wszystkie komorki raka drobnokomorkowego wykazuja ekspresje koktajlu
cytokeratyn AET/AE3 oraz markerdow neuroendokrynnych (INSM1i CD56). Barwienie sy-
naptofizyna i chromograning A jest pozytywne w okoto 50% przypadkow. CD56 jest naj-
bardziej czutym i najmniej swoistym markerem DRP, podczas gdy TTF-1 jest pozytywny
w 90% przypadkdw. Jedynie <5% DRP nie wykazuje reaktywnosci wobec zadnego mar-
kera neuroendokrynnego, a w 10-25% przypadkow wybarwia sie tylko jeden marker.

Postepowanie terapeutyczne w DRP zalezy od stadium choroby oraz rozpoznania pod-
typow mieszanych DRP i uwzglednia radykalng resekcje guza, chemioterapie lub ra-
diochemioterapie. Rutynowe badania immunohistochemiczne i molekularne w DRP
nie sg zalecane.

Z Kklinicznego punktu widzenia najistotniejszy jest podziat NDRP na raka ptaskona-
btonkowego i nieptaskonabtonkowego. 50-70% nowotwordw rozpoznawanych jest na
podstawie oceny morfologii guza, natomiast w pozostatych przypadkach wystarcza za-
ZWycCzaj prosty panel barwien immunohistochemicznych, jakim jest TTF-1 i p40. Raki
gruczotowe cechuja sie ekspresja TTF-1 (lub mniej czutego barwienia Napsin A), a raki
ptaskonabtonkowe ekspresja p40 (lub alternatywnie p63). Niemalze wszystkie nowo-
twory pozbawione morfologicznych cech raka ptaskonabtonkowego, ale wykazujace
koekspresje p40/p63 i TTF-1, sg preferencyjnie klasyfikowane jako gruczolakoraki [2].
NDRP niewykazujgce ekspresji p40/p63 oraz TTF-1 klasyfikowane sa jako raki typu NOS
(ang. not otherwise specified), jednakze odsetek takich rozpoznan nie powinien prze-
kraczac 5%.

Pacjenci z wczesnym NDRP (stopnie I-IlIA) kwalifikowani sa do leczenia operacyjne-
go. Na tym etapie rozpoznanie "NDRP" jest akceptowalne. Badanie materiatu poope-
racyjnego przeprowadza sie celem kwalifikacji pacjentéw do leczenia systemowego
zgodnie z programem lekowym B.6. Pacjenci po radykalnej resekcji raka gruczotowego
ptuca lub NDRP z przewaga komponenty gruczolakoraka w stopniu IB-Ill, u ktérych
wykryto delecje eksonu 19 lub substytucje L858R eksonu 21 genu EGFR, maja mozli-
wos¢ leczenia uzupetniajacego ozymertynibem. Pacjenci po radykalnej resekcji guza
ptuca z limfadenektomia weztéw chtonnych srédpiersia | po przebytej chemioterapii
uzupetniajacej moga zostac¢ zakwalifikowani do monoterapii atezolizumabem. W tym
celu odsetek komorek nowotworowych z ekspresja PD-L1 w materiale pooperacyj-
nym powinien wynosi¢ = 50%. Wyktadnikami radykalnej resekcji (RO) jest brak nacieku
chirurgicznego w obrebie brzegéw odciecia chirurgicznego, regionalna limfadenek-
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tomia obejmujaca minimum 6 weztow chtonnych (N1, N2), w tym wezty rozwidlenia
tchawicy oraz nieocbecnosc¢ naciekania nowotworowego poza torebke weziéw chion-
nych. Brzeg odciecia nalezy ocenic jako niepewny [RO(un)], jezeli oceniono mniej niz 6
resekowanych weztow chtonnych, stwierdzono przerzut raka w najwyzszym resekowa-
nym wezle chtonnym srédpiersia lub gdy ocena naciekania poza torebke wezta jest nie-
mozliwa ze wzgledu na rozfragmentowanie materiatu [3]. Europejskie Towarzystwo On-
kologii Klinicznej (ESMO) zaleca rowniez rozwazenie badan w kierunku mutacji genu
EGFR oraz ocene ekspresji PD-L1 w nieresekcyjnym NDRP oraz ocene rearanzacji genu
ALK u wszystkich pacjentow z NDRP [4].

W zaawansowanym stadium choroby (stopien V) wszyscy pacjenci z nieptaskonabton-
kowym NDRP kwalifikowani sa do badan molekularnych. Minimalny panel genowy,
mozliwy do oznaczenia w kazdym akredytowanym laboratorium, musi umozliwiac
oznaczenie gendw EGFR, ALK I ROST, a takze NTRKI1-3 oraz KRAS [5]. Badania w kierun-
ku mutacji genu KRAS moga zosta¢ wykonane w celu identyfikacji pacjentow, ktorzy
nie odniosa korzysci z dalszych badan molekularnych [6].

Ocena ekspresji PD-L1

Obecnie, ESMO rekomenduje rutynowa ocene ekspresji PD-L1 za pomoca zwalidowa-
nego testu immunohistochemicznego (IHC) we wszystkich przypadkach rozpoznania
zaawansowanego lub przerzutowego NDRP (stopien V), niezaleznie od jego podtypu
histologicznego [I, A] [6,7]. Brak jest obecnie uzasadnienia dla rutynowej oceny PD-L]
w drobnokomaorkowym raku ptuca. Skutecznosc zadnej z dostepnych terapii celowane]
w DRP nie zostata jak dotychczas udowodniona.

Ekspresja PD-L1 moze zosta¢ oceniona na podstawie materiatu tkankowego i cytolo-
gicznego, pod warunkiem, ze preparat zawiera przynajmniej 100 reprezentatywnych
komorek nowotworowych. Kazde laboratorium powinno przeprowadzi¢ wewnetrzna
walidacje stosowanych testow IHC, polegajaca na porownaniu wynikow barwienia pre-
paratow cytologicznych z wynikami barwienia materiatu tkankowego pochodzgcego
Z tego samego guza.

Komercyjnie dostepne testy IHC nie zawsze sg sobie rownowazne. Klony 22C3, SP263
i 28-8 moga byc¢ stosowane wymiennie, podczas gdy wyniki barwienia SP142 i 73-10 r6z-
nia sie znamiennie. Ekspresja PD-L1 powinna by¢ raportowana w przynajmniej trzech
przedziatach wartosci (<1%, 1%-49%, =50%), ale zaleca sie podawanie wartosci w prze-
dziatach 10%.

Ekspresja PD-L1 jest obliczana jako stosunek komaérek nowotworowych wykazujacych
btonowa ekspresje PD-L1 do wszystkich komaorek nowotworowych w preparacie (tzw.
“tumor score”, TC). Zgodnie z programem lekowym B.6., stwierdzenie w materiale
pooperacyjnym pacjentéw po radykalnej resekcji NSCLC i pooperacyjnej radioterapii
ekspresji PD-L1 wynoszacej 250% TC umozliwia kwalifikacje do leczenia inhibitorami
immunologicznych punktdw kontrolnych w monoterapii, podczas gdy ekspresja PD-
L1 <50% TC umozliwia zastosowanie inhibitorow immunologicznych punktéw kontro-
Inych w skojarzeniu z chemioterapia [8]. Terapia niwolumabem z ipilimumabem, do
ktorej rozpoczecia konieczna jest ekspresja PD-L1 21%TC, nie zostata jak dotychczas za-
aprobowana przez Europejska Agencje Lekow.




Kwalifikacja materiatu do badan molekularnych

Stosujac metody oparte na ekstrakcji kwasdw nukleinowych nalezy zwroéci¢ szczegol-
Nna uwage czy analizowany materiat biologicznego pozwala zachowa¢ minimalny prég
analitycznej czutosci i dolng granice detekcji. Dla metod sekwencjonowania RNA I DNA
procentowa zawartosc jader komorek nowotworowych w probce ma wieksze znacze-
nie niz ilos¢ komorek nowotworowych. Odsetek wymaganych komaorek nowotworo-
wych w analizowanym materiale tkankowym powinien wynosi¢ przynajmniej 5% dla
RT-PCT, natomiast testy bazujace na metodzie NGS wymagajg zazwyczaj 1 000 -5 000
komorek w probce, z czego minimum 20% powinny stanowi¢ komaorki nowotworowe.
W wiekszosci przypadkow klinicznie istotne wyniki genotypowania mozna uzyskac,
gdy odsetek komaorek nowotworowych przekracza 5%, a zawartos¢ tkanki nowotworo-
wej w badanym materiale jest co najmniej dwukrotnie wyzsza od czutosci stosowanej
metody (Association for Molecular Pathology — Practice Guidelines). Wysokos¢ progu
czutosci zalezy takze od rodzaju analizowanej mutacji i wynosi 5-10% kwaséw nukleino-
wych w prébce dla mutacji punktowych i matych insercji/delecji oraz do 30% dla zmian
liczby kopii genu.

Badania z zakresu diagnostyki molekularnej moga zostac przeprowadzone na podsta-
wie kazdego materiatu biologicznego pobranego od pacjenta, zawierajagcego komorki
nowotworowe lub wolnokrazacy DNA pochodzenia nowotworowego (ang. circulating
tumor DNA, ctDNA). Zgodnie z obowigzujacymi standardami preferowany jest zazwy-
czaj materiat komorkowy lub tkankowy utrwalony w formalinie i zatopiony w parafinie.

Jezeli lokalizacja guza uniemozliwia pozyskanie materiatu biopsyjnego lub cytologicz-
nego, diagnostyka molekularna moze zostac¢ przeprowadzona na podstawie analizy
ctDNA pobranego droga tzw. “biopsji ptynnej” z krwi obwodowej pacjenta [Rycina 1].
Potwierdzenie obecnosci zmian genetycznych w biopsji ptynnej umozliwia kwalifikacje
pacjenta do badan molekularnych. Oba testy mozna zastosowac jednoczesnie w celu
przyspieszenia diagnostyki i zwiekszenia ilosci potencjalnych celdéw terapeutycznych,
jednak biopsja ptynna nie stanowi alternatywy dla materiatu tkankowego i nie jest za-
lecana u pacjentow bez zaawansowanej lub przerzutowej choroby nowotworowej. Ze
wzgledu na niska czutose, negatywny wynik ctDNA nie wyklucza braku mutacji w ko-
maorkach nowotworu | powinien zostac potwierdzony badaniem materiatu tkankowego
[Il, Al [6]. Nalezy takze pamietac, ze nie kazdy wolnokrazacy we krwi DNA jest pochodze-
Nnia nowotworowego, a krazacy we krwi nowotworowy DNA moze wywodzi¢ sie zarow-
No z guza pierwotnego, jak i z ognisk przerzutowych.

Diagnostyka molekularna

Podstawowym celem badan molekularnych jest identyfikacja zmian genetycznych,
warunkujacych wrazliwosc¢ na leczenie celowane. Z tego powodu spektrum paneli ge-
nowych analizowany w trakcie diagnostyki odzwierciedla epidemiologie nowotworu
oraz dostepnosc terapii (Tabela 1). Diagnostyka molekularna jest niezbedna u wszyst-
kich pacjentdéw z zaawansowanym nieptaskonabtonkowymi rakami ptuca, natomiast
nie powinna by¢ rutynowo wykonywana u pacjentéw z rakiem ptaskonabtonkowym
[V, A] [6].

Ze wzgledu na mozliwosc analizy szerokiego panelu genowego i wykrycia najwiekszej
liczby mutacji, metody opartych na sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS) na wcze-
snym etapie diagnostyki sg obecnie silnie rekomendowane [Ill, A][6,9]. Zastosowanie
NGS w diagnostyce wszystkich pacjentdw z zaawansowanym NDRP w rzeczywistosci
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polskiego systemu ochrony zdrowia zmniejszytoby koszty przypadajacych na kazdego
pacjenta oraz rozszerzyto mozliwosci terapeutyczne, wynikajace ze zwiekszenia wykry-
walnosci rzadkich mutacji onkogennych [10]. Zwazajac jednak na ograniczong dostep-
nosc tej metody w mniejszych osrodkach oraz wyzszy koszt catkowity, akceptowalna
jest takze rownoczesna ocena wszystkich celdw molekularnych dedykowanymi indywi-
dualnymi testami diagnostycznymi.

Ocena mutacji EGFR, KRAS oraz ewentualnie BRAF musi zosta¢ przeprowadzona me-
todg wysokiej czutosci oparta na technice tancuchowej reakcji polimerazy w czasie
rzeczywistym (RT-PCR). Obecnosc¢ rearanzacji ALK mozna potwierdzi¢ metoda immu-
nohistochemiczna lub FISH, natomiast rearanzacji ROS1 metoda FISH. Mutacja G12C
genu KRAS wystepuje u ok. 13% pacjentow z NDRP, a jej stwierdzenie umozliwia kwali-
fikacje do leczenia sotorasibem [5]. Od listopada 2023 roku, zgodnie z zatozeniami pro-
gramu lekowego Bl144, uzasadnione jest oznaczenie rearanzacji gendw NTRKI-3 celem
kwalifikacji do leczenia entrektynibem lub larotrektynibem [8]. Stwierdzenie mutacji
BRAF V600, wystepujacej w 1-2% NDRP, umozliwia rozpoczecie terapii dabrafenibem
z trametynibem. Majac jednak na uwadze, ze rozpoczecie tej terapii w Polsce mozliwe
jest jedynie w ramach ratunkowego dostepu do technologii lekowych, rutynowe ozna-
czanie mutacji BRAF nie jest obecnie uzasadnione.

Tabela 1. Zalecane badania molekularne w niedrobnokomaorkowym raku ptuca

Gen Rekomendacje

- Nalezy przeprowadzi¢ diagnostyke w kierunku mutacji
EGFR u wszystkich pacjentéw z rakiem nieptaskonabton-
kowym ptuca [, Al.

- Badanie powinno umozliwi¢ doktadna ocene eksondow

EGFR 18-21 genu EGFR [Ill, Al.

- Panel minimum powinien oceni¢ obecnos¢ delecji ekso-
Nu 19 i punktowej mutacji L858R eksonu 21 [I, Al.

- W przypadku nawrotu choroby nalezy oceni¢ obecnos¢
mutacji T790M [I, Al.

- Nalezy przeprowadzi¢ diagnostyke w kierunku rearan-
zacji ALK u wszystkich pacjentdéw z rakiem nieptaskona-
ALK btonkowym ptuca [I, Al.
- Zwalidowane testy IHC stanowig samodzielng metode
diagnostycznag, rownowazng FISH [, A].

- Nalezy przeprowadzic¢ diagnostyke w kierunku rearanza-
cji ROST u wszystkich pacjentdow z rakiem nieptaskona-
ROSI btonkowym ptuca [II, Al.
- W screeningu mozna zastosowac testy IHC [II, A], ale wy-
nik pozytywny nalezy potwierdzi¢ badaniem FISH [IV, A].

- Nalezy przeprowadzi¢ diagnostyke w kierunku rearanza-
cji NTRK [Il, Al.

NTRKI-3 - Obecnos¢ genu fuzyjnego nalezy potwierdzi¢ zwalidowa-
nym testem NGS.
- Nalezy przeprowadzi¢ diagnostyke w kierunku mutacji
KRAS KRAS G12C [Il, Al.

- Pacjenci z mutacjg KRAS G12C rzadko odnoszg korzysci
z dalszych badan molekularnych.

Ze wzgledu na brak refundacji oraz nieuwzglednienie leczenia celowanego w programach
lekowych Ministerstwa Zdrowia, rutynowa analiza gendw BRAF, RET, MET | ERBB2 nie jest
obecnie uzasadnienia.




Podsumowanie

Ponad potowa rakéw ptuca zostaje rozpoznanych w stadium zaawansowanym, niedaja-
cym pacjentom mozliwosci leczenia chirurgicznego. Z tego powodu czas i doktadnosé
rozpoznania histopatologicznego maja kluczowe znaczenie dla pacjentow z niedrob-
nokomorkowym rakiem ptuca. Diagnostyka oparta na cechach morfologicznych po-
zwala na ustalenie podtypu histologicznego wiekszosci guzow ptuca. Majac na uwadze,
ze w Zzaawansowanym stadium choroby dostepny materiat genetyczny jest ograniczo-
ny, Nalezy dazy¢ do minimalizacji zuzycia materiatu poprzez stosowanie jak najmniej-
szej ilosci testow o najwyzszej dostepnej czutosci i swoistosci. Kluczowe znaczenie ma
wspotpraca pomiedzy klinicystg a patomorfologiem, pozwalajaca na doprecyzowanie
rozpoznania na podstawie charakterystycznych cech klinicznych nowotworu. Jezeli do-
datkowe barwienia sg niezbedne, prosty panel zawierajacych tylko jeden marker pta-
skonabtonkowy (p40) i jeden marker gruczotowy (TTF-1) zazwyczaj wystarcza do posta-
wienia rozpoznania.

Aktualnie, badania predykcyjne okreslajace obecnos¢ konkretnych celéow terapeutycz-
nych wykonywane sa rutynowo w diagnostyce zaawansowanego i przerzutowego nie-
ptaskonabtonkowego NDRP. Badanie te znajduja uzasadnienie rowniez w przypadku
pacjentéw po radykalnej resekcji guza pierwotnego i pooperacyjnej chemioterapii.
Wykonanie testu IHC na ekspresje PD-L1 jest zalecane we wszystkich przypadkach za-
awansowanego NDRP, niezaleznie od podtypu histologicznego guza i cech klinicznych.

Metody oparte na sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS) umozliwiaja doktadna
ocene szerokiego panelu gendw oraz identyfikacje wiekszej liczby potencjalnych celéw
terapeutycznych niz inne metody diagnostyczne. Z tego powodu badanie NGS powin-
no zostac zastosowana juz na poczatkowych etapach diagnostyki. Laboratoria oferuja-
ce swiadczenia z zakresu diagnostyki molekularnej powinny posiada¢ mozliwosci tech-
niczne zastosowania przynajmniej dwoch réznych metod oceny zmian genetycznych,
umozliwiajacych ocene gendw EGFR, ALK i ROSI, a takze ekspresji PD-L1. Na skutek
rozszerzenia zakresu refundacji w ramach programow lekowych, uzasadnienie zyskata
takze rutynowa ocena genow KRAS | NTRKI-3. Biorgc pod uwage najnowsze doniesie-
nia, w najblizszych latach mozemy spodziewac sie dalszego rozszerzenia listy refunda-
cyjnej o terapie ukierunkowana na zmiany w obrebie gendéw BRAF, RET, MET | ERBB2.
Wraz z wprowadzaniem w zycie najnowszych standardéw akredytacji jednostek dia-
gnostyki patomorfologicznej w najblizszych latach mozemy oczekiwac dalszego przy-
spieszenia procesu diagnostycznego oraz wzrostu jakosci oceny badanego materiatu.
Procedury przygotowania materiatu i sposoéb interpretacji wynikdow badan moleku-
larnych sa scisle okreslone, wszelkie odstepstwa moga wptynac na precyzje badania
i dalsze leczenie pacjentow. Z tego powodu laboratoria przeprowadzajace testy mo-
lekularne powinny posiada¢ odpowiednie akredytacje oraz certyfikaty zewnatrz- i we-
whnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci.
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XXl wiek okreslany jest mianem ery genomowej i ery medycyny spersonalizowanej. Za-
poczatkowat je ogromny postep w genetyce i technikach biologii molekularnej jaki do-
konat sie na przestrzeni ostatnich kilku lat. Rozwdj ten daje olbrzymie mozliwosci w za-
kresie zaawansowanej diagnostyki genetycznej, pozwala na poznanie podioza wielu
choréb uwarunkowanych genetycznie w tym takze nowotworow. W najblizszych latach
wiedza na temat biologii molekularnej organizmu cztowieka bedzie sie prawdopodob-
nie pogtebiac bardzo szybko. W konsekwencji proces diagnostyczny, w szczegdlnosci
Nna etapie interpretacji wyniku badania genetycznego, wymagac bedzie coraz wiekszej
interdyscyplinarnosci, przede wszystkim w zakresie wspotpracy lekarzy réznych specjal-
nosci, diagnostow laboratoryjnych z dziedziny laboratoryjnej genetyki medycznej oraz
bioinformatykow.

Diagnostyka genetyczna jest obecnie jedna z najbardziej dynamicznie rozwijajace]
sie dziedzin diagnostyki laboratoryjnej szczegdlnie w onkologii. Stawia to bardzo duze
wyznawanie przed wspotczesnymi jednostkami diagnostyki genetycznej, ktére musza
na biezaco aktualizowac wiedze w zakresie nowych markeréw genetycznych, nowych
technik diagnostycznych, nowoczesnej aparatury. Diagnosci laboratoryjni musza posia-
dac¢ wiedze i doswiadczenie w zakresie zardwno badan genetycznych w nowotworach
uwarunkowanych genetycznie, gdzie oceniane sg zmiany germinalne majace kluczo-
we znaczenia dla rozpoznania nowotworu, ocenie predyspozycji do zachorowania na
dany typ nowotworu, a obecnie rowniez kwalifikacji do terapii celowanych jak i bada-
niach zmian somatycznych wystepujacych jedynie w komadrkach nowotworowych na-
bywanych w trakcie zycia np. w raku ptuca. Zmiany somatyczne sg obecnie podstawa
do kwalifikacji do wspotczesnych onkologicznych terapii celowanych, monitorowania
leczenia jak i w coraz wiekszej liczbie przypadkow sa niezbedne do klasyfikacji i posta-
wienia ostatecznego rozpoznana NOWoOtworu.

Organizacja i funkcjonowanie wspétczesnego laboratorium wykonujacego kom-
pleksowe badania genetyczne na potrzeby pacjentéw onkologicznych

Jednostki (Zaktady/Pracownie/Laboratoria) wykonujace kompleksowag diagnostyke
genetyczna na potrzeby pacjentow onkologicznych powinny Scisle wspotpracowac
Z klinikami onkologicznymi, poradniami genetycznymi i jednostkami diagnostyki pa-
tomorfologicznej w ramach jednego podmiotu leczniczego. Umozliwia to prowadzenie
zintegrowanej, interdyscyplinarnej diagnostyki we wspotpracy chirurgow, onkologdw
klinicznych, patomorfologdw oraz diagnostéw laboratoryjnych z zakresu laboratoryjnej
genetyki medycznej, a takze genetykow klinicznych. Scista wspdtpraca oraz zapewnie-
nie wysokiej jakosci badan sg szczegdlnie wazne w kontekscie szybko rozwijajacej sie
medycyny personalizowanej. Taka struktura i organizacja umozliwiaja specjalistyczna
i kompleksowa diagnostyke w jednym miejscu bez koniecznosci wysytania materiatu
do jednostek zewnetrznych. Dzieki temu czas badania jest zredukowany do minimum,
zapewniona jest mozliwos¢ skonsultowania przypadku przez specjalistdw z réznych
dziedzin medycznych, a jednoczesnie ryzyko zwigzane z transportem probki (np. utrata
jakosci materiatu) jest zniwelowane, a takze, co niezwykle istotne, materiat od pacjenta
pozostaje dostepny w razie koniecznosci ponownej analizy molekularnej np. opartej na
innej technologii.

Badania genetyczne muszg by¢ wykonywane na aparaturze posiadajgcej petng doku-
mentacje techniczna obejmujaca naprawy, prowadzone walidacje i potwierdzenia do-




konywanych corocznych przegladéw (rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 21 marca
2006 roku (Dz.U. 2006, nr 59, poz. 422 z pdzn. zm.). Laboratorium genetyczne powin-
no miec¢ wieloletnie doswiadczenie (przynajmniej 5 lat) w pracy z materiatem z krwi
obwodowej, tkankowym, cytologicznym, pozakomaorkowymi kwasami nukleinowymi
(ctDNA) oraz posiadac¢ opracowane i wdrozone procedury, instrukcje laboratoryjne
Jjak tez wewnetrzne systemy kontroli jakosci. Laboratorium musi byC zarejestrowane
w Krajowej Izbie Diagnostow Laboratoryjnych (KIDL), musi by¢ kierowane przez spe-
cjaliste z dziedziny laboratoryjnej genetyki medycznej i bezwzglednie powinno posia-
dac¢ udokumentowane doswiadczenie (certyfikaty miedzynarodowych kontroli jakosci)
w wykonywaniu badan zmian germinalnych i somatycznych. Personel w nim zatrud-
niony musi posiadac¢ doswiadczenie i biegtos¢ w interpretowaniu zidentyfikowanych
wariantow genetycznych na podstawie medycznych baz danych, literatury medycznej
oraz bioinformatycznych programaow analitycznych in silico. Catos¢é wymogow stawia-
nych przed pracowniami diagnostycznymi opisana zostata w Rozporzadzeniu Ministra
Zdrowia w sprawie standarddw jakosci dla laboratoriow diagnostycznych i mikrobiolo-
gicznych (Dz.U. 2019, poz. 1923). Raport z przeprowadzonego diagnostycznego badania
genetycznego musi zawiera¢ wynik, jego precyzyjna interpretacje zrozumiata dla on-
kologa klinicznego, genetyka klinicznego, patomorfologa oraz pacjenta, a takze opis
i zakres zastosowanej metodologii. Wynik badania genetycznego moze by¢ autoryzo-
wany jedynie przez diagnoste laboratoryjnego, zaleca sie, aby ostatecznej autoryzacji
dokonywat specjalista z zakresu laboratoryjnej genetyki medycznej. Tylko tak przygoto-
wany wynik stanowi dokument medyczny i moze by¢ wykorzystany do postepowania
terapeutycznego pacjenta oraz rozliczony jako swiadczenie refundowane przez NFZ.

Miedzynarodowe organizacje kontroli jakosci diagnostyki molekularnej raka ptuca

Zaawansowana diagnostyka genetyczna ma sens tylko wtedy, gdy jest wykonywana w laborato-
rium, w ktorym pracuja doswiadczeni diagnosci i biolodzy molekularni, korzystajacy z najnow-
szych, certyfikowanych technologii. Dlaczego to tak wazne? Blad na tym etapie moze skutkowac
713 kwalifikacjg pacjenta - podkreslali eksperci, ktorzy wzieli udzial w VII konferencji ,,Polityka
lekowa”, zorganizowanej przez ,Puls Medycyny”

Zrédto: Puls Medycyny

https:/oulsmedycyny.pl/jakosc-ma-kluczowe-znaczenie-w-diagnostyce-molekularnej-963487

Jedna z istotnych aktywnosci kazdego laboratorium wykonujacego diagnostyczne
badania genetyczne na potrzeby leczenia ukierunkowanego molekularnie (terapii ce-
lowanych) w niedrobnokomaorkowym raku ptuca (NDRP) jest coroczne uczestnictwo
w zewnatrzlaboratoryjnej, miedzynarodowej kontroli jakosci wykonywanych badan.
W naszym kraju obecnie obligatoryjne uczestnictwo w takiej kontroli naktada zarza-
dzenie prezesa NFZ, ktdre stanowi, ze badania genetyczne moze wykonywac tylko i wy-
tacznie laboratorium corocznie uczestniczace w zewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci
((...) potwierdzona z wykorzystaniem zwalidowanego testu wykonywanego w labora-
torium posiadajgcym aktualny certyfikat europejskiego programu kontroli jakosci dla
danego testu; (..) wg LECZENIE NIEDROBNOKOMORKOWEGO RAKA PLUCA (ICD-10 C
34) https:.//mwww.gov.pliveb/zdrowie/choroby-onkologiczne). W praktyce oznacza to, ze
Jjedynie wynik wydany przez laboratorium posiadajace taki certyfikat umozliwia kwalifi-
kacje pacjenta do programu lekowego. W Europie najbardziej popularne sg dwie orga-
nizacje przeprowadzajace kontrole jakosci dotyczacej oceny markerow molekularnych
w diagnostyce raka ptuca:




1. European Molecular Quality Network (EMQN) - https:/Awvww.emagn.org/ z siedzi-
ba w Manchesterze (UK) organizacja non - profit, wywodzacej sie z Uniwersytetu
w Manchesterze,

2. Genomic Quality Assessment (GenQA) - https:/genga.org/ brytyjska instytucja
organizujaca miedzynarodowe schematy kontroli jakosci. Nalezy nadmienic, ze
obecnie jedynie ta kontrola jakosci umozliwia uzyskanie certyfikatu kontroli jakosci
badan genetycznych w ocenie fuzji genowych technika sekwencjonowania nastep-
nej generacji (NGS) tj. fuzji gendéw ALK ROSI, a takze RET, NTRKI/2/3 oraz rearanzacji
genu MET.

Oferowane schematy kontroli dotyczace raka ptuca sg bardzo zréznicowane i dostoso-
wane do réznych potrzeb uczestnikdw oraz réznych regulacji obecnych w danym kraju.
W zwigzku z powyzszym koszt uczestnictwa waha sie od 500 EUR do nawet 900 EUR.
Laboratorium przystepujace do kontroli jakosci powinno wykonac¢ badania wedtug
swojego rutynowego protokotu, jak rowniez wedtug stosowanej techniki biologii mole-
kularnej. Ocena mutacji na poziomie DNA moze by¢ wykonana technika sekwencjono-
wania bezposredniego technika Sangera, komercyjnymi zestawami gPCR lub techni-
ka sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS). Ocena ekspresji biatek ALK lub ROS]
moze by¢ wykonywana technika immunohistochemiczna (IHC) (w Polsce dopuszcza
sie jedynie ocene ekspresji biatka ALK w kwalifikacji do terapii celowanych metoda IHC),
albo ocene rearanzacji genow ALK i ROST metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH), badz ocene rearanzacji ww. gendw technika NGS, obecnie uwazang jako ztoty
standard oceny fuzji genowych. Mozliwe jest rowniez badanie fuzji przy zastosowaniu
zaawansowanych testéw opartych o technologie gPCR.

Probki jakie uczestniczace laboratorium otrzymuje do oceny to kliniczne preparaty no-
wotworow ptuca, a obecnie coraz czesciej preparaty pochodzace z hodowanych linii
komorkowych raka ptuca zawierajace okreslone warianty genetyczne. Preparaty przy-
gotowane na bazie linii komodrkowych symuluja przypadki kliniczne oraz umozliwiaja
przygotowanie preparatow o pozadanej czestosci wariantow (czestosci allelicznej, ang.
allele frequency). Zwykle uczestnik otrzymuje od 5 do 10 probek do oceny. Probki moga
miec postac zrolowanych skrawkdw parafinowych, skrawkoéw umieszczonych na szkiet-
ku lub gotowe izolaty DNA lub jak w przypadku cfDNA, probkami sg syntetyzowane
fragmenty DNA zawieszone w ludzkim osoczu lub buforze imitujacym ludzkie osocze.
W przypadku raka ptuca, ze wzgledu na wymaog badania wielu markeréw molekular-
nych kontrole jakosci moga skifadac sie z kilku osobnych czesci. Zwykle jest to ocena
obecnosci mutacji w genie EGFR oraz translokacji z udziatem gendw ALK oraz ROSI.
Kontrole proponowane przez organizatora obejmuja zwykle wieksza liczbe markerow,
poniewaz w roznych krajach dostepnos¢ do lekow jest zréznicowana. Zakres kontroli
jest zroznicowany.

Pomyslne uczestnictwo w kontroli jakosci konczy sie otrzymaniem certyfikatu, na kto-
rym widnieje informacja o zakresie kontroli oraz o uzyskanych wynikach. W przypadku
uzyskania niesatysfakcjonujacego rezultatu, powinny by¢ wdrozone dziatania napraw-
cze.

Certyfikat jest przyznawany za dany rok. Zwykle certyfikat otrzymywany jest z koncem
roku, w ktorym odbyta sie kontrola jakosci i obowigzuje przez okres kolejnego roku, co
oznacza, ze certyfikaty z datg np. 2022 sa wazne przez caty rok 2023.




Sprzet laboratoryjny

Sprawy dotyczace wyposazenia laboratorium w aparature medyczna reguluje rozpo-
rzadzenie Ministra Zdrowia z dn. 21 marca 2006 (z pdzniejszymi zmianami) w sprawie
wymagan, jakim powinno odpowiadac¢ medyczne laboratorium diagnostyczne. Labo-
ratorium wyposaza sie w aparature pomiarowo-badawczg dostosowang do rodzaju
wykonywanych badan, umozliwiajaca stosowanie metod badawczych zgodnych z ak-
tualnym stanem wiedzy. Placéwka prowadzi dokumentacje dotyczacag aparatury po-
miarowo-badawczej oraz sprzetu stanowiacych wyposazenie laboratorium, zawieraja-

ca:

» Karty gwarancyjne

» Specyfikacje techniczne

» Date rozpoczecia eksploatacji

» Wykaz pracownikdéw przeszkolonych i upowaznionych do obstugi oraz bezposrednio
odpowiedzialnych za dana aparature lub sprzet

» Instrukcje uzytkowania

» Zapisy kalibracji

» Instrukcje postepowania przy dziataniach naprawczych i korygujacych

» Oswiadczenie o dopuszczeniu do uzytkowania po usunieciu awarii

» Dane o biezacej obstudze i kontroli

» Dane o konserwacji biezacej i okresowej prowadzonej zgodnie ze wskazaniami
wytworcow przez uzytkownikéw lub podmioty autoryzowane przez dystrybutoréow
lub wytworcow.

Materiat do badan genetycznych

Krew obwodowa, pobrana w Kierunku oceny zmian somatycznych (tzw. ptynna biop-
sja) na poziomie pozakomorkowych kwasow nukleinowych — ctDNA (ang. circulating
tumor DNA), bedaca materiatem do badan genetycznych, pobrana po uprzednim uzy-
skaniu pisemnej zgody pacjenta na diagnostyczne badanie genetyczne, powinna by¢
kierowana bezposrednio do jednostki genetycznej. Materiat do badan genetycznych
wykonywanych na materiale histologicznym (materiat archiwalny utrwalony w postaci
bloczkéw parafinowych lub preparatéw cytologicznych), po uzyskaniu zgody pacjen-
ta na diagnostyczne badanie genetyczne, musi podlegac¢ ocenie patomorfologicznej,
okreslajacej przydatnos¢ materiatu do badan molekularnych i dobér optymalnej prob-
ki. Materiatem referencyjnym w tym badaniu jest tkanka zatopiona w bloczku parafi-
nowym, ale dopuszcza sie takze wykorzystywanie preparatow cytologicznych (cytobloki
lub rozmazy na szkietkach). Kwalifikacji materiatu do analizy molekularnej powinien za-
wsze dokonywac patomorfolog, uwzgledniajac jakos¢ materiatu i jego ilos¢, a takze za-
wartosc tkanki nowotworowej. Przed przystapieniem do izolacji kwaséw nukleinowych
Z bloczka parafinowego, musi zosta¢ wykonany preparat HE, ktéry umozliwia weryfika-
cje morfologiczna pod katem zawartosci i lokalizacji tkanki nowotworowej w prepara-
cie. Patomorfolog, ktory weryfikuje rozpoznanie, zaznacza obszar, z ktérego nalezy po-
bra¢ komorki do badan molekularnych, umozliwiajac tym samym uzyskanie preparatu
Zzawierajacego komorki pochodzenia nowotworowego z ograniczong do minimum za-
wartosciag komaorek prawidtowych. Jest to niezwykle istotny etap, w sytuacji, gdy celem
badania jest detekcja mutacji somatycznych, obecnych, z definicji, tylko w czesci utka-
nia nowotworowego.




» Postepowanie z materiatem

Materiat tkankowy zakwalifikowany do badan genetycznych kierowany jest bezposred-
nio do laboratorium gdzie jest rejestrowany w zintegrowanym, informatycznym syste-
mie szpitalnym, a nastepnie podlega procesowi makro- lub mikrodysekcji w celu wy-
odrebnienie z preparatéw tkankowych materiatu nowotworowego zweryfikowanego
uprzednio przez patomorfologa. Do badan genetycznych mutacji somatycznych pro-
centowy udziat komorek nowotworowych w catym analizowanym preparacie powinien
zawierac nie mniej niz 20% badanego materiatu. Parametr utkania 20% nowotworu jest
wystarczajacy dla wiekszosci metod biologii molekularnej, ale sg metody, ktore umoz-
liwiaja uzyskanie wiarygodnego wyniku nawet na utkaniu rzedu 5%. Sg to wysokoczute
testy gPCR i ddPCR. Zawsze powinno sie dazy¢ do uzyskania jak najwyzszego procentu
komorek nowotworowych w analizowanym preparacie.

Kolejne etapy badan to: 1. izolacja kwasdw nukleinowych (RNA/DNA/ctDNA/CtRNA); 2.
wykonanie badania genetycznego technika molekularnag dobrana zaleznie od zakresu
badania, rodzaju i jakosci materiatu; 3. Interpretacja wynikéow badania; 4. przygotowanie
sprawozdania z laboratoryjnego badania genetycznego; 5. weryfikacja wyniku badania
przez dwie niezalezne osoby; 6. autoryzacja wyniku przez diagnoste laboratoryjnego.

» Analiza ctDNA

Analiza ctDNA jest metoda diagnostyczna wykorzystywana w onkologii molekularnej
od niedawna, jednak juz teraz mozna stwierdzi¢, iz, wraz z postepem wiedzy i technolo-
gii jej przydatnosc kliniczna bedzie coraz wieksza. Analiza ctDNA ma zastosowanie m.in.
w wykrywaniu zmian genetycznych charakterystycznych dla nowotworu poprzez pro-
filowanie genetyczne pozakomoarkowych kwaséw pochodzenia nowotworowego we
krwi pacjentdw, daje to mozliwos¢ kwalifikacji do leczenia celowanego, monitorowania
procesu leczenia i wczesnego wykrywaniu nawrotu nowotworu (progresja molekularna
stwierdzana przed progresjg obrazowa). Moze stanowic¢ rowniez uzupetnienie informa-
cji uzyskanych z klasycznej biopsji guza. W przypadku tradycyjnych biopsji tkanek tylko
czes¢ potencjalnie ztosliwego guza jest pobierana do celow diagnostycznych i charak-
terystyki molekularnej. Obserwowany profil mutacji w konsekwencji odzwierciedla tyl-
ko ograniczony fragment dostarczony w zebranym materiale. Natomiast profilowanie
genetyczne z wykorzystaniem ctDNA moze odzwierciedla¢ catkowity profil mutacji
catej masy guza, w tym nowych subklonéw odpowiedzialnych za przerzuty. Stad tez
w ptynnej biopsji mozliwe jest wykrycie mutacji, ktéra nie jest obecna w pierwotnej
biopsji tkanki. Co wiecej, ptynne biopsje pozwalaja na analize profilu genomowego no-
wotworu, nawet jesli guz znajduje sie w niedostepnym dla tradycyjnej biopsji obszarze
i sg niezastapione w przypadkach, gdy nie ma dostepnego materiatu histologicznego
od pacjenta (brak materiatu, materiat niediagnostyczny, niewystraczajaca ilos¢ materia-
tu histologicznego do przeprowadzenia badan genetycznych). Dodatkowa zaleta ptyn-
nej biopsji jest rowniez fakt, iz pozyskanie materiatu do badan odbywa sie w sposdb
matoinwazyjny, mniej traumatyczny dla pacjentdw w poréwnaniu do klasycznej biops;ji.
Materiatem pobieranym jest krew obwodowa pacjenta w ilosci 8 do 10 ml. Krew musi
by¢ pobrana na specjalne probdéwki dedykowane do izolacji ctDNA, ktdre zawierajg sta-
bilizatory zapobiegjace lizie komdrek jadrzastych krwii uwalniania z nich prawidtowego
DNA. Zabezpiecza to frakcje ctDNA nowotworu przed ,wygtuszeniem” przez prawidto-
wy DNA. Badanie wykonane na ctDNA moze by¢ przeprowadzone bezposrednio po
pobraniu, czas niezbedny na izolacje i wykonanie testu to kilka godzin. Zaznaczy¢ na-
lezy, ze materiat pobrany do dedykowanych probdéwek jest stabilny w temp. pokojowej




przez okoto 5 dni, dzieki czemu mozliwe jest jego transportowanie miedzy osrodkami
bez obawy o utrate jakosci, jednak z doswiadczenia laboratoryjnego wiemy, ze najbar-
dziej efektywne jest wykonanie oznaczenia zaraz po pobraniu materiatu od pacjenta.

Analiza ctDNA wykonywana jest z wykorzystaniem najnowoczesniejszych technologii
biologii molekularnej: wysokoczutych testow opartych na PCR emulsyjnym (ang. dro-
plet digital PCR, ddPCR) i sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS). Z tego po-
wodu jej zastosowanie jest bardzo ograniczone do zaledwie pojedynczych osrodkow
W naszym kraju.

»  Techniki biologii molekularnej

Dynamiczny rozwoj biologii molekularnej umozliwit opracowanie wielu metod wykry-
wania zmian na poziomie DNA/ctDNA i RNA/CtRNA. Wiekszos¢ z nich wykorzystuje am-
plifikacje metoda PCR wybranego fragmentu DNA/RNA. Dostepne metody, cho¢ sg
powszechnie stosowane, roznia sie zarowno pod wzgledem podejscia technicznego,
jak i poziomem czutosci (zdefiniowanej jako minimalny odsetek zmutowanych komo-
rek wzgledem komorek bez mutacji jaki moze zostac wykryty).

Wybor metody diagnostycznej jest uzalezniony od jakosci i ilosci dostepnego materia-
tu genetycznego. Nalezy podkresli¢, ze laboratorium musi dysponowac przynajmniej
dwiema alternatywnymi metodami wykrywania zmian genetycznych celem weryfi-
kacji otrzymanych wynikow w niezaleznych procedurach badawczych. Niezaleznie od
technologii, niezbedna jest doktadna walidacja kazdej stosowanej metody, ktora obej-
muje:

» okreslenie minimalnej ilosci materiatu niezbednych do izolacji DNA/RNA/CtDNA,

» okreslenie ilosci, jakosci i stezenia probek DNA/RNA niezbednych do celéw
analitycznych,

» okreslenie wartosci progowej dla rozrézniania wariantdw zmutowanych od
prawidtowych,

» weryfikacje czutosci testu (np. przy uzyciu serii rozcienczen),

» zastosowanie metody referencyjnej w celu weryfikacji uzyskanych wynikow,

» weryfikacje powtarzalnosci metody.

W przypadku badan dotyczacych analizy zmian somatycznych pracownie powinny
dysponowac¢ metodami umozliwiajacymi wykrywanie co najmniej 5% DNA z mutacja
w stosunku do DNA typu dzikiego, uwzgledniac¢ czutos¢ metody (LOD — granica wykry-
walnosci). Zawartosc tkanki nowotworowej powinna by¢ co najmniej dwukrotnie wyz-
sza od czutosci stosowane] metody.

Biorac pod uwage powyzsze oraz w szczegolnosci limitowana ilos¢ materiatu do badan
genetycznych, a takze stale powiekszajaca sie liczbe markeréw molekularnych koniecz-
nych do wykonania kompleksowej diagnostyki genetycznej w nowotworach ptuca, la-
boratorium wykonujace takie badania musi dysponowac¢ metodami takimi jak: gPCR,
FISH, sekwencjonowanie bezposrednie metoda Sangera, sekwencjonowanie nastep-
nej generacji (NGS).
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Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. fluorescence in situ hybridization,
FISH) Powszechnie stosowang technika w diagnostyce nowotwordw jest fluorese-
cencyjna hybrydyzacja in situ - FISH — umozliwia ona w sposoéb stosunkowo tatwy
i szybki, przeprowadzenie oceny rearanzacji (np. fuzji genowych) oraz amplifikacji
genow (analiza liczby kopii badanego genu). W metodzie wykorzystuje sie sondy
molekularne (unikalne sekwencje DNA) hybrydyzujgce do konkretnych regionow
na chromosomach. Metoda jest jeszcze dosy¢ popularna w wielu laboratoriach ze
wzgledu na dostepnosc sprzetu, odczynnikdw oraz stosunkowa fatwosc wykonania,
jednak z uwagi na jej wady metodyczne i aplikacyjne (m.in. wynikajace z faktu, iz na
jednym preparacie mozliwe jest analizowanie tylko jednego typu rearanzacji, meto-
da nie pozwala o identyfikacje partnera fuzyjnego oraz punktu ztamania, ma rowniez
ograniczong czutosc i specyficznosc), jest powoli wypierana przez nowoczesne tech-
niki oparte o gPCR, a w szczegolnosci przez sekwencjonowanie nastepnej generacji
(NGS). Jednak w przypadku raka ptuca jest jeszcze powszechnie stosowana do oceny
rearanzacji genowych ALK i ROST oraz amplifikacji genu MET.

gPCR (modyfikacja metody PCR, tzw. ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym), metoda
dedykowana do identyfikacji tylko znanych wariantéw genetycznych, metoda szybka,
charakteryzujaca sie wysoka czutoscia od 1% do 0,2%. Umozliwia identyfikacje zmian
genetycznych na materiale ze skapym utkaniem nowotworowym (okoto 5% utkania
nowotworowego) i ctDNA. Testowanie wariantow genetycznych metoda gPCR od-
bywa sie przewaznie za pomoca zestawow komercyjnych. Sa to zestawy gotowych
do uzycia odczynnikéw takich jak mieszaniny reakcyjne PCR z polimeraza, zestawy
sond i starteréw do konkretnych mutacji, a takze kontrole dodatnie poszczegdlnych
typow mutacji oraz kontrole endogenne umozliwiajace wykrycie inhibitorow reak-
cji PCR. Niewatpliwg zaleta gPCR jest jednoetapowosc reakcji i szybkos¢ wykona-
nia analizy. Stale opracowywane sa nowe rozwigzania technologiczne umozliwiajace
szybkie, czute i mniej pracochtonne wykrywanie mutacji somatycznych, pretendu-
jace do stworzenia tzw. przytdzkowej diagnostyki genetycznej. Takim rozwiazaniem
jest w petni zautomatyzowana platforma z certyfikatem CE VD (Idylla, Biocartis).
Urzadzenie automatycznie izoluje DNA ze skrawkow parafinowych, a nastepnie
przeprowadza reakcje gPCR. Caty cykl trwa okoto 2-3 godzin. Pomimo automatyzacji
wymagane jest jednak kwalifikowanie materiatu przez patomorfologa przed anali-
za molekularng, a obrébce moga by¢ poddawane wytacznie preparaty zawierajace
wysoki procent utkania nowotworowego i charakteryzujace sie dobra jakoscig ma-
teriatu (witasciwie utrwalone w bloczku parafinowym). Testy gPCR sa powszechnie
uzywane do diagnostyki zmian takich genach jak m.in. EGFR, KRAS, BRAF.

Sekwencjonowanie bezposrednie metoda Sangera: metoda stosowana do wykry-
wania zmian germinalnych i somatycznych — umozliwia badanie wybranych frag-
mentow DNA gendw, w ktoérych sg zlokalizowane poszukiwane warianty genetyczne;,
celowane badania wskazanych wariantéw genetycznych; weryfikacja obecnosci wa-
riantéw genetycznych uzyskanych w metodach wielkoskalowych NGS. Sekwencjono-
wanie metoda Sangera umozliwia stosunkowo szybka i niedroga analize wybranego
fragmentu DNA o dtugosci od 100 do 1000 nukleotyddw. Zaleta metody jest mozli-
wosc¢ identyfikacji nie tylko znanych zmian (tj. substytucji nukleotydowych, insercji,
delecji, zmian ztozonych o dtugosci od 1 do kilkuset nukleotyddw), ale tez nowych
wariantow DNA. Zastosowanie tej metody w diagnostyce wariantéw somatycznych
jest ograniczone z uwagi na fakt, iz umozliwia ona wykrycie wariantu tylko wtedy, gdy
wystepuje on w co najmniej 20% analizowanych czasteczek DNA. Sekwencjonowa-
nie metoda Sangera jest uznawane za ,ztoty standard” identyfikacji wariantéw gene-
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tycznych stad stosowanie tej techniki jako metody alternatywnej identyfikacji zmian
genetycznych jest zalecane jako tzw. dobra praktyka laboratoryjna. Nierzadko jest
tez jedynym sposobem zweryfikowania wyniku uzyskanego metoda NGS. Metoda ta
znajduje réwniez zastosowanie w precyzyjnym okresleniu wariantdw genetycznych
znajdujacych sie np. w eksonie 20 gendw EGFR i HER2 na potrzeby diagnostyki raka
ptuca.

Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS): technologia dedykowana do kom-
pleksowej diagnostyki genetyczne] umozliwiajacej jednoczasowa detekcje wielu
markerow molekularnych oraz wielu klas zmian genetycznych (zmiany punktowe,
mate delecje/insercje, duze delecje, amplifikacja, fuzje genowe) w tym tzw. sygnatur
genomowych takich jak MSI (niestabilnos¢ mikrosatelitarna), TMB (ocena tadunku
mutacyjnego guza), HRD (ocena deficytu rekombinacji homologicznej). W przy-
padku badan zmian germinalnych jak i somatycznych najczesciej zastosowanie
ma tzw. panelowe (celowane) sekwencjonowanie nastepnej generacji polegajace
na ocenie wybranej puli genéw. Do oceny materiatu histopatologicznego zaleca
sie, aby utkanie nowotworowe badanych preparatow stanowito nie mniej niz 20%
materiatu (w przypadku oceny statusu HRD nie mniej niz 30%). Zaleca sie wykony-
wanie makro- lub mikrodysekscji w celu uzyskania jak najwyzszego % utkania no-
wotworowego). Sekwencjonowanie nastepnej generacji jest obecnie coraz szerzej
wykorzystywana technika w diagnostyce genetycznej. Analiza oparta na NGS jest
procesem wieloetapowym. Czes¢ laboratoryjna skiada sie z izolacji kwaséw nukle-
inowych DNA/RNA, przygotowania bibliotek (pofragmentowania DNA i wzbogace-
nia — czyli wyselekcjonowania fragmentéw DNA zawierajgcych interesujace nas re-
giony) oraz samego procesu sekwencjonowania — odczytu kolejnych nukleotyddw
na sekwenatorze genomowym. Uzyskane dane sg nastepnie poddawane analizom
bioinformatycznym (tzw. potok analizy danych). Technologicznie NGS roézni sie cat-
kowicie od metody Sangera, a wydajnosc¢ jest nieporownywalnie wyzsza — mozliwe
jest sekwencjonowanie w tej samej reakcji nawet catego genomu. Zaawansowana
diagnostyka niedrobnokomorkowego raka ptuca (NDRP) jest jednym z lepszych
przyktadow mozliwosci zastosowania paneli genowych NGS do diagnostyki gene-
tycznej. Na chwile obecng jest to nowotwdr wymagajacy oceny najwiekszej liczby
markerow genetycznych w celu doboru witasciwego leczenia. Standardem jest juz
ocena statusu genu EGFR, rearanzacji genow ALK i ROSI, a niebawem pula bada-
nach markeréw zostanie rozszerzona do oceny statusu takich gendéw jak BRAF,
KRAS, HER2 oraz rearanzacji z udziatem gendéw RET, NTRKI1/2/3, MET, FGFRI/2/3,
AKT i innych. Biorac pod uwage liczbe badanych markerdow, rozne klasy mutacji
do oceny (warianty genetyczne, fuzje genowe, warianty splicingowe zlokalizowane
w intronach, amplifikacja), a takze bardzo ograniczona ilos¢ materiatu dostepna od
pacjentéw z NDRP, zastosowanie technologii NGS umozliwiajacej ocene wszyst-
kich powyzszych zmian w jednym badaniu staje sie w tym przypadku nieoceniona.

Waznym parametrem w kontekscie NGS jest liczba odczytdw (inaczej pokrycie, ang.
coverage) danego nukleotydu. Parametr ten odnosi sie do liczby odczytanych frag-
mentow DNA, w ktorych pojawit sie dany nukleotyd. Im wieksze pokrycie, tym wiek-
sza czutosc badania. W przypadku analiz wariantdéw germinalnych srednie pokrycie
wynosi przewaznie kilkadziesiat — kilkaset razy, natomiast w celu zidentyfikowania
wariantow somatycznych (w tkance guza lub w ctDNA) — niezbedne jest uzyskanie
znacznie wyzszej liczby odczytdw - siegajacej od 200 do 500 dla tkanki guza i nawet
do 5000 dla ctDNA. Technologie NGS wykorzystuje sie rowniez do pomiaru metylacji
oraz sekwencjonowania RNA i analizy transkryptomu, co obecnie pozostaje w zasa-
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dzie domena badan naukowych. Wyjatkiem jest analiza RNA na potrzeby detekgji
fuzji genowych w diagnostyce onkologicznej, m.in. raka ptuca i miesakéw. Techno-
logia RNAseq staje sie obecnie ztotym standardem identyfikacji fuzji genowych na
potrzeby kwalifikacji pacjentow do terapii ukierunkowanych molekularnie jak i rézni-
cowania Nowotworow.

» Inne techniki: ddPCR (ang. droplet digital PCR) — jedna z najbardziej czutych tech-
nik biologii molekularnej znajdujaca zastosowanie w badaniu wybranych wariantéow
genetycznych szczegodlnie na poziomie ctDNA.

Tabela 1. Zestawienie technik analizy DNA/RNA wykorzystywanych w diagnostyce no-

WOtWOrow.
Granica wy- Materiat ZASTOSOWANIE
TEST Pt Zalety Wady w diagnostyce
krywalnosci* badany 4
nowotworow
tatwe do wykonania, I
niskie wymagania umozliwia Lsae;;%ilgjvqa
gPCR 1-0,02% DNA, sprzgtowe, stosunkowo Wylkryvvame somatycznych: analiza
ctDNA niska cena, bardzo pojedynczych enéw no. EGER BRAE
szybki czas oznaczenia  zmian. !g<,QAS P ’ ’
(2-3h). ’
Wymagany jest . )
specjalistyczny 13:;;};] ngvqa
bardzo wysoka czutos¢, sprzet, dosyc comatveznveh — orzede
ctDNA, mozliwos¢ doktadnego  pracochtonne wez St{dmi/est go
ddPCR 1-0,001% DNA,  okreslenia liczby kopii w zestawieniu ideri/t Filacii vv;/riamévv
RNA zmutowanych alleli z qPCR, umozliwia opomyos'ciojvvych (np
(kopie/mi). \évézg%acz;ecaylko p.The790Met w genie
zmian. EGFR)
Relatywnie tania, R_elatyvvme” e
. . P niska czutosé, Ocena amplifikacji np.
Wymaga nie duza dostepnose, bick
mnigj niz 100 powszechnie znana sublektywna genu MET, czy genu
FISH . DNA T ' ocena, brak HER?Z2, ocena fuzji
komorek no- mozliwos¢ oceny ) )
wotworowych amplifikacji i fuzji Jasnych genowych min. ALK,
standardow oceny ROSI, RET.
genowych T
wynikow
Identyfikacja
wariantow
NP germinalnych: np.
ihél]giltlv?i)iacc'i znanych w genach BRCAY/
Sekwen- . Y )1 2 Y BRCAZ2 oraz
cjonowanie | nowych wariantow niska czutosc somatycznych
20% DNA  genetycznych, ' ) ,
metoda . pracochtonna (wytacznie w sytuacji,
powszechnie ) )
Sangera ) gdy wariant wystepuje
stosowana, relatywnie o
tania w Cco najmniej 20%
' czasteczek DNA
w analizowanej prébce
np. EGFR, BRAF, KRAS)
|dentyfikacja
Wymaaa wariantow
sy ag9ajq germinalnych
pecjalistycznego Csomatveznveh
iy i drogiego sprzetu, tycznych, )
wysoka czutose, racochionne szerokie profilowanie
mozliwos¢ identyfikacji P ' genetyczne,
. i wysoka cena ; ; .
DNA,  wielu markeréw A identyfikacja
U i za pojedyncze -
NGS 5-0,01% ctDNA, iwieluzmian (znanych ) fuzji genowych.
. A oznaczenie
RNA i nowych) w jednym ' Panele genowe

doswiadczeniu z jednej
porcji materiatu.

w szczegdlnosci

w przypadku analiz
wymagajacych
wysokiego
pokrycia

wykorzystywane

s3 W wielu typach
nowotwordw takich jak
rak ptuca, rak tarczycy,
rak jajnika, rak piersi,
miesaki i inne.

* Granica wykrywalnosci (ang. limit of detection, LOD)




Perspektywy rozwoju diagnostyki genetycznej w raku ptuca - Kompleksowe pro-
filowanie genetyczne CGP (ang. Comprehensive Genomic Profiling)

Badania genetyczne staty sie juz nieodtaczna czescia procesu diagnostyczno-terapeu-
tycznego pacjenta onkologicznego. Liczba nowotwordw, w ktdrych badania genetycz-
ne odgrywaja istotna role stale sie zwieksza. W slad za tym zwieksza sie liczba terapii
onkologicznych ukierunkowanych na okreslone cele molekularne. Coraz wiecej z tych
terapii ma charakter agnostyczny, czyli ukierunkowany nie na okreslony typ nowotwo-
ru tylko na dany typ zmiany genetycznej. Przyktadem moga tu byc¢ leki ukierunkowa-
ne na komorki nowotworowe z zaburzeniem (fuzja genowa) gendw z rodziny NTRK.
Te rearanzacje sg bardzo rzadkie, zwykle wystepuja w nowotworach z czestoscig okoto
1%, ale w przypadku zidentyfikowania takiej zmiany u pacjenta onkologicznego terapia
bedzie bardzo efektywna. Stale powiekszajaca sie liczba markerow genetycznych ko-
niecznych do okreslenia w poszczegdlnych grupach pacjentéw sprawia, ze jeszcze do-
sy¢ powszechne w laboratoriach testy jednogenowe tracg racje bytu na korzys¢ technik
wielkoskalowych takich jak sekwencjonowanie nastepnejgeneracji (NGS). Podyktowane
jest to rowniez dostepnoscig materiatu tkankowego od pacjenta. Przy prostych testach
genetycznych wykonanie kazdej kolejnej analizy uwzgledniajacej nastepny marker ge-
netyczny zwykle wymaga kazdorazowego zuzycia kolejnych porcji materiatu tkankowe-
go do analizy genetycznej (testowanie wieloetapowe), co w niektdrych sytuacjach np.
w raku ptuca moze doprowadzi¢ do catkowitego wykorzystania materiatu tkankowego
pacjenta jeszcze przed zakonczeniem wymaganego procesu diagnostycznego. Dlate-
go coraz wiecej lekarzy decyduje sie na zlecanie badan w technologii NGS. Wykorzy-
stywane sa rowniez panele kilkunastogenowe dedykowane takim nowotworom jak rak
ptuca, tarczycy czy wybranym zespotom nowotworowym o charakterze dziedzicznym.
Sfinansowanie, przez NFZ takich, nieduzych paneli NGS jest mozliwe w okreslonych sy-
tuacjach i rozpoznaniach w tzw. lecznictwie szpitalnym jako zaawansowane badanie
genetyczne o wartosci 4 000 zt. Z drugiej jednak strony nalezy zwrdéci¢ uwage, ze bada-
nia NGS finansowane sg na granicy optacalnosci i wiele laboratoriow nie moze pozwolic¢
sobie na inwestycje w droga aparature taka jak sekwenatory genomowe pozostajac
WCigz przy wykonywaniu testow genetycznych podstawowymi technikami biologii mo-
lekularnej. W przypadku badan genetycznych wykonywanych w technologii sekwen-
cjonowania nastepnej generacji, poza drogim sprzetem i odczynnikami, niezbedny jest
tez doswiadczony personel posiadajgcy duze zdolnosci manualne w zakresie ztozonych
czynnosci laboratoryjnych wymaganych do obstugi sekwenatoréw genomowych oraz
wielu urzadzen peryferycznych wykorzystywanych w kolejnych etapach wykonywania
badania NGS. Ponadto niezbedna jest duza wiedza z zakresu bioinformatyki pozwalaja-
ca na wiasciwe przetwarzanie duzych ilosci danych genomowych uzyskiwanych w tego
rodzaju badaniach wielkoskalowych oraz wiedza pozwalajgca na wtasciwa interpretacja
i klasyfikacje zidentyfikowanych wariantow genetycznych. Powyzsze aspekty sprawiaja,
ze dostep do badan genetycznych NGS wciaz jest ograniczony.

Omawiajac wspodtczesne badania genetyczne nalezy wspomniec¢ o tzw. komplekso-
wym profilowaniu genetycznym (CGP, ang. Comprehensive Genomic Profiling). Jest
to badanie wykonywane w technologii sekwencjonowania nastepnej generacji prze-
znaczone do kompleksowej diagnostyki genetycznej, pozwalajace na przeprowadzenie
jednoczasowej oceny wielu regionéw genomu. NGS stanowi grupe technik zréznico-
wang pod wzgledem czutosci, specyficznosci, rozmiaru analizowanych fragmentéw
oraz liczby sekwencjonowanych genéw. Omawiane wczesniej, finansowane przez NFZ
panele to tzw. mate panele genowe, w przypadku ktérych zakres oceny jest zawezony
do wybranych regionéw gendw, stanowigcych przedmiot zainteresowania. Natomiast
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technologie kompleksowego profilowania genomowego, umozliwiajace jednoczesna
analize znacznie wiekszej liczby gendw pod wzgledem kazdego rodzaju aberracji to
tzw. duze panele NGS - CGP (ang. Comprehensive Genomic Profiling). Badania kom-
pleksowego profilowania genomowego, wykonywane metoda wysokoprzepustowego
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) to testy umozliwiajace wykrywanie czte-
rech gtownych klas zmian genomowych, o znanym zwiazku z rozwojem nowotworow
ztosliwych: substytucji, insercji i delecji i zmian liczby kopii genodw, a takze wybranych
rearanzacji genowych i sygnatur genomowych w DNA lub DNA/RNA wyizolowanym
Z probki guza, utrwalonej w parafinie i zatopionej w bloczku parafinowym lub w kraza-
cym we krwi DNA pochodzenia nowotworowego (ctDNA). W tego typu badaniach zwy-
kle analizie poddawane jest w zaleznosci od producenta testu od 300 do 500 gendéw
jednoczesnie, analizowane sa takze sygnatury genomowe MSI, TMB i HRD. Dlatego
wynik takiego szerokiego badania NGS jest nazywany kompleksowym profilowaniem
genetycznym.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze tego typu badania maja zasadnosc¢ jedynie w okreslonych
przypadkach klinicznych wybranych nowotwordw. Wykonywanie ich w catej populacji
chorych wymagajacych okreslonych badan genetycznych nie znajduje zastosowania
i jest kosztowo nie uzasadnione.

Tabela 2. Zastosowanie sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) w raku ptuca.
W tabeli przedstawiono zakresy najczesciej wykonywanej analizy z wykorzystaniem

NGS.
Typ Sekwencjonowanie Sekwencjonowanie Uwagi
nowotworu NGS z wykorzystaniem NGS z wykorzystaniem
matych paneli paneli CGP
Ocena zmian somatycznych
Wskazane — w wybra- w celach diagnostyczno-
Ocena statusu gendw nych przypadkach. Ieczniczycb. Ocena 300 ‘
EGER ALK ROST oraz Konieczne w przypadku —-500 gendéw na poziomie
Nowotwory K/QAS' BRAF HER? MET braku materiatu tk.an— DNA, vv‘tym czesci z nich na
ptuca RET NTPK F'GF/Q AKT ’ kave_go lub materiatu pOZ|c_)m|e.F2NA‘\_/v celu po-
P/KéCA SfKH KEAPI ’ medlagnostycz‘nego szukiwania fuzji genowych.
! ! ’ —ocena na poziome Ocena sygnatur genomo-
ctDNA wych takich jak MSI, TMB
i HRD.

Nowotworem, ktéry bezwzglednie wymaga badania genetycznego z zakresu komplek-
sowego profilowania nowotworu jest niedrobnokomaorkowy rak ptuca (NDRP). Rak ptu-
ca to nowotwor, w ktorym jest dostepnych najwiecej terapii celowanych, a tym samy
diagnostyka genetyczna jest najbardziej rozbudowana. Poza lekami dostepnymi w ra-
mach programow lekowych istnieje duza grupa lekéw, ktdra jest dostepna w ramach
badan klinicznych. Ponadto poza koniecznosciag analizy podstawowych zmian genetycz-
nych takich jak zmiany pojedynczych nukleotydéw, czy analiza matych delecji insercji
wymagane jest takze ocenianie takich rearanzacji genetycznych jak fuzje genowe czy
amplifikacje gendéw. W identyfikacji tego rodzaju zaburzen genetycznych najlepiej spra-
wuja sie duze panele NGS — CGP poniewaz analizuja one genom ze znacznie wieksza
dokfadnoscia i rozdzielczoscig niz mate panele NGS. Ponadto mate panele nie umozli-
wiajg zwykle oceny wszystkich klas mutacji w jednym badaniu nawet w matej puli ge-
Now stad zasadnosc zastosowania kompleksowego profilowania genetycznego. Szersza
analiza genetyczna umozliwi rowniez poznanie ewentualnych mechanizmmoéw komaor-
kowych, ktorych dziatanie moze wptywac na efektywnosc leczenia celowanego oraz im-
munoterapii, a takze pozwoli zidentyfikowac np. mechanizmy kardiotoksycznosci.




W ramach kompleksowego profilowania genetycznego nalezy rowniez wspomniec
o mozliwosci oceny profilu genetycznego na poziomie ctDNA. Ma to rowniez kluczo-
we zastosowanie w nowotworach ptuca w przypadkach gdy mamy do czynienia z ma-
teriatem niediagnostycznym lub sytuacja kiedy materiat tkankowy nie jest dostepny,
a sytuacja kliniczna pacjenta wymaga wykonania profilowania genetycznego o mozli-
wie najszerszym zakresie. Panele NGS wykonywane na ctDNA/CtRNA, zwykle o zakresie
analizy mniejszym niz ma to miejsce w przypadku paneli wykonywanych na tkance,
pozwalajace ocenic kilka lub nawet kilkadziesiat gendw z uwzglednieniem analizy roz-
nych klas zmian genetycznych, ze wzgleddw na koszty technologii dedykowanej do
analizy ptynnej biopsji rowniez nalezy zaliczy¢ do grupy badan kompleksowego profi-
lowania genetycznego. Koszt kilkudziesieciogenowego panelu wykonanego na ctDNA
wyceniany jest w zaleznosci od zakresu analizy od 6 000 do 12 000 zt.

Nowe swiadczenie gwarantowane w postaci kompleksowego profilowania genetycz-
nego wykonywane metoda NGS w raku ptuca powinno spetnia¢ nastepujace kryteria:

» dopuszczenie obrotu (CE); jezeli dotyczy;

» CO najmniej 300 gendw w panelu w tkance nowotworowej; lub sygnatury
genomowej HRD w tkance nowotworowej; lub paneli oceniajgcych zmiany w co
najmniej kilkunastu genach na poziomie pozakomarkowych kwasdw nukleinowych
(ctDNA);

» wykrywanie najwazniejszych klas zmian genomowych: substytucji, insercji i delecji,
zmian liczby kopii gendéw i rearanzacji;

» ocena wszystkich zmian molekularnych i sygnatur molekularnych, ktorych
oznaczenie jest wymagane jako warunek refundacji lub zastosowania (wg wskazan
rejestracyjnych na terytorium Unii Europejskiej) wszystkich terapii ukierunkowanych
molekularnie lub immunoterapii aktualnie objetych refundacja w Polsce lub
zarejestrowanych w Unii Europejskiej u chorych z dowolnym nowotworem
ztosliwym;

» Mozliwos¢ oceny gestosci mutacji z probki tkanki (TMB, Tumor Mutational Burden),
stanowigcej iloéciowy marker odpowiedzi na immunoterapie anty-PD-1/anty-PD-LJ;

» mozliwos¢ oceny niestabilnosci mikrosatelitarnej w tkance nowotworowe]

(MSI, Microsatellite Instability), stanowiacej ilosciowy marker odpowiedzi na
immunoterapie anty-PD-1/anty-PD-L];

» wyniki dostarczane w postaci raportu zawierajacego wyszczegolnienie zmian
genomowych istotnych klinicznie (jednoznacznie odrézniony od wariantéow
O nieznanym znaczeniu) i sygnatur molekularnych;

» wskazanie opcji terapii ukierunkowanych molekularnie (niezaleznie od producenta)
odpowiadajacych profilowi genomowym guza badanego pacjenta;

» wskazanie terapii w fazie badan klinicznych, o ile badania sa prowadzone

Natomiast kryteria dotyczace medycznych laboratoriow diagnostycznych wykonuja-
cych kompleksowe profilowanie genetyczne powinny by¢ nastepujace:

1. Medyczne laboratorium diagnostyczne wpisane do ewidencji Krajowej Rady Dia-
gnostdow Laboratoryjnych

2. Wyposazenie w sprzet i aparature medyczna:

» aparatura dedykowana do badan CGP NGS - sprzet laboratoryjny umozliwiajacy
wykonywanie badan genetycznych na materiale tkankowym w postaci blocz-
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kow parafinowych, cytologii, krwi obwodowej oraz pozakomaorkowych kwasow

nukleinowych (badania z ptynnej biopsji).

wysokoprzepustowy sekwenator genomowy NGS

» CGP tkanka: sekwenator zapewniajacy uzyskanie podczas jednej reakcji, nie
mniej Niz 130 milionéw odczytéw,

» CGP ctDNA: zapewniajagce uzyskanie podczas jednej reakcji, nie mnigj niz 1,2
miliarda odczytow

Sekwenator kapilarny umozliwiajgcy odczyt sekwencjonowania Sangera

niezbedny sprzet peryferyjny w tym: termocyklery real-time, termocyklera kla-

syczne, komory laminarne, wirdwki, pipety automatyczne, fluorymetry/spektro-

fotometry iinne.

Kryteria jakosciowe

Medyczne laboratorium diagnostyczne z udokumentowanym co najmnigj

3-letnim doswiadczeniem pracy w zakresie badan NGS w onkologii, posiadajace

krajowe | miedzynarodowe certyfikaty jakosci badan genetycznych we wskaza-

nych typach nowotworow:

» Certyfikat Polskiego Towarzystwa Genetyki Cztowieka (PTGC) w zakresie sto-
sowania technologii NGS w badaniu zmian somatycznych

» Certyfikat Polskiego Towarzystwa Genetyki Cztowieka (PTGC) w zakresie sto-
sowania technologii NGS w badaniu zmian germinalnych

» Certyfikat miedzynarodowej kontroli jakosci zakresie badania technika NGS
w zakresie wykrywania zmian somatycznych i germinalnych.

Personel:

kierownik medycznego laboratorium diagnostycznego wykonujacego badania
z zakresu genetyki ze specjalizacja z laboratoryjnej genetyki medycznej, z co
najmniej 5-letnim doswiadczeniem z zakresu onkogenetyki

diagnosta laboratoryjny ze specjalizacjg w dziedzinie laboratoryjnej genetyki
medycznej lub w trakcie specjalizacji, co najmniej dwdch diagnostow labora-
toryjnych, i/lub biolodzy/biotechnolodzy. Wszyscy pracownicy posiadajg udoku-
mentowane (minimum 5-letnie) doswiadczenie pracy z materiatem tkankowym
w postaci bloczkdéw parafinowych, cytologii, krwi obwodowej oraz pozakomoar-
kowych kwasow nukleinowych (badania z ptynnej biops;ji)

udokumentowana wspotpraca laboratorium z lekarzem patomorfologiem (za-
trudniony w jednostce lub umowa)

udokumentowana wspodtpraca laboratorium z poradnig genetyczna dla zmian
germinalnych (zatrudniony w jednostce lub umowa)

Wskazania do wykonania badania:

Pacjenci z rozpoznaniem:

» raka ptuca (ICD-10 C 34);

Pozostate wymagania:

» Czas dostarczenia wyniku badania do 21 dni roboczych.




Propozycja koddéw ICD9 dla Kompleksowe profilowanie genetyczne - CGP

Polska Koalicja Medycyny Personalizowanej zainicjowata prace nad wprowadzeniem
do klasyfikacji ICD9 koddéw badan genetycznych w kategorii AA — Badania Laboratoryj-
neiinne z kodem: Z — Badania genetyczne.

Tabela 3.
Sekwencjonowanie NGS dla
paneli genowych — panel
Badanie mole- oceniajacy sekwencje kodujace
) kularne — Tech- lub wybrane fragmenty gendw
badania Badania nika specjalna w 300 i wiecej genach (zmian
AA | laboratoryj- | Z zo7 | NIKasped 207.1 ceejgena Y
e genetyczne biologii moleku- somatyczne i germinalne oce-
neiinne : -
larnej niane w tkance) Kompleksowe
profilowanie genetyczne - CGP
(ang. Comprehensive Genome
Profiling)
Sekwencjonowanie NGS dla
paneli genowych — panel
Badanie mole- oceniajacy sekwencje kodUJa/ce
lub wybrane fragmenty genow
) kularne — Tech- I . i
badania Badania nika specialna w 300 i wiecej genach (zmiany
AA | laboratoryj- | Z Z0o7 | . bec) Z07.4 | oceniane w pozakomorkowych
. genetyczne biologii moleku- ;
neiinne h kwasach nukleinowych —
larnej ) )
ptynna biopsja). Kompleksowe
profilowanie genetyczne - CGP
(ang. Comprehensive Genome
Profiling)

Bariery techniczne i systemowe uniemozliwiajagce wprowadzenie powszechnego
dostepu do zaawansowanej diagnostyki genetycznej.

» Dotychczasowe zapisy regulujgce zastosowanie i finansowanie badan genetycznych
skonstruowano w oparci o klasyczne metody biologii molekularnej i mate panele
genowe NGS. Nie uwzgledniajg one mozliwosci wykorzystania i finansowania
wyzej wymienionej technologii CGP do zaawansowanych diagnostycznych
badan genetycznych rozliczanych w umowie lecznictwo szpitalne kompleksowej
diagnostyki genetycznej w chorobach nowotworowych.

» Wociaz mamy do czynienia ze znacznym odsetkiem preparatow w postaci bloczkow
parafinowych, ktdrych niska jakos¢, spowodowana zaniedbaniami w procesach
utrwalania materiatu tkankowego, uniemozliwi wykonanie tak zaawansowanego
badania genetycznego jak kompleksowe profilowanie genetyczne wymagajgcego
analizy rozlegtych regionéw genomu. Odsetek badan niediagnostycznych dla tej
zaawansowanej technologii siega 20% wykonanych analiz.

» Duza barierg w rozwoju zaawansowanej diagnostyki genetycznej jest rowniez brak
mozliwosci korzystnego finansowania badan genetycznych zlecanych z poziomu
ambulatorium. W ramach ambulatorium maksymalny koszt rozliczeniowy
procedury genetycznej to 530 punktéw co przektada sie na kwote, w zaleznosci
od wyceny punktowej na 600 — 800 zt. Taka kwota nie umozliwia wykonywania
nawet matych paneli NGS, przykfadowo paneli, dedykowanych do oceny statusu
gendw niezbednych do kwalifikacji pacjentéw z rakiem ptuca do licznych terapii
celowanych. Jest to szczegdlnie wazne kiedy nie mamy dostepu do materiatu
tkankowego lub materiat tkankowy nie nadaje sie do analizy, gdzie nalezy wykonac
ocene z materiatu swiezego jakim jest krew obwodowa z ktorej izoluje sie ctDNA.
Podobna sytuacja dotyczy rozliczania badan genetycznych ze swiezych materiatow
biopsyjnych, ktérych pobranie nie wymaga hospitalizacji. Ta sytuacja jest rowniez
problematyczna nie tylko dla diagnostyki guzow litych, ale rowniez nowotwordow
hematologicznych.
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Wprowadzenie

Rak ptuca pozostaje jednym z najczestszych (obok raka piersi i gruczotu krokowego)
nowotworéw ztosliwych w Polsce i na Swiecie oraz przyczyna najwiekszej liczby zgondw
nowotworowych [1,2]. Gtownym typem histologicznym raka ptuca, dotyczacym okoto
85% wszystkich przypadkow, jest niedrobnokomaorkowy rak ptuca (NDRP), ktory z kolei
obejmuje podtyp gruczotowy (okoto 40% przypadkow), ptaskonabtonkowy (okoto 30%),
wielkokomadrkowy (okoto 10%) i inne postaci morfologiczne (okoto 5%) [3]. W ostatnich
dekadach dokonat sie znaczacy postep w dziedzinie badan molekularnych nad me-
chanizmami kancerogenezy w raku ptuca, ktéry doprowadzit do lepszego zrozumie-
nia réznic pomiedzy typami i podtypami tego nowotworu na poziomie genetycznym
i opracowania nowych, personalizowanych form leczenia.

Medycyna personalizowana (ang. personalised medicine lub precision medicine)
w raku ptuca oparta jest na zintegrowanym podejsciu klinicznym do chorego, tgczacym
precyzyjne diagnozowanie choroby na poziomie molekularnym i terapie z uzyciem se-
lektywnych lekow, dziatajacych specyficznie na komorki nowotworowe prezentujace
wspolny, charakterystyczny profil genetyczny, w ktérym dominuje onkogen, najczesciej
btonowy receptor czynnika wzrostu, aktywujacy szlaki sygnatowe, stymulujace (kieruja-
ce) transformacje nowotworowa (ang. oncogenic driver) [4]. Onkogen petni zazwyczaj
role biomarkera predykcyjnego, pozwalajac zidentyfikowac specyficzny profil moleku-
larny guza oraz okresli¢ prawdopodobienstwo uzyskania odpowiedzi w przypadku za-
stosowania swoistej metody leczenia. Diagnostyka molekularna pozostaje tutaj nieroz-
tacznym partnerem onkologii klinicznej jako kluczowy etap algorytmu postepowania
z chorym (tzw. diagnostyka towarzyszaca, ang. companion diagnostics), niezbedny do
podjecia decyzji o wyborze optymalnej, ,spersonalizowanej” strategii leczenia [5].

Niedrobnokomorkowy rak ptuca jest trudnym celem diagnostycznym zaréwno ze
wzgledu na znaczace zroznicowanie klondw komorek nowotworowych w samym gu-
zie (heterogennos¢ nowotworu), jak i utrudniony dostep do dobrego jakosciowo, infor-
matywnego materiatu diagnostycznego u chorych na zaawansowane postaci choro-
by. Ztotym standardem w diagnostyce molekularnej NDRP nadal pozostaje badanie
tkanki nowotworowej. Wykorzystywane sg tu przede wszystkim materiaty utrwalone
w formalinie i zatopione w parafinie (ang. formalin-fixed paraffin-embedded tissue,
FFPET) oraz réznego typu materiaty cytologiczne, zwtaszcza utrwalone w postaci cy-
tobloku, pochodzace z biopsji cienko- i gruboigtowych (przezoskrzelowe, przez sciane
klatki piersiowej), wymazy szczoteczkowe z oskrzela, osady komorek z ptynu z optucnej,
poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych czy ptynu osierdziowego.

Diagnostyka NDRP wykorzystujgca materiat tkankowy jest jednak obarczona szere-
giem ograniczen, ktére w istotny sposodb wptywaja na skutecznosc¢ stosowanych me-
tod molekularnych. W wielu sytuacjach uzyskanie wycinkéw metoda biopsji jest in-
wazyjnym zabiegiem, ktory wiaze sie z ryzykiem powiktan, a pobrany materiat zwykle
reprezentuje tylko jedno umigjscowienie nowotworu, co nie pozwala oceni¢ statusu
zaburzen genetycznych w odlegtych przerzutach. Ponadto heterogennos¢ komaorkowa
i molekularna tkanki nowotworowej znaczaco obniza czutos¢ badania molekularnego.
W dobie rozwoju terapii spersonalizowanej konieczna jest nie tylko wiarygodna analiza
zaburzen genetycznych o znaczeniu predykcyjnym w pierwotnym materiale nowotwo-
rowym, uzyskanym od chorego przed wdrozeniem leczenia, ale rowniez monitorowa-
nie statusu szeregu zmian mMmolekularnych warunkujacych opornosc na leczenie celo-
wane. W praktyce klinicznej wykonanie powtdrnej biopsji choremu z progresjg choroby
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celem pogtebionej analizy molekularnej jest rzadko stosowane. Obecnie prowadzone
s3 badania nad ocena przydatnosci klinicznej réznego typu materiatdw biologicznych
innych niz tkanka guza, pozyskiwanych zabiegami o minimalnym stopniu inwazyjnosci,
ktore mogtyby stanowi¢ dodatkowe zrédto nowotworowego materiatu genetycznego
na potrzeby diagnostyki molekularnej.

Biopsja ptynna i pozakomérkowy materiat genetyczny nowotworu

W ostatnich latach duze zainteresowanie i nadzieje onkologdw budzi tzw. ptynna biop-
sja (ang. liquid biopsy), czyli metoda diagnostyczna, w ktérej nowotworowy materiat
genetyczny do badan molekularnych pozyskuje sie z krwi obwodowej lub innego ptynu
Z ciata chorego. W krwiobiegu kazdego cztowieka, niezaleznie od stanu zdrowia, obec-
na jest frakcja wolnych, tj. wystepujacych poza komorka, kwaséw nukleinowych DNA
i RNA (ang. cell-free DNA/RNA, cfDNA/RNA). U chorych na rézne typy nowotwordw,
czesc frakeji cfDNA/RNA stanowi materiat genetyczny uwolniony bezposrednio z ko-
morek guza (ang. circulating tumor DNA/RNA, ctDNA/RNA) oraz krazacych komorek
nowotworowych (ang. circulating tumor cells, CTCs) [6,7]. Odkrycie zjawiska pozako-
morkowych kwasow nukleinowych we krwi otworzyto perspektywe wykorzystania krwi
(i innych ptynoéw ciata) jako surogatowego (zastepczego) materiatu biologicznego do
analizy genetycznej wariantdw somatycznych, w szczegdlnosci w diagnostyce moleku-
larnej chordb nowotworowych, gdzie dotychczas jedynym zrodtern DNA/RNA do ba-
dania byta tkanka guza. Najwieksze zalety takiego podejscia diagnostycznego to niska
inwazyjnosc¢ zabiegu pozyskania materiatu oraz mozliwos¢ wykonania badania mole-
kularnego na kazdym etapie postepowania klinicznego z chorym, tj. zaréwno przed, jak
i w trakcie leczenia, niezaleznie od dostepnosci tkanki guza (rycina 1).

Rycina 1. Mozliwosci wykorzystania krwi obwodowej jako ptynnej biopsji w personalizo-
wanej terapii niedrobnokomarkowego raka ptuca (NDRP).
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Krew obwodowa pobrana od chorego na zaawansowane postaci NDRP przed lecze-
niem mogtaby stuzy¢ do diagnostyki mutacji somatycznych (m.in. EGFR) | rearanza-
cji genowych (m.in. ALK, ROS]T) pod katem kwalifikacji do leczenia inhibitorami kinazy
tyrozynowej lub do oceny ekspresji PD-L1 i wskaznika obcigzenia mutacyjnego (TMB)
jako markerow predykeyjnych w immunoterapii, o ile pozyskanie i analiza molekularna
tkanki nowotworowej nie bytaby mozliwa. Plynna biopsja moze byc¢ rowniez wykorzy-
stana do okreslania molekularnego mechanizmu opornosci (np. wykrywania muta-
cji EGFR p.T790M u chorych z progresjg po leczeniu inhibitorami kinazy tyrozynowej
EGFR) pod katem kwalifikacji chorego do kolejnej linii leczenia i/lub wczesnego wy-
krywania progresji choroby na poziomie molekularnym. Dodatkowo, osocze krwi jest
zrodtem biatek i metabolitow do analiz multiomicznych, ktére moga uskutecznic¢ kon-
wencjonalne metody obrazowe stosowane w badaniach przesiewowych i diagnostyce
roznicowej guzkow.

Mechanizmy uwalniania kwasdw nukleinowych do sSwiatta naczyn krwionosnych przez
komorki guza sa przedmiotem wielu badan. Gtdwne procesy odpowiedzialne za uwal-
nianie materiatu genetycznego do krwiobiegu to smieré komadrek na skutek apoptozy
i martwicy, mechaniczne uszkodzenie tkanek na skutek intensywnego wzrostu guza
oraz bardziej ztozone procesy aktywnego uwalniania DNA i RNA przez komorki [8].
Efektem zachodzenia tych proceséw jest pojawienie sie we krwi chorego mieszaniny
pozakomorkowych kwasdw nukleinowych, pochodzacych zaréwno z komaorek nowo-
tworowych, jak i prawidtowych w zmiennych proporcjach, ktére zalezg od indywidu-
alnej charakterystyki i przebiegu choroby. Liczne badania wskazuja, ze nowotworowa
frakcja pozakomorkowego DNA (ctDNA) zwykle stanowi od okoto 0,1% do ponad 10%
catkowitej krazacej puli DNA, co implikuje koniecznos¢ stosowania metod analitycz-
nych o bardzo wysokiej czutosci detekcji [9]. Posrod czynnikdw regulujacych poziom
ctDNA we krwi 0séb z chorobag nowotworowa wskazuje sie m.in. stadium choroby (pro-
ces zaawansowany miejscowo versus zmiany rozsiane), catkowita mase nowotworu
w organizmie chorego, stopien unaczynienia guza, wskaznik mitotyczny i apoptotyczny
komorek nowotworowych, inwazyjny potencjat nowotworu. Krazace komorki nowotwo-
rowe, czyli komaorki guza, ktdre nabyty inwazyjny potencjat w procesie przejscia epite-
lialno-mezenchymalnego (EMT), oddzielity sie od gtdwnej masy nowotworu i wniknety
do Swiatta naczynia krwionosnego rowniez moga stanowic jedno ze zrodet ctDNA, bo-
wiem wiekszos¢ CTCs rozpada sie na skutek mechanicznego stresu powodowanego
cisnieniem i przeptywem krwi. Warto podkresli¢, ze ctDNA uwalnianie jest z rézng in-
tensywnosciag przez komorki nowotworowe w catym okresie przebiegu choroby nowo-
tworowej, poczawszy od wczesnych, przedinwazyjnych postaci raka. Ponadto, krew ob-
wodowa niesie ctDNA pochodzace z réznych lokalizacji ognisk nowotworowych (z guza
pierwotnego, z odlegtych przerzutow, z kragzacych we krwi mikroprzerzutéw) oraz roz-
nych populacji komarek rakowych obecnych w organizmie chorego.

Jednoczesnie z procesami uwalniania kwasdw nukleinowych do krwiobiegu stale funk-
cjonuja mechanizmy ich eliminacji z krwi, wsréd ktérych wazna role przypisuje sie ak-
tywnosci enzymow nukleolitycznych osocza. Z tego powodu, frakcja cfRNA reprezen-
towana jest gtéwnie przez krotkie (21-23 nukleotydy), jednoniciowe czasteczki miRNA
(mikroRNA) z powodu ich wiekszej odpornosci na degradacje nukleolityczna niz tran-
skrypty matrycowego RNA (MRNA) czy dtugi, niekodujacy RNA (IncRNA). U chorych na
raka ptuca, oprécz krwi obwodowej (osocze, surowica), pozakomaorkowe kwasy nukle-
inowe wykrywa sie rowniez w innych ptynach ciata, m.in. ptynie mézgowo-rdzeniowym,
slinie, ptynie optucnowym i moczu, przy czym najlepiej rozwinieta jest obecnie metody-
ka badania cfDNA we krwi.
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Pozakomadrkowe kwasy nukleinowe wystepuja we krwi i innych ptynach ciata w postaci
réznych struktur biologicznych i form biochemicznych, ktérych rodzaj i ilosciowy udziat
w ogdlnej frakcji cfDNA/RNA zalezny jest w duzym stopniu od okreslonego mechani-
zmu uwalniania. Wsrod dotychczas opisanych struktur i form cfDNA wyrdznia sie m.in.
nukleosomalny DNA (fragmenty odpowiadajgce dtugoscia mono-, di-, tri-, polinukle-
osomom, powstajgce najczescie] w wyniku apoptotycznego ciecia chromatyny), DNA
o duzej masie czasteczkowej (fragmenty dtugosci >10 000 par zasad generowane gtow-
nie podczas nekrotycznej degradacji chromatyny jadrowej), pozachromosomalny koli-
sty DNA (ang. extrachromosomal circular DNA, eccDNA), kompleksy DNA-biatko, DNA
zwigzane z pecherzykami zewnatrzkomaorkowymi (ang. extracellular vesicles, EVs), mi-
tochondrialny DNA, zewnatrzkomaorkowe sieci neutrofilowe (ang. neutrophil extracel-
lular traps, NETs), fragmenty jednoniciowego DNA [10]. Pakowanie pozakomaorkowego
MRNA do wnetrza egzosomow, sferycznych pecherzykow btonowych, wydzielanych
przez wiekszos¢ komorek eukariotycznych, zwieksza jego stabilnos¢ we krwi, umozli-
wiajac detekcje i analize transkryptow na poziomie wybranych gendw (metody RT-gP-
CR, ddPCR) lub catego transkryptomu (techniki NGS, RNA-Seq). Uwaza sig, ze rézne
struktury i formy pozakomorkowych kwaséw nukleinowych prezentuja potencjalna
przydatnos¢ diagnostyczng jako biomarkery m.in. toczacego sie procesu Nowotworo-
wego, stanu zapalnego lub infekcji (bakteryjnej, wirusowej, pasozytniczej); na catym
Swiecie prowadzone sg badania w tym zakresie.

Aspekty fazy przedanalitycznej w badaniu ptynnej biopsji

W celu wykonania badania molekularnego materiatu genetycznego z ptynnej biopsiji,
krew obwodowa zwykle pobiera sie od pacjenta w konwencjonalny sposdb, poprzez
wktucie igty w zyte w zgieciu tokciowym, cho¢ mozna tez wykorzystac wczesniej zatozo-
ny wenflon. Wskazane jest pobieranie krwi na czczo, przy wyréwnanym cisnieniu (nie
bezposrednio po wysitku) przez wyszkolony personel szpitalny lubb ambulatoryjny. Ptyn-
Nna biopsje pobiera sie do probowek hematologicznych zawierajacych K3-EDTA jako
antykoagulant i/lub inne $rodki konserwujgce i stabilizujace, ktore zapobiegajg kon-
taminacji pozakomarkowej frakcji DNA/RNA materiatem genetycznym z jadrzastych
komorek krwi i zapewniaja skuteczna inhibicje enzymow nukleolitycznych. Od pewne-
go czasu dostepne sg komercyjnie specjalne probéwki hematologiczne, przeznaczone
wytgcznie do pobierania krwi w celu analizy pozakomorkowych kwaséw nukleinowych
(odpowiednio, probowki przeznaczone do analizy cfDNA, cfRNA i CTCs) w ramach ba-
dan naukowych (symbol Research Use Only, RUQO) lub diagnostyki (symbol In Vitro
Diagnostics, IVD). O ile tradycyjne probdowki hematologiczne, zawierajace K3-EDTA za-
bezpieczajg cfDNA przez okres co najmnigj kilku-kilkunastu godzin w warunkach chto-
dzenia (temperatura 4-8°C), to specjalne préobdwki do ptynnej biopsji skutecznie chro-
nig pozakomaorkowy materiat genetyczny nawet przez okres kilku dni w temperaturze
pokojowej (zaleznie od specyfikacji producenta), dzieki czemu mozna je stosowac do
dtugotrwatego transportu krwi, np. pomiedzy odlegtymi osrodkami klinicznymi i cen-
tralnym laboratorium diagnostycznym [11].

Przedanalityczna obrobka krwi powinna zapewnic¢ przede wszystkim szybka i bezpiecz-
na separacje osocza od frakcji komorkowej, aby nie dopusci¢ do kontaminacji cfDNA/
RNA materiatem genetycznym pochodzacym z rozpadu komadrek jadrzastych, co zna-
czgco obnizytoby skutecznos¢ badania molekularnego. Z tego powodu nie zaleca sie
wykorzystywania surowicy krwi do badania ctDNA/RNA i CTCs, poniewaz w procesie




krzepniecia krwi w probdowce komorki jadrzaste podlegaja mechanicznemu zgniece-
niu przez tworzacy sie skrzep.

Separowane osocze, bez oznak hemolizy, wolne od komadrek krwi mozna natychmiast
wykorzysta¢ do izolacji pozakomorkowych kwasow nukleinowych, cfDNA i cfRNA lub
przechowywac¢ w temperaturze -80°C przez okres co najmniej kilkunastu miesiecy
do pdzniejszych analiz. Z frakcji komorkowe] mozna natomiast izolowac nienaruszo-
ne krgzace komorki nowotworowe. Dostepne sg komercyjne zestawy odczynnikowe,
przeznaczone wytgcznie do izolacji cfDNA, cfRNA lub CTCs z krwi, zarowno do celow
naukowych, jak i diagnostycznych (symbol IVD). Na rynku produktéw biotechnolo-
gicznych sukcesywnie przybywa rozwiazan dedykowanych do pobierania i stabilizacji
probek sliny i moczu oraz ekstrakcji zawartych w nich pozakomaorkowych kwaséw nu-
kleinowych. Ponadto, dostepne sg procedury i zestawy materiatowo-odczynnikowe do
wzbogacania badanych prébek ptynnej biopsji w interesujgce nas frakcje cfDNA/RNA,
w szczegolnosci egzosomy.

W przypadku badania CTCs, kluczowym etapem, warunkujacym skutecznos¢ ich analiz
ilosciowych i jakosciowych, jest wydajna izolacja tych komoarek z krwi obwodowej, ktéra
stanowi duze wyzwanie z uwagi na drastycznie niski udziat odsetkowy CTCs w populacji
komorek jadrzastych krwi (zwykle 1-100 CTCs w 7,5 ml krwi). Dostepne techniki izolacji
CTCs oparto na ich wtasciwosciach fizycznych (wielko$é¢, ciezar) i/lub, w wiekszosci przy-
padkow, na ich wiasciwosciach antygenowych. Komaorki nowotworowe pochodzenia
nabtonkowego wykazuja obecnosc charakterystycznych antygenodw, takich jak nabton-
kowe czasteczki adhezji komdrkowej (ang. Epithelial Cell Adhesion Molecule, EpCAM),
czy cytokeratyny (np. CK9, CK18, CKI19) [12].

Metody badania pozakomoérkowych kwaséw nukleinowych

Skuteczna analiza molekularna pozakomaorkowego nowotworowego DNA, szczegdlnie
do celéw diagnostycznych, wymaga skorzystania ze specjalnych protokotéw analitycz-
nych i metod, gwarantujacych odpowiednio wysoka czutos¢ detekcji specyficznych
wzgledem nowotworu zmian genetycznych posrod przewazajacej frakcji ,natywnego”
DNA pochodzacego z komorek prawidtowych. Wiekszos¢ podstawowych, jednogeno-
wych testéw diagnostycznych przeznaczonych do analizy onkogennych mutacji w ctD-
NA oparta jest na tej samej technice, co konwencjonalne testy do badania materiatu
genetycznego z preparatow tkanki nowotworowej, tj. ilosciowym PCR w czasie rzeczy-
wistym (real-time PCR, gPCR). Jednak ich unikalna konstrukcja (rodzaj i dobdr sond
molekularnych, polimeraza DNA, inhibitory hamujace amplifikacje allelu natywnego)
czesto pozwala na detekcje z czutoscig nawet ponizej 1% allelu zmutowanego w tle na-
tywnego DNA, zaleznie od typu wykrywanej zmiany molekularnej.

Techniki ztozonej analizy wielogenowej, takie jak sekwencjonowanie nowej generacji
(ang. next-generation sequencing, NCS), umozliwiajg skuteczng analize pozakomor-
kowego DNA z krwi chorych na raka ptuca pod katem szeregu zaburzen genetycznych
0 potwierdzonym badz potencjalnym znaczeniu klinicznym. Dostepne sg komercyjne
zestawy odczynnikowe o podwyzszonej czutosci detekcji (ponizej 1% zmutowanego al-
lelu) przeznaczone do analizy ctDNA na konkretnych platformmach NGS. Przewaga NGS
nad testami opartymi na metodzie gPCR jest mozliwos¢ identyfikowania nie tylko wy-
branych, lecz wszystkich zmian w obrebie genu, w tym szczegdlnie rzadkich mutacji,
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ktore nie sa wykrywane technikami podstawowymi. Badania ostatnich lat wykazaty
bardzo wysoka zgodnos¢ (60-95%) profilow zaburzen genetycznych oznaczanych me-
toda NGS w preparatach tkanki nowotworowej i prébach krwi od tych samych chorych.

Istnieja takze techniki ultraczute, BEAMIng (ang. beads, emulsion, amplification and
magnetics) i ddPCR (ang. droplet digital PCR), ktére umozliwiaja efektywna analize
cfDNA w kontekscie jakosciowym (detekcja okreslonych mutacji) oraz ilosciowym (po-
miar liczby kopii zmutowanego DNA) z czutoscia ponizej 0,01% zmutowanego allelu.
Niestety brak dobrego zaplecza komercyjnego w postaci zwalidowanych testow VD
lub bardzo skomplikowane protokoty analityczne nadal nie pozwalaja na powszechne
stosowanie tych technik w laboratoriach diagnostycznych [13].

Podstawowym parametrem okreslajgcym przydatnos¢ materiatu tkankowego do ana-
lizy molekularnej jest utkanie nowotworowe oznaczajace odsetek komoérek nowotwo-
rowych w catkowitej puli komodrek jadrzastych w badanej probce. Dla technik NGS, za-
lecana wartos¢ utkania nowotworowego nie powinna by¢ nizsza niz 10%, zaktadajac
Srednia liczbe 300-500 odczytéw dla kazdego badanego regionu genu. W przypadku
materiatu cytologicznego podstawowym parametrem jakosciowym jest catkowita licz-
ba komodrek jadrzastych w materiale oraz liczba i odsetkowa zawartos¢ komaorek no-
wotworowych. W ptynnej biopsji, na etapie przygotowywania materiatu do analizy mo-
lekularnej brak jest mozliwosci oceny procentowej zawartosci ctDNA w catkowitej puli
cfDNA w objetosci krwi. Taka informacje uzyskuje sie dopiero na etapie analizy bioinfor-
matycznej danych surowych (wartosci Cq w metodzie gPCR, liczba kopii genu w me-
todzie ddPCR, liczba odczytow danego fragmentu DNA w metodzie NGCS). Praktyka
laboratoryjna oraz dostepne dane piSmiennicze wskazuja, ze aby wykry¢ zmutowany
wariant na poziomie VAF=0,1% (10 kopii zmutowanego DNA) potrzeba co najmniegj 10
000 czasteczek DNA genu, co przekfada sie na ilos¢ ~33 ng cfDNA w probie. Wskaznik
VAF (ang. Variant Allele Frequency) w metodzie NGS informuje o liczbie odczytdw se-
kwencji DNA, prezentujacych konkretne zaburzenie genetyczne w stosunku do wszyst-
kich odczytow danego locus, wyrazonego procentowo. U chorych na NDRP, taka ilos¢
cfDNA zazwyczaj izoluje sie z objetosci osocza nie mnigjszej niz 4 ml, na co z kolei po-
trzeba co najmniej 10 ml krwi petnej. W praktyce diagnostycznej wiarygodna detekcja
i identyfikacja wariantow w cfDNA na poziomie VAF <1% wymaga duzej liczby odczytow
na probke (co najmniej 5-10 miliondw odczytdow) i jest bardzo trudna z uwagi na szereg
czynnikow fazy przedanalityczne) (m.in. rodzaj probowki do pobierania krwi, warunki
transportu krwi do laboratorium) i analitycznej (m.in. wydajnos¢ metody izolacji cfD-
NA), ktére dodatkowo ograniczajg ilos¢ i jakos¢ materiatu.

Analiza cfRNA stanowi wieksze wyzwanie metodologiczne, anizelibadanie cfDNAz uwa-
gi na zwykle nizszg zawartosc fragmentow kodujacego i niekodujacego RNA w danej
objetosci krwi oraz specyficzne wymagania technik molekularnych wobec ilosci i ja-
kosci oczyszczonego RNA w prébie badanej. Po przepisaniu sekwencji cfRNA na kom-
plementarny DNA (cDNA) w reakcji odwrotnej transkrypcji (ang. reverse transcription,
RT), analize ekspresji specyficznych sekwencji (np. transkryptéow genodw, mikroRNA, In-
cRNA) prowadzi sie technikami jednogenowymi (QPCR, ddPCR) lub wysokoprzepusto-
wmi (NGS, NanoString). Badania w zakresie potencjalnego wykorzystania ctRNA do
celéw diagnostyki molekularnej w raku ptuca sa jednak dalece mniej zaawansowane
niz w przypadku ctDNA, gtdwnie z uwagi na dynamiczny charakter ekspresji genéw
i epigenetycznych mechanizmow regulacyjnych, co wptywa na gorsza powtarzalnosc
i odtwarzalnosé wynikow [14].




W diagnostyce molekularnej opartej na materiale genetycznym z biopsji ptynnej ryzy-
ko uzyskania wynikow fatszywych jest wyzsze niz w przypadku materiatu tkankowego.
Z reguty stezenie ctDNA w osoczu koreluje ze stadium choroby nowotworowej i ob-
jetoscia guza oraz wskaznikiem proliferacji komadrek i martwicy w tkance guza [15,16].
Jednak chorzy na NDRP, nawet w zaawansowanych stadiach choroby, moga z przyczyn
fizjologicznych i klinicznych prezentowac bardzo zréznicowane poziomy ctDNA w 0so-
czu. Brak wykrycia onkogennego wariantu w badaniu ctDNA moze zatem wynikac
z faktycznego braku testowanego(-ych) wariantu(éw) w komadrkach guza (wynik praw-
dziwie ujemny), ale moze by¢ takze efektem bardzo niskiego poziomu ctDNA w osoczu,
gdy badane warianty pozostaja niewykrywalne dla konwencjonalnych metod anali-
tycznych (wynik fatszywie ujemny). Z kolei ryzyko uzyskania wyniku fatszywie dodatnie-
go w badaniu ctDNA zwigzane jest ze zjawiskiem klonalnej hematopoezy, w ktorym
podczas starzenia sie prawidtowych komorek krwiotworczych dochodzi do akumulacii
mutacji somatycznych, prowadzacych do klonalnej ekspansji komorek krwiotworczych
przy braku dysplazji [17]. Wiekszos¢ pozakomdorkowego DNA w krwiobiegu (ponad 80%
u 0s6b zdrowych) pochodzi z komadrek krwiotwadrczych [18]. Choc¢ warianty somatyczne
pochodzenia hematopoetycznego zwykle wykrywane sa w ctDNA z nizszg czestoscia
alleliczna niz znane warianty onkogenne pochodzenia nowotworowego, to w rzadkich
przypadkach, szczegdlnie w diagnostyce wykorzystujace] kompleksowe profilowanie
genomowe (comprehensive genomic profiling, CGP) technikami NGS, zjawisko klonal-
nej hematopoezy moze by¢ powodem wyniku fatszywie dodatniego [19,20].

Izolowane CTCs mozna poddac ocenie ilosciowej i morfologicznej po wybarwieniu
zwiagzkiem fluorescencyjnym lub H+E, analizie cytogenetycznej (metoda FISH) i im-
munofenotypowej oraz badac zawarty w nich materiat genetyczny technikami biologii
molekularnej. Zliczanie CTCs w jednostce krwi obwodowej zostato zatwierdzone przez
amerykanska Agencje Zywnosci i Lekow (FDA) jako badanie pomocnicze w ocenie ro-
kowania oraz monitorowaniu w czasie rzeczywistym skutecznosci terapii zaawansowa-
nych postaci raka piersi, gruczotu krokowego i jelita grubego [21].

Nalezy podkresli¢, ze wprowadzenie analizy molekularnej ptynnej biopsji do zakresu
ustug swiadczonych przez laboratorium diagnostyczne wymaga szczegotowej walida-
cji catej procedury, poczawszy od pobrania krwi, jej transportu, obrobki przedanalitycz-
nej a skonczywszy na detekcji okreslonych zmian genetycznych oraz wiasciwym opisie
wyniku, nawet pomimo stosowania urzadzen i odczynnikéw dedykowanych do analizy
cfDNA, oznaczonych symbolem IVD. Zaleca sie rowniez udziat laboratorium w progra-
mach zewnetrznej kontroli jakosci lub miedzylaboratoryjng walidacje procedur opar-
tych na analizie ptynnej biops;ji.

Molekularne markery raka ptuca w ptynnej biopsji
» Poziom cfDNA w osoczu

Wczesne badania weryfikujace diagnostyczna przydatnosé pozakomorkowego DNA
we krwi skoncentrowane byty przede wszystkim na istotnych réznicach w poziomach
cfDNA w osoczu chorych na NDRP w stosunku do oséb zdrowych. Préobowano wyko-
rzysta¢ wysokie stezenie cfDNA w osoczu chorych na NDRP jako biomarker przydat-
Ny w badaniach przesiewowych i wczesnym wykrywaniu choroby w grupach podwyz-
szonego ryzyka. Kolejne badania wykazywaty, ze chorzy na NDRP prezentujg istotnie
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wyzsze wartosci stezenia cfDNA w osoczu niz pacjenci z przewlektymi chorobami ptuc
o podiozu zapalnym (m.in. POChP, astma, sarkoidoza, widknieniem ptuc) oraz chorzy
z tagodnymi nowotworami ptuca (np. hamartoma). Przyjete wartosci odciecia stezenia
cfDNA pozwalaty réznicowac chorych na NDRP od grup kontrolnych z czutoscia i spe-
cyficznoscia, ktére zblizone byty do parametréw diagnostycznych prezentowanych
przez konwencjonalne metody obrazowe [22].

Bardziej obiecujace sa wyniki badan, w ktérych wykorzystywano ilosciowy pomiar cfD-
NA do monitorowania skutecznosci leczenia radykalnego lub systemowego u chorych
na NDRP. Obserwowano istotny spadek stezenia cfDNA po resekcji guza oraz u cho-
rych, ktérzy odpowiedzieli na chemio- badz radioterapie [23,24]. Nawrdt lub progresja
choroby zwykle wigzaty sie z ponownym wzrostem poziomu cfDNA w 0soczu, co niekie-
dy mozna byto obserwowac przed potwierdzeniem metodami obrazowymi. Badania
tego typu wykazujg wyzsza skutecznos¢, gdy seryjny pomiar ilosciowy dotyczy bardziej
swoiste] wzgledem typu nowotworu frakcji ctDNA i jest wykonywany w czasie rzeczy-
wistym u chorych leczonych z wykorzystaniem terapii ukierunkowanych molekularnie.
Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze stan fizjologiczny ma istotny wptyw na stezenie cfD-
NA i takie czynniki, jak aktywnosc fizyczna, procesy starzenia, hemodializa, przeszczepy,
stan zapalny, cukrzyca i inne zaburzenia metaboliczne, urazy, sepsa, udar niedokrwien-
ny Mmdozgu i inne, moga w rézny sposdb modyfikowaé poziomy cfDNA u poszczegol-
nych chorych onkologicznych [25].

» Integralnosc¢ cfDNA

Liczne badania poswiecono biologicznym aspektom fragmentacji cfDNA oraz poszu-
kiwaniom ewentualnego zwiazku pomiedzy rozktadem wielkosci pozakomaorkowych
fragmentéw DNA a procesem nowotworowym, co mogtoby by¢ potencjalnie wyko-
rzystane w diagnostyce onkologicznej opartej na ptynnej biopsji. U chorych na NDRP
pomiar integralnosci cfDNA wykazat lepsza moc diagnostyczna (czutose 91%, specyficz-
Nos¢ 68,2%), niz analiza ilosciowa (czutosé 86,4%, specyficznose 61,4%) w réznicowaniu
NDRP od tagodnych nowotwordw ptuc i oséb zdrowych [26]. Badania z wykorzystaniem
szczurzych modeli z ksenoprzeszczepem komorek ludzkiego glejaka wielopostaciowe-
go lub raka watrobowokomarkowego oraz osocza chorych na czerniaka lub raka ptuc
wykazaty wyzszy stopien fragmentacji frakcji cfDNA wzlbogaconej w somatyczne zmia-
ny punktowe (134-144 pz), definiujacej de facto ctDNA, niz fragmentéw zawierajacych
warianty natywne (165 pz) [27]. Analiza molekularna somatycznych wariantéw poprze-
dzona selekcja krotkich fragmentdow cfDNA z osocza chorych na raka ptuca zwiekszyta
2,5-9/1-krotnie udziat zmutowanego allela EGFR p.T790M w badanej frakcji.

» Metylacja ctDNA

Metylacja DNA, czyli odwracalny proces przytaczania grup metylowych (-CH3) do zasad
azotowych nukleotyddw, w szczegdlnosci do 5 atomu wegla w pierscieniu cytozyny (po-
wstaje 5-metylocytozyna, 5mC) w tancuchu DNA przez enzym metylotransferaze DNA,
jest jednym z gtownych epigenetycznych mechanizmoéw regulacji ekspresji genow.
Reakcja metylacji zachodzi najczesciej, choc niewytacznie, na dinukleotydzie cytozyno-
-fosforanowo-guaninowym (CpG). Okoto 80% dinukleotydow CpG w ludzkim genomie
moze ulega¢ metylacji. Regiony w genomie o podwyzszonej zawartosci dinukleotydow
CpG w stosunku do przecietnej dla catego genomu to tzw. wyspy CpG, zlokalizowane
najczesciej w odcinkach promotorowych gendéw. Metylacja wysp CpG w regionach pro-
motorowych genow zwykle powoduje wyciszanie ich transkrypcji, podczas gdy mety-




lacja zachodzaca w czesci kodujacej genu powoduje aktywacje transkrypcji. Nieprawi-
dtowa metylacja DNA jest charakterystyczng cecha procesu nowotworzenia i w rakach
ptuca jest opisywana jako globalna hypometylacja genomu z wybioércza hipermetylacja
regiondw promotorowych gendw supresji nowotworowej, zaangazowanych w mecha-
nizmy regulacji cyklu komorkowego (m.in. geny CDKN2A/p16, PTEN, RASSFIA), proli-
feracji i réznicowania komorek (APC, FHIT, RARO, SHOX2), adhezji komdrkowej (CDH],
CDHI13, SEMA3B, TSLCI), apoptozy (CASPS, DAPK, TNFRSF6/Fas, TRAIL-RT/DR4), prze-
kaznictwa sygnatowego (RUNX3, TGFBR2), naprawy DNA (MGMT, MLHI1, MSHZ2), detok-
syfikacji (GSTPI) oraz uniesmiertelniania komadrek nowotworowych (TERT) [28].

Wzor metylacji w tkankach nowotworowych jest uktadem niezwykle ztozonym i zmien-
Nnym w czasie oraz wykazuje duzy stopien podobienstwa pomiedzy réznymi typami
nowotwordw, co utrudnia wytypowanie specyficznych biomarkeréw diagnostycznych
i wdrozenie ich do praktyki klinicznej. Z drugiej strony, metylacja DNA jest jednym
Z najpotezniejszych procesdow epigenetycznych w komaorce, zostawiajgcym mozliwy do
wykrycia i zmierzenia biochemiczny slad w ludzkim genomie, ktéry moze przetrwac
wiekszos¢ warunkow utrwalania, przechowywania i obréobki materiatow biologicznych
zawierajacych nowotworowe DNA. Ponadto, w ostatnich latach nastapit intensywny
rozwoj metod analizy metylacji DNA, opartych na technikach NGS i mikromacierzach,
wraz z nieodzownymi narzedziami bioinformatycznymi, umozliwiajacych badanie zja-
wiska na poziomie catego genomu w kontekscie pojedynczych komorek z rdznych
tkanek [29]. W przeciwienstwie do wysoce zindywidualizowanej i heterogennej natury
somatycznych mutacji genowych, komarki nowotworowe tego samego typu maja ten-
dencje do wykazywania podobnego wzoru metylacji DNA, czyniac rozwdj nieinwazyj-
nego testu przesiewowego opartego na ptynnej biopsji potencjalnie mozliwym.

Oprdcz préob opracowania nieinwazyjnych testéw diagnostycznych przeznaczonych do
wczesnego wykrywania okreslonych typdw nowotwordw, w szczegdolnosci rakow jeli-
ta grubego, ptuca, pecherza moczowego, watroby, trwajg prace nad rozwojem testow
pan-nowotworowych, w oparciu o obserwowane podobienstwa we wzorach metylacji
wsrod roznych typow nowotwordw. Przyktadowo, The IlvyGeneCORE Test (Laboratory
for Advanced Medicine, Pretoria, Afryka Potudniowa) okreslajacy ilosciowo stan mety-
lacji 46 markerow w pozakomaorkowym DNA odrdznia chorych na jednego z czterech
rodzajow nowotwordw ztosliwych (piersi, okreznicy, watroby i ptuc) od osdb zdrowych
7 czutoscia 84% i specyficznoscig 90% [30].

» Onkogenne zaburzenia molekularne w ctDNA

Choc¢ pomiar ilosciowy cfDNA w osoczu nie wykazat wystarczajgcej specyficznosci po-
zwalajacej na wykorzystanie metody do wczesnego diagnozowania NDRP to ukierun-
kowat kolejne badania na pogtebiona analize wytacznie nowotworowej frakcji pozako-
maorkowego DNA, ctDNA. Dowiedziono, ze ctDNA chorych na NDRP zawiera te same
zmiany molekularne, co genomowe DNA izolowane bezposrednio z tkanki nowotwo-
rowej tych samych pacjentdow. Wsréd zaburzen genetycznych najczesciej identyfiko-
wanych w ctDNA znajduja sie mutacje gendw zaangazowanych w proces kanceroge-
nezy NDRP, m.in. TP53, EGFR, ERBB2, ALK, ROSI, RET, NTRK, KRAS, NRAS, BRAF, MET,
PIK3C. Zaburzenia te moga miec¢ charakter aktywujacy, powodujac wzmozona, niekon-
trolowana aktywacje biatek kodowanych przez onkogeny lub wyciszajacy aktywnos¢
gendw supresji nowotworowej i genéw mutatorowych, odpowiedzialnych za naprawe
uszkodzert DNA. Co wazne, czestos¢ wariantow identyfikowanych w ctDNA wiernie od-
zwierciedla profile zmian genetycznych w tkance nowotworowej chorych na rézne typy
nowotworow, w tym raka ptuca. Wykrywalnos¢ specyficznych zaburzen onkogennych
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w ctDNA praktycznie spada do zera juz kilka dni po resekcji guza pierwotnego u cho-
rych na wczesne postaci niedrobnokomaorkowego raka ptuca, co w jasny sposdb dowo-
dzi, ze bezposrednim zrédtem zmutowanych fragmentéw DNA w osoczu sg komorki
nowotworu [31]. Mozliwosé wiarygodnej analizy onkogennych zaburzerh molekularnych,
charakterystycznych dla danego typu nowotworu, w pozakomaorkowym DNA stwarza
ogromne szanse rozwoju nieinwazyjnych metod diagnozowania tych chorob, zwtasz-
cza w kontekscie nowych terapii ukierunkowanych molekularnie.

Rearanzacje gendow kodujacych receptorowe kinazy tyrozynowe (RTK) stanowia waz-
ne klinicznie markery predykcyjne i cele terapeutyczne w NDRP (ALK, RET, ROS],
NTRKI1/2/3). Diagnostyka aktywujacych fuzji genowych stanowi standard postepowa-
nia w przypadku tego nowotworu i ma kluczowe znaczenie dla podejmowania decyzji
klinicznych dotyczacych wyboru strategii terapeutycznej. W rozwoju przedklinicznym
i klinicznym sa obecnie nowe generacje matoczasteczkowych inhibitorow hamujacych
fuzyjne kinazy, ktére dotychczas stanowity trudne cele terapeutyczne, m.in. biatka fuzyj-
ne BRAF. Diagnostyka somatycznych wariantéw fuzyjnych w tkance nowotworowej
obarczona jest takimi samymi problemami jak detekcja zmian punktowych i delecji/
insercji, wynikajacymi z dostepnosci, ilosci, jakosci i heterogennosci materiatu tkanko-
wego | cytologicznego. W szeroko zakrojonych badaniach oceniajacych przydatnosc
ptynnej biopsji do diagnostyki somatycznych wariantow fuzyjnych, w ktérych metoda
kompleksowego profilowania genetycznego przebadano ctDNA i FFPET od 53 842 cho-
rych na 66 réznych typow ztosliwych guzow litych, wykazano stosunkowo wysoka zgod-
nos¢ wykrywanych zaburzen w obu typach materiatéw, szczegdlnie gdy udziat frakgji
nowotworowej w cfDNA wynosit 21% [32]. Najwieksza czestos¢ kinazowych wariantéow
fuzyjnych w ctDNA prezentowali chorzy na raka gruczotu krokowego (19%), nowotwory
ztosliwe drog zotciowych (6,4%), raka pecherza moczowego (5,5%) i niedrobnokomarko-
wego raka ptuca (4,4%).

»  Profile ekspresji pozakomorkowych mikroRNA

MikroRNA to klasa matych, niekodujgcych, endogennych i jednoniciowych RNA, kto-
re funkcjonuja w komaorkach jako negatywne regulatory ekspresji gendw. U cztowieka
zidentyfikowano ponad 2 500 réznych sekwencji miRNA. Profile ekspresji miRNA sa
wysoce specyficzne dla poszczegodlnych typow komorek, tkanek i narzaddéw. Unikalne
sekwencje MmiRNA sg wykrywane w tkankach prawidtowych i objetych procesem no-
wotworowym. Ponad 50% wszystkich miRNA u ludzi znajduje sie we wrazliwych regio-
nach chromosomaow, ktére szczegdlnie czesto podlegaja procesom amplifikacji, delecji
i translokacja podczas karcynogenezy [33].

Badania naukowe potwierdzity wystepowanie miRNA w réznych ptynach ustrojowych
cztowieka, m.in. w osoczu krwi, Slinie, moczu, jako tzw. pozakomaorkowe miRNA. Mecha-
nizmy uwalniania MIRNA z komorek obejmujg zarowno procesy smierci komorkowej
(martwica | apoptoza), jak i aktywne wydzielanie. W tym ostatnim, miRNA s3 wydzie-
lane wewnatrz egzosomaow i innych form pecherzykow zewnatrzkomaorkowych, jako
kompleksy z biatkami AGO lub lipoproteinami o duzej gestosci. Wykazano wysoka sta-
bilnos¢ pozakomaorkowych miRNA w osoczu i surowicy krwi. Obecnosc i profil miRNA
w ptynach ustrojowych moze bezposrednio odzwierciedla¢ stan fizjologiczny organi-
zmu, a przede wszystkim rézne procesy chorobowe. Istotnie zwiekszone lub zmniejszo-
ne uwalnianie pewnych miRNA do krwiobiegu jest charakterystyczne dla wielu typow
i stadiow zaawansowania nowotworow ztosliwych, stwarzajac mozliwosc okreslania
specyficznych profiléw epigenetycznych i ich potencjalnego wykorzystania w skrinin-
gu i diagnostyce roznicujace).




W retrospektywnym badaniu MILD oceniano skutecznos¢ diagnostyczna panelu poza-
komorkowych mikroRNA jako biomarkeréow uzupetniajacych metody obrazowe opar-
te na niskodawkowej tomografii komputerowej (LDCT) w kohorcie 939 obecnych lub
bylych palaczy tytoniu w wieku powyzej 50. roku zycia, w tym 69 pacjentdw z rozpo-
znanym rakiem ptuca i 870 oséb wolnych od choroby [34]. Skutecznos¢ diagnostycz-
na MiRNA w wykrywaniu raka ptuc charakteryzowata 87% czutosc i 81% specyficznosc
oraz 99% negatywna wartosc predykcyjna (NPV), a wigczenie miRNA do badania po-
zwolito zmniejszy¢ odsetek wynikéw fatszywie dodatnich obserwowanych w LDCT az
pieciokrotnie. Nastepnie, w kontynuacyjnym prospektywnym badaniu przesiewowym
BioMILD diagnostyczng wartos¢ oceny ekspresji pozakomorkowych miRNA (mMiRNA
signature classifier, MSC) potaczonej z badaniem LDCT potwierdzono w grupie 4119
uczestnikow (aktywnych lub bytych palaczy tytoniu w wieku 50-75 lat), ktérych obser-
wowano przez okres ponad 5 lat [35]. Najwyzszg, 20,1% zachorowalnos¢ na raka ptuca
w okresie 4-letnim odnotowano w grupie uczestnikdw z pozytywnym wynikiem bada-
nia LDCT i MSC (CT+/MSC+), podczas gdy zachorowalnos$é w grupie z ujemnym wyni-
kiem obu badan (CT-/MSC-) wynosita 0,8%;1,1% w grupie CT-/MSC+ oraz 10,8% w grupie
CT+/MSC-.

W metaanalizie danych z 11 prac badawczych oceniajacych skutecznos¢ pozakomorko-
wych miRNA w diagnostyce réznicujacej guzki ztosliwe od tagodnych w obrebie ptuc
wykazano zbiorczo 83% czutosc i 81% specyficznos¢ oraz 89% pole powierzchni pod
krzywa ROC [36]. Ponadto, wyniki meta-analiz wskazuja, ze faczna ocena ekspresji wie-
lu MiIRNA ma wieksza wartos¢ diagnostyczng w przypadku raka ptuca we wczesnym
stadium (czutos¢, odsetek wynikow fatszywie dodatnich i AUC wynoszace odpowiednio
83%, 25,2% i 0,858) niz analiza pojedynczych miRNA (czutos¢, odsetek fatszywie dodat-
nich i AUC odpowiednio 78,3%, 31,6% i 0,799), a pozakomdrkowe miRNA z krwi obwo-
dowej (czutose, odsetek fatszywie dodatnich i AUC odpowiednio 82,5%, 30,5% i 0,836,
odpowiednio) stanowia potencjalnie lepsze biomarkery niz miRNA z innych materiatéw
biologicznych (czutosé, odsetek wynikéw fatszywie dodatnich i AUC wynoszace odpo-
wiednio 73,8%, 26,5% i 0,796) [37].

Prowadzone sg rowniez badania oceniajgce prognostyczna i predykcyjng wartosc poza-
komorkowych miRNA w leczeniu radykalnym, chemo-/radioterapii, terapiach ukierun-
kowanych molekularnie oraz immunoterapii chorych na raka ptuca, przy czym istotne
jest co raz lepsze poznanie i rozumienie roli réznych klas miRNAs w mechanizmach
regulacji przekaznictwa sygnatowego, odpowiedzi immunologicznej, apoptozy, napra-
wy DNA, autofagii, przejscia epitelialno-mezenchymalnego, czyli proceséow de facto wa-
runkujacych skutecznos¢ wspomnianych form leczenia [33,38].

» Krgzgce komodrki nowotworowe

Kliniczna przydatnos¢ analizy krazacych komaorek nowotworowych we krwi to kolejny
kierunek badan nad wykorzystaniem ptynnej biopsji w diagnostyce NDRP. Zliczanie
CTCs w jednostce krwi obwodowej zostato zatwierdzone przez Agencje Zywnosci i Le-
kow (FDA) jako badanie pomocnicze w ocenie rokowania w zaawansowanych posta-
ciach raka piersi, gruczotu krokowego i jelita grubego. Przydatnosc¢ ilosciowej oceny
CTCs we wczesnym wykrywaniu i rokowaniu NDRP nie zostata dotad jednoznacznie
potwierdzona. O wiele wieksze nadzieje wigzane s3 z jakosciowa oceng CTCs, tj. analiza
molekularna ich materiatu genetycznego oraz badaniem ekspresji antygendéw na ich
powierzchni, szczegolnie w kontekscie rozwoju biomarkerow dla terapii personalizowa-
nych NDRP.




W kilku niezaleznych badaniach wykazano, ze skuteczna analiza rearanzacji gendw
ALK i ROST metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) oraz technikami PCR
W czasie rzeczywistym (real-time PCR) jest mozliwa, prezentujac blisko 100% zgod-
nosc z wynikami badania tkanki nowotworowej [39,40]. W wieloosrodkowym, prospek-
tywnym badaniu obserwacyjnym z udziatem 203 chorych na NDRP w stadium 111B/
IV, z ktorych 81 miato wynik pozytywny pod wzgledem rearanzacji genu ALK (badanie
metoda immunohistochemii, IHC lub fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, FISH) w ma-
teriale tkankowym, obserwowano wysoka zgodnos¢ miedzy detekcja rearanzacji ALK
w tkance nowotworowej (IHC i FISH) a CTCs: czutos¢ i swoistosc IHC wyniosty odpowied-
nio 94,36% i 89,39% dla wszystkich probek oraz 100% dla pacjentow z wykrywalnymi
CTCs na poczatku badania [41]. Nizsza zgodnos¢ zaobserwowano dla FISH z czutoscig
35,63% i swoistoscig 56,89% we wszystkich probkach i odpowiednio 100% dla pacjentow
z wykrywalnymi CTCs na poczatku badania. W materiale pobranym przed leczeniem,
CTCs wykryto u 187 (92%) pacjentow (mediana 62 (2-621) CTCs na 4 ml). Istotnie wieksza
liczbe CTCs wykryto u chorych na ALK-ujemnego NDRP niz u chorych z rearanzacja
ALK (mediana CTCs = 71 vs 21; p = 0,0098).

Roéwniez pordwnawcza, immunohistochemiczna analiza ekspresji PD-L1 na powierzch-
ni CTCs i komorek z preparatow tkanki nowotworowej od chorych na zaawansowane-
go NDRP wykazata wysoka, okoto 80-90% zgodnos¢ obu technik [42-44]. Co wazne,
wykrywalnos¢ CTCs we krwi chorych na NDRP znaczaco wzrasta w péznych stadiach
zaawansowania choroby (okoto 25-75% chorych w stadium IV oraz mniej niz 5% chorych
w stadium Il prezentuje CTCs we krwi), co z kolei zwieksza szanse powodzenia diagno-
styki wykorzystujacej ten typ materiatu nowotworowego u chorych kwalifikowanych do
immunoterapii [45]. Wiarygodnosc¢ diagnostyki wykorzystujacej CTCs do analizy bio-
markerdw predykcyjnych dla terapii ukierunkowanych molekularnie i immunoterapii
nadal wymaga weryfikacji w prospektywnych badaniach klinicznych.

Aktualne mozliwosci wykorzystania pltynnej biopsji w diagnostyce NDRP

» Zastosowanie ptynnej biopsji w kwalifikacji chorych do terapii ukierunkowa-
nych molekularnie

Obecnie najpowszechniej stosowang forma personalizowanej terapii chorych na NDRP
jest leczenie ukierunkowane molekularnie (ang. targeted therapy, terapia celowana)
Z zastosowaniem inhibitoréw kinazy tyrozynowej (IKT) receptora naskérkowego czynni-
ka wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR), ktére specyficznie blokuja
biatko receptorowe bedace produktem zmutowanego genu. Obecnos¢ somatycznych,
aktywujacych mutacji w genie EGFR jest gtoéwnym czynnikiem predykcyjnym dla tera-
pii lekami z grupy inhibitoréw receptorowych kinaz tyrozynowych (IKT) EGFR. Do nie-
dawna brak mozliwosci oceny statusu genu EGFR w materiale tkankowym lub cyto-
logicznym wykluczat chorego z dalszego postepowania kwalifikujacego do terapii IKT
EGFR, nawet pomimo wiasciwego rozpoznania podtypu w badaniu histopatologicz-
nym (nieptaskonabtonkowy lub NOS, not otherwise specified). Obecnie tacy pacjen-
ci moga skorzystac¢ z alternatywnego badania mutacji genu EGFR w ptynnej biopsiji.
Badania kliniczne (m.in. EURTAC, AURA) wykazaty, ze chorzy z mutacja EGFR potwier-
dzona w ctDNA z osocza krwi odnoszg podobne korzysci kliniczne z leczenia IKT EGFR,
w postaci wydtuzonego czasu przezycia wolnego od progresji (PFS), jak ci pacjenci,
u ktérych mutacje aktywujaca zidentyfikowano w materiale tkankowym lub cytolo-
gicznym. Nalezy przy tym podkresli¢, ze obydwie metody diagnostyki mutacji EGFR




u chorych na NDRP: konwencjonalna — w materiale tkankowym/cytologicznym i nie-
inwazyjna — w ptynnej biopsji, nie moga byc¢ stosowane zamiennie w dowolny sposéb
u wszystkich chorych. W kwalifikacji chorych do terapii IKT EGFR Klinicysta i diagnosta
powinniw pierwszej kolejnosci dazy¢ do uzyskania i zbadania fragmentu tkanki lub ko-
morek pochodzacych bezposrednio z ogniska nowotworowego (pierwotnego lub wtor-
nego), a dopiero w przypadku niepowodzenia tych procedur, skorzysta¢ z mozliwosci
diagnostyki ptynnej biopsiji.

Badania ostatnich lat, szczegdlnie te wykorzystujace techniki NGS, wykazaty wysoka,
zwykle >80%, zgodnos¢ analiz molekularnych markeréw predykcyjnych dla aktual-
nie zarejestrowanych terapii celowanych wykonywanych réwnolegle w ptynnej biop-
sji i tkance nowotworowej od tych samych chorych na zaawansowane postaci NDRP
[46,47]. Zespot amerykanski, kierowany przez Dr Philip C. Macka, w analizie ptynnej
biopsji metoda celowanego NGS przebadat krew od 8388 chorych na zaawansowane-
go NDRP (gtéwnie rak gruczotowy oraz NOS), pobrang w celu kwalifikacji do terapii
celowanej i/lub w czasie progresji, z uwagi na brak dostepu odpowiedniego materiatu
tkankowego [48]. Panel NGS obejmowat sekwencje 54-70 gendw (zaleznie od stosowa-
nej wersji), umozliwiajac detekcje istotnych klinicznie wariantéw pojedynczego nukle-
otydu (mutacji punktowych), delecji, fuzji genowych, zaburzen liczby kopii genu. Soma-
tyczne zaburzenia genetyczne wykryto w 86% préb badanych, a mediana wartosci VAF
wyniosta 0,43% (zakres 0,03%-97,62%). Zaburzenia genetyczne o charakterze czynnikéow
predykcyjnych dla aktualnie dostepnych terapii ukierunkowanych molekularnie wykry-
to u 48% chorych, w tym mutacje EGFR (26,4%), KRAS (17,2%), amplifikacje MET (5,7%),
mutacje BRAF (2,8%), mutacje ERBB2 (2,3%), fuzje ALK (1,3%), fuzje RET (0,9%), mutacje
splicingowe z pominieciem eksonu 14 genu MET (0,4%), fuzje ROST (0,2%). W kohorcie
chorych z progresja choroby w trakcie leczenia IKT EGFR, u 64% pacjentow zidentyfi-
kowano znany lub domniemany molekularny mechanizm nabytej opornosci. Ogdtem,
analiza ptynnej biopsji metoda NGS zwiekszyta wykrywalnos¢ zaburzen onkogennych
0 65% w stosunku do standardowej diagnostyki molekularnej, opartej na materiale
tkankowym/cytologicznym.

Aktualnie dostepne metody diagnostyki molekularnej, szczegdlnie techniki NGS, wy-
kazuja najwyzsza skutecznos¢ w detekcji zmian punktowych w sekwencjach genow
w postaci wariantéw pojedynczego nukleotydu (single nucleotide variant, SNV) oraz
niewielkich delecji i insercji w ctDNA z osocza chorych na NDRP. Wykazano bardzo wy-
sokg zgodnos¢ pomiedzy ptynna biopsja i materiatem tkankowym w detekcji zmian
punkowych w genach EGFR (eksony 18-21), BRAF (wariant V6OOE) i KRAS (wariant G12C)
[49-51]. Tymczasem, czutos¢é wykrywania rearanzacji (wariantow fuzyjnych) gendw ALK
ROST, RET w ctDNA jest mnigj satysfakcjonujaca [52]. Istotnym czynnikiem warunkuja-
cym skutecznos¢ detekgji i identyfikacji wariantow fuzyjnych w ptynnej biopsji metoda
NGS jest udziat frakcji ctDNA w catkowitej puli pozakomaorkowego DNA. W badaniach
porownujacych wykrywalnos¢ fuzji genowych w ptynnej biopsji i tkance nowotworowe]
w grupie 15 534 chorych na NDRP, z ktérych 6 805 (44%) prezentowato wariant fuzyjny,
czestosci wykrywanych zmian w genach ALK 1 RET w obu typach materiatéw prezento-
waty najwieksza zgodnosc¢, gdy analiza objeto jedynie ptynne biopsje z udziatem frakgji
ctDNA =1% [32]. Autorzy nie obserwowali w tym badaniu istotnego zwiazku pomiedzy
udziatem frakcji ctDNA w ptynnej biopsji a wykrywalnoscia rearanzacji ROSI. Rozwijane
s3 nowe metody badania fuzji genowych ALK, ROSI, RET oraz wariantéw splicingowych
z pominieciem eksonu 14 genu MET w ctRNA, oparte na technikach Nanostring, dPCR
i NGS [53-55].
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W niedawno opublikowanych rekomendacjach dotyczacych wykorzystania ctDNA
w diagnostyce molekularnej chorych na zaawansowanego NDRP, Europejskie Towa-
rzystwo Onkologii Medycznej (European Society for Medical Oncology, ESMO) zaleca
genotypowanie ctDNA u pacjentow wczesniej nieleczonych, szczegdlnie gdy spodzie-
wane jest znaczne opdznienie w pozyskaniu tkanki nowotworowej do badania, w przy-
padkach przeciwwskazan do wykonania biopsji oraz gdy przerzuty do kosci sg jednym
miejscem do wykonania naktucia [56]. Jednoczesnie zwraca uwage na ograniczenia
Zwigzane z analiza zmiennosci liczby kopii DNA (amplifikacji) genu MET (jako mechani-
ZMmu opornosci na terapie celowane) oraz fuzji genowych w ctDNA.

» Identyfikacja mechanizmoéw opornosci na leczenie ukierunkowane moleku-
larnie

Gtownym czynnikiem ograniczajacym skutecznos¢ ukierunkowanych molekularnie
terapii NDRP jest nabyta opornos¢ na leczenie. Opornos¢ nabyta dotyczy zjawisk po-
zytywnej selekcji klondw komoérek prezentujacych fenotyp i/lub genotyp warunkujacy
brak wrazliwosci na lek sposréod heterogennej populacji komaorek guza oraz mechani-
zmow powstawania nowych zaburzen genetycznych pod presja selekcyjna narzucona
przez terapie. Wszyscy chorzy na NDRP, ktérzy poczatkowo wykazuja korzystng odpo-
wiedz na terapie celowane, z czasem nabywajg opornosc¢ na stosowane leki.

Ptynna biopsja dowiodta swojej przydatnosci klinicznej, gdy do schematu leczenia IKT
EGFR w NDRP wdrozono ozymertynib w 2. linii, co pociggato koniecznos¢ wykonywania
badania molekularnego w kierunku potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci wtdrnej
mutacji opornosci p.T790M w genie EGFR u chorych z klinicznymi objawami progres;i
(potwierdzone wg kryteriow RECIST 11) podczas leczenia jednym z inhibitoréw w 1. linii
(erlotynib, gefitynib, afatynib). W celu pozyskania swiezego materiatu nowotworowego
do badania molekularnego wymagana byta powtdrna biopsja guza, przeprowadzona
w trakcie progresji choroby. U okoto 30-50% chorych z progresjg podczas leczenia IKT
EGFR nie mozna byto wykona¢ zabiegu biopsji z réznych przyczyn klinicznych lub po-
zyskany tg drogg materiat tkankowy nie nadawat sie do badania molekularnego [57,58].
Dla tej grupy chorych jedyna szansa na kwalifikacje do leczenia 2. linii IKT EGFR okazata
sie diagnostyka mutacji EGFR p.T790M w ptynnej biopsji. Zakonczone badanie klinicz-
ne AURA wykazato, ze chorzy leczeni ozymertynibbem osiagali podobny odsetek obiek-
tywnych odpowiedzi (ORR) i PFS, niezaleznie od tego, czy mutacje p.T790M wykryto
w tkance nowotworu (ORR=62%; PFS=9,7 m-cy), czy w cfDNA izolowanym z osocza
(ORR=63%; PFS=9,7 m-cy) [59].

Obecnie standardem klinicznym jest ozymertynib stosowany w 1. linii leczenia IKT EGFR
i badanie na obecnos¢ mutacji p.T790M nie jest wykonywane. Jednak w przysztosci,
mozliwos¢ stosowania inhibitoréw w kolejnych liniach leczenia chorych na NDRP znow
bedzie wymagata pogtebionej diagnostyki molekularnej w celu zidentyfikowania me-
chanizmu opornosci nabyte] w toku leczenia 1. linii. Aktualnie ptynna biopsja jest wy-
korzystywana w badaniach naukowych i klinicznych nad identyfikacja mechanizmow
opornosci na ozymertynib podawany w 1. linii. W badaniu klinicznym FLAURA, mechani-
zZmy opornosci nabytej zalezne od EGFR obserwowano znacznie rzadziej (9%) niz w przy-
padku stosowania tego leku w drugiej linii (21%) [60]. U chorych leczonych ozymertyni-
bem w pierwszej linii, u ktérych doszto do progresji choroby, najczesciej obserwowanym
zjawiskiem byta amplifikacja MET (15%), nastepnie wtdrna mutacja EGFR p.C797S (7%)
oraz szereg innych zaburzen, m.in. amplifikacja HER2, mutacje PIK3CA, mutacje RAS,
mutacje BRAF (2-7%). Rzadko obserwowano inne wtdrne mutacje w genie EGFR (1-2%),
m.in. p.5768I (1%) oraz mutacje ztozone: p.L718Q + p.C797S (1%), p.L718Q + EGFRex20ins




(insercja w eksonie 20). U 10% chorych obserwuje sie rowniez zaburzenia w genach zwia-
zanych z regulacja cyklu komorkowego, m.in. amplifikacje genéw CCNDI/D2, CCNET,
CDK4. Fuzje genowe, zwilaszcza ALK, BRAF | RET wykryto u 1-4% przypadkow.

Opornosc¢ na leki z grupy IKT ALK nabywana jest przede wszystkim w mechanizmach
zaleznych od mutacji wtdérnych w genie ALK, m.in. wariantow L1196M, G1269A, G1202R,
FN74L/C, C1156Y, VII80L, S1206Y, E1210K [61,62]. Mutacje opornosci w genie ALK iden-
tyfikuje sie u ponad 20% chorych po leczeniu kryzotynibem oraz u okoto 56% chorych
leczonych inhibitorami kolejnych generacji (cerytynib, alektynib, brygatynib, lorlatynib).
Liczne prace potwierdzity przydatnos¢ ctDNA do wykrywania i identyfikacji mutacji
opornosci w genie ALK metodami ddPCR i NGS [63-65].

» Monitorowanie skutecznosci leczenia ukierunkowanego molekularnie

Dostepnosc ptynnej biopsji niemal na kazdym etapie postepowania klinicznego z cho-
rym na NDRP otwiera mozliwosci monitorowania rozwoju choroby i skutecznosci te-
rapii w czasie rzeczywistym (zamiast retrospektywnej oceny materiatu biopsyjnego).
Obecnie prowadzone sg badania weryfikujace przydatnos¢ ilosciowego pomiaru
ctDNA z mutacja EGFR w ptynnej biopsji pobieranej od chorych leczonych IKT EGFR
w rownych odstepach czasowych, przez caty okres leczenia. Zauwazono, ze dynamika
zmian poziomu ctDNA z mutacja aktywujaca w osoczu krwi koreluje z odpowiedzia
chorego na leczenie IKT EGFR. W grupie 98 chorych na NDRP z mutacja aktywujaca
EGFR wykryta w ctDNA przed leczeniem, spadek poziomu ctDNA z wariantem EGFR
ponizej progu detekcji (ang. clearing) w ciagu 7 tygodni od rozpoczecia leczenia IKT
EGFR stanowit pozytywny predyktor ORR (p=0,0008), PFS (p<0,0001) i przezycia catko-
witego (overall survival, OS; p<0,0001) [66]. Ponadto, dynamika zmian poziomu ctDNA
z mutacja EGFR w dobrym stopniu koreluje z wynikami badan radiologicznych wyko-
nywanych okresowo wedtug kryteriow RECIST1.1 w przebiegu leczenia IKT EGFR [67,68].
Jednak sledzenie dynamiki poziomow ctDNA z pierwotng mutacjg aktywujacg EGFR
oraz mutacjg opornosci T790M w czasie terapii ukierunkowanej molekularnie w wielu
przypadkach pozwala przewidzie¢ progresje choroby wczesniej, niz wykazujg to kon-
wencjonalne metody obrazowe, z wyprzedzeniem rzedu kilku-kilkudziesieciu tygodni
[69]. Wyniki badania klinicznego APPLE (NCT02856893), pomimo stosunkowo niewiel-
kich liczebnosci grup badanych, zdaja sie potwierdza¢ kliniczng wartos¢ wczesnego
wykrywania progresji choroby na poziomie molekularnym w ptynnej biopsji [70]. Od-
setek chorych osiggajacych 18-miesieczny PFS podczas leczenia IKT EGFR byt wyzszy
(875%; 84% Cl 38,7% - 98,1%) w podgrupie, w ktorej leczenie drugiej linii (ozymertynib)
wdrazano wczesniej, na podstawie obserwacji rosngcego poziomu ctDNA z mutacja
T790M (8/32 chorych), anizeli w podgrupie leczonej wytacznie na podstawie wytycz-
nych RECIST 11 (62,5%; 84% Cl 40,5% to 78,4%).

» Zastosowanie wielkoskalowej analizy genetycznej ptynnej biopsji w immuno-
terapii NDRP

W immunoterapii NDRP, kwalifikacja pacjentéw i rokowanie odpowiedzi jedynie
w oparciu o badanie ekspresji PD-L1 na komdrkach nowotworu nie sg wystarczajac sku-
teczne. Trwaja poszukiwania nowych, efektywnych biomarkeréw predykcyjnych:; wsrod
badanych kandydatéw jest obcigzenie nowotworu mutacjami somatycznymi (ang. to-
tal mutational load TML, total mutational burden TMB), ktére wymaga rozlegtej anali-
zy molekularnej DNA technikami sekwencjonowania nowej generacji.
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Badania catogenomowe wykazaty, ze czerniak oraz niedrobnokomaorkowy rak ptuca
naleza do nowotwordw o najwyzszym wskazniku TMB wsrod wielu typdw ztosliwych
guzow litych, co z w istotny sposoéb powigzano z wysokim odsetkiem odpowiedzi na
immunoterapie wsrod chorych [71]. W zatozeniu, im wiecej somatycznych nieprawidto-
woSsci genetycznych w komadrce nowotworowej, tym wiecej powstaje nieprawidtowych
biatek, ktdre sa rozpoznawane przez uktad immunologiczny jako tzw. neocantygeny, co
z kolei przektada sie na wyzszg skutecznos¢ immunoterapii opartych na blokowaniu
immunologicznych punktdw kontrolnych na komadrkach nowotworowych lub limfocy-
tach (PD-L1 oraz PD-1i CTLA4). Zwykle wskaznik TMB oblicza sie jako liczbe wykrytych
niesynonimicznych zaburzen genetycznych na 1 milion par zasad eksomu, czyli 0go-
tu regionow kodujacych biatka i ulegajacych transkrypcji do mRNA w genomie (liczba
mutacji/mega par zasad eksomu). Ludzki eksom sktada sie z okoto 180 000 eksondw
dtugosci okoto 30 miliondw par zasad (30 Mb), co stanowi zaledwie 1% catkowitego ge-
nomowego DNA.

Badania kliniczne (m.in. badanie Il fazy KEYNOTE-158) dowiodty, ze u chorych z wyso-
kim wskaznikiem TMB (tzw. TMB-high =10 mutacji/Mb) immunoterapia w pierwsze]
linii leczenia jest zdecydowania bardziej skuteczna niz chemioterapia, niezaleznie od
ekspresji PD-L1 [72]. Standardem w ocenie wskaznika TMB metoda sekwencjonowania
catego eksomu (ang. whole exome sequencing, WES) lub kompleksowego profilowa-
nia genomowego (ang. comprehensive genomic profiling, CPG) jest analiza materiatu
genetycznego izolowanego z tkanki nowotworowej (FFPET lub cytoblok) pochodza-
cej z biopsji. Jednak czes¢ chorych nie moze by¢ poddanych zabiegowi biopsji z uwa-
gi na przeciwwskazania kliniczne. W NDRP, szacuje sig, ze 15-25% wykonanych biopsji
i tak nie dostarcza materiatu nowotworowego w wystarczajgcej ilosci i/lub jakosci, aby
nadawat sie do wiarygodnej analizy molekularnej technikami NGCS. Z kolei archiwalny
materiat tkankowy nie zawsze odzwierciedla aktualny status zaburzen molekularnych
W momencie rozpoczecia leczenia. Dla tej grupy chorych badanie molekularne ptynnej
biopsji stanowi jedyna mozliwos¢ oceny wskaznika TMB.

Obecnie prowadzone sg badania nad optymalizacja procedury oznaczania TMB we
krwi (ang. blood-TMB, bTMB) oraz oceng jego przydatnosci klinicznej jako czynnika pre-
dykcyjnego w immunoterapii niedrobnokomaorkowego raka ptuca. Amerykanski zespot
pod kierunkiem Prof. DR Gandara pokazat po raz pierwszy wyniki retrospektywnej oce-
ny PFS i OS (catkowite przezycie) chorych na NDRP leczonych atezolizumabem (inhi-
bitor PD-L1) w 2. linii, u ktorych oceniano TMB w ptynnej biopsji [73]. Wykazano wysoka
zgodnos¢ pomiedzy wynikami analizy TMB w ptynnej biopsji i tkance nowotworowe]
(89% wynikéw dodatnich byto prawdziwie dodatnie, 100% wynikow ujemnych — praw-
dziwie ujemne). Zaledwie 30 sposrod 229 chorych (13%) prezentowato jednoczesnie wy-
soki TMB =16 i ekspresje PD-L1 na komadrkach nowotworowych. Wiasnie w tej grupie
chorych leczenie atezolizumabem wykazywato najwyzsza skutecznos¢ w postaci dtuz-
szych PFSi OS.

Trwaja badania kliniczne majgce na celu prospektywna ocene wartosci predykcyjnej
bTMB w immunoterapii niedrobnokomaorkowego raka ptuca. B-FIRST (N=152) byto
pierwszym prospektywnym badaniem fazy 2 oceniajacym bTMB jako biomarker mo-
noterapii atezolizumabu w 1. linii leczenia miejscowo zaawansowanego lub przerzuto-
wego NDRP [74]. Badanie wykazato diagnostyczna i kliniczna uzytecznos¢ bTMB jako
biomarkera predykcyjnego w immunoterapii — mediana PFS 50 miesiecy u chorych
Z bTMB 216 vs 3,5 miesigca przy bTMB <16, natomiast mediana OS 239 vs 13,4 miesiaca,
odpowiednio.




Perspektywy na przyszitosé¢

Rak ptuca, podobnie jak inne typy nowotworow ztosliwych, jest choroba o niezwykle
ztozonej patogenezie, obejmujacej rozlegte zmiany na poziomie genomu, epigenomu,
transkryptomu, proteomu i metabolomu. W ostatniej dekadzie podejmowano liczne
proby rozwiktania molekularnych mechanizmow karcynogenezy, wykorzystujac gtow-
nie pojedyncze podejscia omiczne, takie jak skanowanie genomu pod katem mutacji
i rearanzacji specyficznych dla nowotworu, oznaczenie profiléw unikatowych zmian
epigenetycznych w komarkach nowotworowych lub badanie zréznicowanej ekspres;ji
MRNA i biatka odpowiednio poprzez techniki transkryptomiczne i proteomiczne. Cho-
ciaz te jednopoziomowe podejscia typu ,omics” przyczynity sie do identyfikacji muta-
cji specyficznych dla nowotworu, zmian epigenetycznych i podtypéw molekularnych
nowotwordw w oparciu o ekspresje genu/biatka, brakuje im zdolnosci rozdzielczej, aby
ustali¢ przyczynowo-skutkowy zwigzek miedzy sygnaturami molekularnymi a fenoty-
powa Mmanifestacjg charakterystycznych cech raka. Multiomika zapewnia holistyczne
spojrzenie na biologie nowotwordw, ktére moze pomaoc w badaniach podstawowych,
translacyjnych i klinicznych nad opracowaniem skuteczniejszych strategii diagnozowa-
nia i leczenia tych choroéb.

Przyktadem podejscia multiomicznego w badaniu ptynnej biopsji jest potaczenie ge-
nomiki (mutacje w 2001 pozycjach genomowych) i proteomiki (poziomy ekspresji 8 bia-
tek) w tescie zwanym CancerSEEK [75]. Skutecznos¢ tego testu typu MCED (multi-can-
cer early detection) oceniano w kohorcie 1005 pacjentow z rozpoznanymi klinicznie
nowotworami bez przerzutow (stadium I-111) reprezentujagcymi osiem réznych typow hi-
stopatologicznych (raki jajnika, watroby, zotadka, trzustki, przetyku, jelita grubego, ptuca
lub piersi) oraz grupie kontrolnej 812 zdrowych ochotnikdw, osiggajac zbiorczo mediane
czutosci wynoszaca 70% i swoistosci >99% (tylko 7 z 812 zdrowych osdb kontrolnych uzy-
skato wynik pozytywny). Moc roznicujaca testu molekularnego roznita sie w zaleznosci
od typu nowotworu (wyzsza w przypadku raka jelita grubego i nizsza w przypadku raka
watrobowokomorkowego i raka ptuca) oraz jego stadium (43% w przypadku nowotwo-
row w stadium | w poréwnaniu z 73% w przypadku nowotwordw w stadium |1 i 78%
w przypadku stadium Il1). Przydatnos¢ kliniczna tego testu jest obecnie oceniana w ba-
daniach prospektywnych (NCT0O4213326).

Kolejne podejscie multiomiczne, integrujace genomike, fragmentomike, bioinformaty-
ke oraz algorytmy sztucznej inteligencji, opiera sie na opisanym wczesniej zatozeniu, ze
chorzy na rézne typu nowotworéw maja zmienione profile fragmentacji cfDNA w po-
rownaniu z osobami zdrowymi. Opracowano model uczenia maszynowego (machine
learning, ML) zwany ‘DNA evaluation of fragments for early interception’ (DELFI) w celu
wykrycia duzej liczby zmian w cfDNA badanym za pomoca sekwencjonowania catego
genomu (WGS) okreslajacego réoznice w profilach liczby kopii gendw, powtarzalnych
motywow sekwencji i fragmentacji pomiedzy chorymi na nowotwdr a osobami zdro-
wymi [76]. Wstepne wyniki dotyczace skutecznosci testu DELFI réznicujacego 236 cho-
rych na rézne typy raka i 245 zdrowych oséb wykazaty czutosé wykrywania nowotwo-
ru w zakresie od 57% do ponad 99% wsrod siedmiu typow raka objetych badaniem
przy 98% swoistosci. Potgczenie DELFI z wykrywaniem somatycznych mutacji w cfDNA
zwiekszyto czutos¢ do 91% przy swoistosci 98%. W efekcie, rozpoczeto prospektywne
badanie z udziatem 365 osdb z wysokim ryzykiem zachorowania na raka ptuca (kohorta
LUCAS), walidowane w niezaleznej kohorcie 385 osdb bez nowotworu i 46 pacjentéow
z rakiem ptuc [77]. Potaczenie analizy poziomu antygenu rakowo-embrionalnego (CEA),
wieku, statusu palenia tytoniu i obecnosci przewlektej obturacyjnej choroby ptuc (PO-




ChP) w modelu multimodalnym (DELFImulti), a nastepnie badania niskodawkowa to-
mografiag komputerowa skutkowato czutoscig wynoszaca 94% (stadium |1 =87%, 11=100%,
11=97% i IV=96%) oraz redukcja niepotrzebnych procedur diagnostyczno-klinicznych
towarzyszacych badaniu opartym wyitacznie o LDCT o 52%. Obecnie trwaja dwa duze
prospektywne badania kliniczno-kontrolne (DELFI-L201/NCT05306288 i DELFI-L101/
NCT04825834) oceniajace przydatnosc DELFI do wczesnego wykrywania raka ptuca.

Podsumowanie

Historia badan pozakomarkowych kwaséw nukleinowych we krwi liczy sobie 70 lat. Jed-
nak dopiero znaczacy postep w dziedzinie biologii molekularnej, jaki miat miejsce na
przetomie XX i XXI wieku, umozliwit faktyczna weryfikacje przydatnosci ptynnej biopsji
w diagnozowaniu i leczeniu choréb nowotworowych. Dzis nikt juz nie podwaza zasad-
nosci wdrozenia badania molekularnego krwi obwodowej w schemat postepowania
klinicznego z chorymi na NDRP. Na przeszkodzie stoi jednak unikalna charakterystyka
biologiczna cfDNA/RNA i CTCs, ktéra wymaga opracowania nowatorskich rozwigzan
metodologicznych, dedykowanych wytacznie do analizy tego rodzaju materiatu. Po-
wyzsze przyktady pionierskich badan nad klinicznym wykorzystaniem ptynnej biopsji
wskazuja, ze spodziewane korzysci warte sg srodkdéw przeznaczanych obecnie na pro-
wadzenie prac rozwojowych w tej dziedzinie.

Coraz lepsza optymalizacja i standaryzacja metod diagnostyki molekularnej NDRP,
opartych na pozakomorkowym DNA z krwi obwodowej, znajduje odzwierciedlenie
w rekomendacjach czotowych towarzystw onkologicznych, patologicznych, biologicz-
nych o zasiegu miedzynarodowym i lokalnym, m.in. International Association for the
Study of Lung Cancer (IASLC) — opublikowanych w Journal of Thoracic Oncology w 2021
roku, czy towarzystw AIOM (Associazione Italiana Oncologia Medica); SIAPEC/IAP (So-
cieta ltaliana di Anatomia Patologica); SIBioC (Societa Italiana Biochimica Clinica
e Biologia Molecolare Clinica); SIC (Societa Italiana Cancerologia); SIF (Societa Italiana
Farmacologia) z Wtoch — opublikowanych w ESMO Open w 2021 roku, a takze licznych
opiniach I wytycznych miedzynarodowych zespotow eksperckich, publikowanych na
przestrzeni ostatnich lat [78,79].
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W ostatnich latach stan diagnostyki patomorfologicznej, jej sposdb organizacji i finan-
sowanie badan patomorfologicznych nie gwarantowat odpowiedniej jakosci ich wyko-
nania ani nie pozwalat na petna ich dostepnosc. Nalezy podkresli¢, ze rola diagnostyki
patomorfologicznej jest kluczowa i stanowi niezbedny element w procesie podejmo-
wania decyzji terapeutycznych. Wynik badania, jego jakos¢ oraz czas do jego otrzyma-
nia decyduje o czynnikach prognostycznych i wyborze dalszego sposobu leczenia pa-
cjenta, zwtaszcza onkologicznego.

Diagnostyka patomorfologiczna od wielu lat jest niedofinansowana i wrecz w wielu
podmiotach medycznych traktowana jako zrodto wytacznie kosztow, co wptywa bezpo-
Srednio na jakos¢ wykonywanych badan. Wprowadzenie w 2023 roku nowego modelu
finansowania procedur patomorfologicznych zapewne bedzie istotnym elementem
poprawy efektywnosci diagnostyki i leczenia nowotwordw, w tym raka ptuca.

Po wielu latach dziatan Polskiego Towarzystwa Patologdw oraz krajowego konsultanta
w dziedzinie patomorfologii w 2017 ukazato sie Rozporzgdzenie Ministra Zdrowia z dn. 27
grudnia 2017 r. w sprawie standardow organizacyjnych opieki zdrowotnej w dziedzinie
patomorfologii [DZ.U.2017,p0z.2435]. Byt to poczatek, ktéry doprowadzit do tego, ze w tej
chwili jestesmy na etapie finansowania badan patomorfologicznych w onkologii.

W lutym 2020 Minister Zdrowia zainaugurowat projekt poprawy jakosci w diagnosty-
ce patomorfologicznej ,Wsparcie procesu poprawy jakosci w patomorfologii poprzez
wdrozenie standardow akredytacyjnych oraz wzmocnienie kompetencji kadry zarzg-
dzajgcej podmiotami leczniczymi”.

Projekt ruszyt trzyetapowo. W pierwszej kolejnosci rozpoczeto wspdlng prace na wypra-
cowaniem standarddw organizacyjnych oraz standarddw postepowania w patomorfo-
logii - wytyczne dla zaktadéw/pracowni patomorfologicznych. Powstat dokument, ktory
jest efektem pracy bardzo licznego grona patomorfologéw i oséb wspdtpracujacych
oraz przedstawicieli Ministerstwa Zdrowia, Agencji Oceny Technologii Medycznej i Tary-
fikacji, Centrum Monitorowania Jakosci w Ochronie Zdrowia. W opracowaniu uwzgled-
niono réwniez komentarze oraz spostrzezenia przekazane przez podmioty lecznicze
biorgce udziat w pilotazu, a takze uwagi przekazane w trakcie publicznych konsultacji.
Po szerokiej dyskusji w gronie eksperckim oraz wnikliwej analizie zgtoszonych uwag za-
akceptowano standardy oraz przyjeto zasady postepowania w zaktadach/pracowniach
patomorfologicznych.

Aktualna wersja dokumentéw: Standardy i wytyczne dla zaktaddw/pracowni patomor-
fologicznych

yezne dia rakladdwipracown]

Wytyczne dia zal Gwipracowni

patomarfologii patomorfologii

PROGRAM
AKREDYTACJI

JEDNOSTKI DIAGNOSTYKI
PATOMORFOLOGICZNED

Zrédto: http:/pol-pat.pl/index.php/standardy-i-wytyczne-w-patomorfologii/
Zrodto: https:/www.cmij.org.pl/patomorfologia/O4_zestaw-standardow-akredytacyjnych-dla-jdp.pdf
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W ramach projektu oprécz opracowania standardow akredytacyjnych w zakresie pato-
morfologii w kolejnym etapie zaplanowano pilotaz (jakosciowy) standardéw akredyta-
cyjnych realizowany przez Centrum Monitorowania Jakosci w Ochronie Zdrowia.

Ostatecznie we wrzesniu 2020 Ministerstwo Zdrowia zaakceptowato standardy oraz
wytyczne organizacji zaktadow patomorfologii, jak réwniez jednoznaczne opisy zakre-
su wykonywanych czynnosci w trakcie catego procesu badania patomorfologicznego,
tj. od chwili pobrania materiatu do badania, poprzez etapy ,techniczne” oraz niezbedne
badania dodatkowe, a konczac na formutowaniu i autoryzacji rozpoznania patomorfo-
logicznego. Zarowno w przyjetych przez Ministerstwo standardach, jak i w projekcie fi-
nansowania badan patomorfologicznych (JGPato) precyzyjnie zdefiniowano czym jest
rozpoznanie patomorfologiczne (histologiczne i cytologiczne), tj. wskazano, ze jest to
wynik badania patomorfologicznego ustalony na podstawie badan morfologicznych,
danych klinicznych oraz wymaganych innych elementoéw, np. oceny czynnikéw predyk-
cyjnych i prognostycznych, i podpisany przez lekarza specjaliste patomorfologa. Nie ma
watpliwosci, ze jakos¢ przektada sie na zwiekszenie uzytecznosci wykonanych badan,
a to wptywa na wybdér odpowiedniej strategii leczenia.

Kolejnym, ostatnim etapem, ktéry miat doprowadzi¢ do wyceny i finansowania badan
patomorfologicznych byto opublikowanie Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia z dn. 16
grudnia 2020 w sprawie programu pilotazowego dotyczgcego kompleksowych badan
patomorfologicznych JCGPato (Dz. U. poz.2360). Gtéwnym celem pilotazu (finansowe-
go) byto wypracowanie efektywnych kosztowo mechanizmow finansowania nowego
modelu diagnostyki patomorfologicznej, weryfikacja modelu sprawozdawania badan
patomorfologicznych oraz ocena wptywu elementéw jakosciowych na skutecznosé
diagnostyki patomorfologicznej, podniesienie jakosci procesu diagnostyczno-leczni-
czego, optymalizacja postepowania diagnostyczno-terapeutycznego, w tym skrocenie
czasu od postawienia rozpoznania do podjecia optymalnego leczenia.

Ostatni etap, ktdéry doprowadzit do finansowania badan patomorfologicznych byt nie-
zwykle trudny. W rozporzadzeniu wytypowano 39 podmiotow leczniczych, jednak do
udziatu w projekcie zakwalifikowata sie mnigjsza ilos¢ jednostek. Podmioty, ktore za-
deklarowaty udziat mogty realizowac¢ kompleksowa diagnostyke patomorfologiczna na
zasadach okreslonych w programie pilotazowym do konca 2021. Pozyskane i zgroma-
dzone informacje przez program pilotazowy postuzyty poza tym przy wdrazaniu stan-
darddw akredytacyjnych w zakresie patomorfologii w podmiotach leczniczych.

W potowie roku 2023 pojawily sie dwa zarzadzenia Prezesa NFZ, ktore wprowadzity
nowy model finansowania:

» Zarzadzenie NR 90/2023/DSOZ Prezesa Narodowego Funduszu Zdrowia z dnia 15
czerwca 2023 r. w sprawie okreslenia warunkow zawierania i realizacji umow w ro-
dzaju leczenie szpitalne oraz leczenie szpitalne - swiadczenia wysokospecjali-
styczne

» Zarzadzenie Nr103/2023/DSOZ Prezesa Narodowego Funduszu Zdrowia z dnia 4
lipca 2023 r zmieniajagce zarzadzenie w sprawie okreslenia warunkdw zawierania
i realizacji umow o udzielanie swiadczen opieki zdrowotnej w rodzaju ambulatoryj-
na opieka specjalistyczna

w katalogach, ktéorych wprowadzono nowe produkty rozliczeniowe umozliwiajace
w okreslonych przypadkach dodatkowe finansowanie kosztéw badan patomorfolo-
gicznych.




Podstawowym warunkiem korzystania z nowych dostepnych produktéw finansowa-
nia badan patomorfologicznych jest posiadanie przez podmiot leczniczy certyfikatu
akredytacyjnego Ministra Zdrowia w zakresie dziatalnosci jednostki diagnostyki
patomorfologii, bedacej jednostka organizacyjna tego swiadczeniodawcy (§21 ust.
9 zarzadzenia NR 90/2023/DS0OZ).

Obecnie jest 39 jednostek diagnostyki patomorfologicznej (JDP) posiadajacych taka
akredytacje. Lista Zaktadow Patomorfologicznych znajduje sie na stronach Centrum
Monitorowania Jakoscig (CMJ). Na dzien 1 kwietnia 2024 r. 113 szpitali ma kontrakt na
program lekowy B.6. - LECZENIE CHORYCH NA RAKA PLUCA (ICD-10: C34) ORAZ MIE-
DZYBtONIAKA OPLUCNEJ (ICD-10: C45), a wiec akredytacje uzyskato 34% osrodkow le-
czacych raka ptuca w Polsce.

Dodatkowo dopuszczono mozliwose rozliczania kosztéw badan patomorfologicznych
przez swiadczeniodawcow, ktorzy posiadajg Certyfikat uczestnictwa w projekcie PO
WER i uzyskali ocene na poziomie minimum 75% mozliwej do uzyskania liczby punk-
tow. Takie certyfikaty beda uwzgledniane przy rozliczeniach przez okres 3 lat od ich
wydania przez Ministra Zdrowia (z §21 ust. 9 zarzgdzenia NR 90/2023/DSOZ).

W zatgczniku nr 1c do zarzadzenia NR 90/2023/DSOZ leczenie szpitalne dodano naste-
pujace produkty rozliczeniowe umozliwiajace finansowanie badan patomorfologicz-
nych, ktéorych wartosci punktowe zostaty okreslone na podstawie rekomendacji Preze-
sa Agencji Oceny Technologii Medycznych i Taryfikacji:

1. Dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej - materiat onkologiczny maty,
161 pkt.

2. Dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej - materiat onkologiczny duzy,
918 pkt.

3. Dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej - materiat onkologiczny
specjalny, 776 pkt.

4. Dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej - materiat sSrédoperacyjny,
406 pkt.

Tabela 1. Produkty rozliczeniowe finansujace badania patomorfologiczne w katalogu
do sumowania (Zatagcznik 1c)
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Produkty rozliczeniowe: dodatkowe koszty diagnostyki patomorfologicznej mozemy
rozlicza¢ pod warunkiem posiadania certyfikatow akredytacyjnych przez JDP w wielu
zakresach m.in.:

—

chirurgia dzieciecaq,

2. chirurgia klatki piersiowej; chirurgia klatki piersiowej dla dzieci; chirurgia klatki
piersiowej specjalistyczna

3. chirurgia ogolna

4. chirurgia onkologiczna, chirurgia onkologiczna specjalistyczna, chirurgia
onkologiczna dla dzieci

5. chirurgia plastyczna; chirurgia plastyczna specjalistyczna, chirurgia plastyczna
dla dzieci

6. chirurgia szczekowo-twarzowa, chirurgia szczekowo-twarzowa specjalistyczna;
chirurgia szczekowo-twarzowa dla dzieci

7. choroby ptuc, choroby ptuc dla dzieci; choroby ptuc specjalistyczna, choroby ptuc
dla dzieci specjalistyczna

8. dermatologia i wenerologia; dermatologia i wenerologia dla dzieci;

9. dermatologia i wenerologia specjalistyczna; dermatologia i wenerologia dla dzieci
specjalistyczna

10. endokrynologia,; endokrynologia specjalistyczna; endokrynologia dla dzieci

1. gastroenterologia, gastroenterologia specjalistyczna,; gastroenterologia dla dzieci

12. ginekologia onkologiczna

13. hematologia

14. neurochirurgia, neurochirurgia dla dzieci;

15. onkologia i hematologia dziecieca, onkologia kliniczna, onkologia kliniczna
specjalistyczna

16. ortopedia i traumatologii narzqgdu ruchu, ortopedia | traumatolgii narzgdu ruchu
dla dzieci

17. otorynolaryngologia, otorynolaryngologia dla dzieci;

18. potoznictwo i ginekologia; pot. i gin. - drugi p. ref.; pot. i gin. - trzeci p. ref.

19. urologia; urologia specjalistyczna, urologia dla dzieci.

W uwagach przy produktach rozliczeniowych doprecyzowano, ze produkty rozliczenio-
we:

» obejmuja zakres badan okreslonych w zataczniku nr 7a do zarzadzenia;

» produkty dedykowane sg dla swiadczeniodawcow, posiadajgcych certyfikat
akredytacyjny lub certyfikat uczestnictw w projekcie POWER;

» produkty do sumowania ze Swiadczeniami udzielanymi na podstawie karty DiLO;

» produkty sg do rozliczenia w dacie hospitalizacji podczas, ktdrej pobrano materiat
do badania, nie wczesniej niz po otrzymaniu jego wyniku:

» Nnie mozna tgcznie sprawozdawac wskazanych produktow;

» zgodnie z zasadami okreslonymi w obwieszczeniu Ministra Zdrowia z dnia
24 wrzesnia 2021 r. w sprawie standarddw akredytacyjnych w zakresie
udzielania swiadczen zdrowotnych oraz funkcjonowania jednostek diagnostyki
patomorfologiczne;.

W zatgczniku 7a zarzadzenia NR 90/2023/DSOZ okreslono zakres badan przyporzadko-
wujacych do okreslonych produktow rozliczeniowych.




Dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej
— material onkologiczny maly, 5.53.01.000165 wartosc¢ 161 pkt.

» obejmuje zakres badan okreslonych w Ip.1zatacznika nr 7a do zarzadzenig;

» produkt dedykowany dla swiadczeniodawcow, spetniajacych warunek okreslony
w § 21 ust. 9-11 zarzadzenia;

» do sumowania ze Swiadczeniami udzielanymi na podstawie karty DiLO;

» nie mozna wykazywac tacznie z produktami o kodach: 553.01.0001654 Dodatkowy

koszt diagnostyki patomorfologicznej - materiat onkologiczny duzy, oraz
53.01.0001655 Dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej - materiat
onkologiczny specjalny,
» zgodnie z zasadami okreslonymi w obwieszczeniu Ministra Zdrowia z dnia
24 wrzesnia 2021 r. w sprawie standarddw akredytacyjnych w zakresie
udzielania swiadczen zdrowotnych oraz funkcjonowania jednostek diagnostyki
patomorfologiczne;.

Wykaz badan patomorfologicznych w chorobach nowotworowych

Sposéb pobrania .
. (kierunkowy, R(_)zpoznanle
Typ Rodzaj . . (kierunkowe)
Lp. b . . determinowany Topografia .
adania materiatu P . zgodnie
Swiadczeniem 2z ICD-10
podstawowym JGP
1.
- wezet chionny (przerzuty)
- guzy mdozgu (przerzuty)
- gatka oczna z okolicznymi
tkankami
- matzowina uszna
- Slinianka
- materiat z jamy ustnej
Biopsja; - materiat z jamy nosowe;j i/
Biopsja gruboigtowa lub zatok
Biopsja kleszczykowa |- materiat z przewodu pokar-
Wycinki z oskrzela mowego
Fragment Wycinki z btony slu- - trzustka bez/lub z drogami
narzadu zowe)j z6tciowymi Dotyczy
Materiat Biopsja otwarta - watroba bez/lub z drogami |ezpoznania
onkolo- (VATS) z6kciowymi nowotworu
giczny Biopsja typu TRUCUT |- nerka ziosliwego na
maty - pecherz moczowy podstawie
- prostata przeprowadzo-
- ptuco nego badania
- serce
- zmiany skorne
- materiaty kostne
- Sciana klatki piersiowej
- guzy tkanek miekkich
- przerzuty do kosci (nie
Trepanobiopsja | Trepanobiopsja dotyczy rozrostow hemato-
logicznych i miesakow)
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Typ
badania

Rodzaj
materiatu

Sposéb pobrania
(kierunkowy,
determinowany
Swiadczeniem
podstawowym JGP

Topografia

Rozpoznanie
(kierunkowe)
zgodnie
z ICD-10

Wyciecie narza-
du

Wyciecie frag-
mentu narzadu
(* dotyczy mate-
riatu o sr.do 50
cm lub objetosci
do 250 ml)

Woyciecie zmiany

*wezet chtonny (przerzuty)
*guzy mozgu (przerzuty)
laryngektomia czesciowa
*matzowina uszna
*migdatek/ migdatki
*Slinianka

*materiat z jamy ustnej
*materiat z jamy nosowej i/
lub zatok

*materiat z przewodu pokar-
mowego

*trzustka bez/lub z drogami
zotciowymi

*watroba bez/lub z drogami
zotciowymi

*pecherzyk zétciowy
*macica

*jednostronnie lub obustron-
nie: jajnik

lub jajowdd; jajnik z jajowo-
dem

*nadnercze

Dotyczy
rozpoznania
nowotworu
ztosliwego na
podstawie
przeprowadzo-
nego badania

*przysadka

*nerka

*pecherz moczowy
*pracie

*jadro

*skora (w tym blizna czer-

Materiat
onkolo-
giczny

maty

niak),zmiany

skérne

*materiaty kostne
*ptuco

*serce

*guzy tkanek miekkich

Materiat do
wykonania
w technice
cell-block

BAC/BCI (w tym pod
kontrolg TK lub EUS/
EBUS, EDUS-FNA lub
USQG); poptuczyny,
wydzieliny, plwocina,
biopsja szczotecz-
kowa z pobraniem
materiatu do opra-
cowania w technice
cell-block

- wezet chionny (przerzuty)

- guzy mozgu

- tkanki oczodotu

- Slinianka, krtan, tchawica,
tarczyca

- materiat z przewodu pokar-
mowego

- trzustka bez/lub z drogami
zotciowymi

- watroba bez/lub z drogami
zotciowymi

- nerka, ptuco, optucna

- zmiany skorne

- materiaty kostne, materiaty
guzdw kosci




»

»

»

»

»

Lp.

Dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej
— material onkologiczny duzy 5.53.01.0001654 wartosc 918 pkt

obejmuje zakres badan okreslonych w lp. 2 zatacznika nr 7a do zarzadzenia;
produkt dedykowany dla swiadczeniodawcow, spetniajacych warunek okreslony

w § 21 ust. 9-11 zarzadzenia;

do sumowania ze $wiadczeniami udzielanymi na podstawie karty DiLO;

nie mozna wykazywac facznie z produktami o kodach: 5.53.01.0001653, 53.01.0001655;
zgodnie z zasadami okreslonymi w obwieszczeniu Ministra Zdrowia z dnia

24 wrzesnia 2021 r. w sprawie standarddw akredytacyjnych w zakresie
udzielania swiadczen zdrowotnych oraz funkcjonowania jednostek diagnostyki
patomorfologiczne;.

Wykaz badan patomorfologicznych w chorobach nowotworowych

Typ
badania

Rodzaj
materiatu

Sposob pobrania
(kierunkowy,
determinowany
Swiadczeniem
podstawowym JGP

Topografia

Rozpoznanie
(kierunkowe)
zgodnie
z ICD-10

Materiat
onkolo-
giczny
duzy

Resekowany
narzad albo
czes¢ narzady;
resekcja narzadu
rozszerzona,
resekcja zespotu
narzadow

Resekcja czesci
narzadu

Resekcja catego
narzadu

Resekcja rozszerzona

Resekcja zespotu
narzadow

- guzy mozgu (przerzuty)
- gatka oczna z okolicznymi

tkankami bez/z weztami
chtonnymi

- materiat z jamy ustnej bez/z

weztami chtonnymi

- jezyk bez/z weztami chton-

nymi

- gardto srodkowe, nosogar-

dfo, gardto dolne (operacje
radykalne) bez/z weztami
chtonnymi

- kosci twarzoczaszki bez/z

weztami chtonnymi

- skora twarzy bez/z weztami

chtonnymi

- tkanki miekkie (miesaki

inne niz w grupie badan
specjalnych) bez/z weztami
chtonnymi

- krtan (laryngektomia

catkowita) bez/z weztami
chtonnymi

- przewdd pokarmowy

(przetyk, zotadek, jelito
cienkie; jelito grube; odbyt;
odbytnica) bez/z weztami
chtonnymi

- trzustka (op. Whippla) bez/z

weztami chtonnymi

- watroba z lub bez drég zot-

ciowych oraz bez/z weztami
chtonnymi

- Sledziona (rozpoznania

onkologiczne inne niz w
,Materiale onkologicznym
specjalnym”)

- nerka bez/z weztami chton-

nymi

- jadro bez/z weztami chion-

nymi

- jednostronnie lub

obustronnie: jajnik lub
jajowad; jajnik z jajowodem
(operacja bez usuniecia
macicy)

Dotyczy
rozpoznania
nowotworu
ztosliwego na
podstawie
przeprowadzo-
nego badania
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Sposéb pobrania

. Rozpoznanie
Typ Rodzaj (klerupkowy, . (kierunkowe)
Lp. badania materiatu determinowany Topografia zgodnie
Swiadczeniem zs:CD-IO
podstawowym JGP
- Nadnercze
- prostata bez/z weztami
chtonnymi
- materiaty kostne
- ptuco bez/z weztami chton-
Resekcja czesci nymi
Resekowany narzadu - piers bez/z weztami chton- Dotyczy
Materiat narzad albo . nym rozpoznania
Py . Resekcja catego - serce
onkolo- czes¢ narzady; : . nowotworu
. . narzadu - macica (resekcja prosta lub 0
giczny resekcja narzadu ‘ed ztosliwego na
duzy rozszerzona : rozszerzona) z jednostron- podstawie
. ' Resekcja rozszerzona nym lub obustronnym usu-
resekcja zespotu y T P przeprowadzo-
. nieciem jajowodow/jajnika )
narzadow nego badania

Resekcja zespotu
narzadow

lub jajnikow; bez/z weztami
chtonnymi

- tarczyca bez/z weztami

chtonnymi

- pecherz moczowy bez/z

weztami chfonnymi

Dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej

— malerial onkologiczny specjalny 5.53.01.0001655 wartosc¢ 776 pkt.

» obejmuje zakres badan okreslonych w Ip. 3 zatacznika nr 7a do zarzadzenia;

» produkt dedykowany dla swiadczeniodawcow, spetniajacych warunek okreslony
w § 21 ust. 9-11 zarzadzenig;

» do sumowania ze Swiadczeniami udzielanymi na podstawie karty DiLO;

» nNie mozna wykazywac tacznie z produktami o kodach: 5.53.01.0001653,
53.01.0001654%;

» zgodnie z zasadami okreslonymi w obwieszczeniu Ministra Zdrowia z dnia
24 wrzesnia 2021 r. w sprawie standarddw akredytacyjnych w zakresie
udzielania swiadczen zdrowotnych oraz funkcjonowania jednostek diagnostyki
patomorfologiczne;.

Wykaz badan patomorfologicznych w chorobach nowotworowych

Sposéb pobrania

BTK - biopsja aspira-
cyjna cienkoigtowa
pod kontrola TK BUS
— biopsja aspiracyjna
cienkoigtowa pod
kontrolg USG

(kierunko Rozpoznanie
Typ Rodzaj nkowy, . (kierunkowe)
Lp. . . determinowany Topografia .
badania materiatu swiadczeniem zgodnie
podstawowym JGP zICD-10
3. Biopsja gruboigtowa )
EUSpJ Bigopsja Sod Dotyczy petnej
diagnostyki
kontrolg EUS TRU- micsakow
i—gCJrLé\'/l'vaBlopSJa grubo- i chfoniakow:
Biopsja stereotaktycz- Péov\\//via?;od_u
Biopsja grubo- na Biopsja neuroen- | chi crodpiersi ht
. igtowa (oligo- doskopowa Wyciecie WezET chionny, STOAPIETSIE, cnonnego
Materiat biopsja) Jrmian guz, osrodkowy uktad nerwo- | i krwiotwor-
onkolo- Ps) . Y . wy (diagnostyka chtoniakéw) | czego (np.
. (zwytgczeniem | Resekcja czesci narza- | ,_; ) R 8 T
giczny : A : biopsje miesnia i nerwu, pier- | chtoniaki,
. diagnostyki du Resekcja catego A L - )
specjalny . wotny guz tkanek miekkich; | szpiczaki,
nowotworéw narzadu rozszerzona | . ? ; )
o : Sledziona biataczki, ostre
piersi) Resekcja narzadu .
i przewlekle

mieloprolifera-
cje, mastocy-
toza, histiocy-
tozy, choroba
Castlemana)




Lp.

Typ
badania

Rodzaj
materiatu

Sposéb pobrania
(kierunkowy,
determinowany
Swiadczeniem
podstawowym JGP

Topografia

Rozpoznanie
(kierunkowe)
zgodnie
z ICD-10

Materiat
onkolo-
giczny
specjalny

Trepanobiopsja

Trepanobiopsja

szpik

Fragment
narzadu

Biopsja chirurgiczna
Biopsja gruboigtowa

wezet chtonny, guz, zmiany
skorne, materiaty kostne,
guzy tkanek miekkich (mie-
Snie; nerwy; tkanka ttuszczo-
wa)

Wyciecie
narzadu

Resekcja narzadu

Sledziona

oraz dia-
gnostyki
NOWOTtwWOrow
osrodkowego
uktadu nerwo-
wego, diagno-
styki choréb
nerwowo-
miesniowych,
czerniakow

i nowotworow
przydatko-
wych oraz
tacznotkanko-
wych i peche-
rzowych skory,
genodermato-

zy itp.

Nowotwory
powiazane

z fozyskiem

i ptytka pa-
znokcia.

w przypadku
rozpoznania
konczacego
sie podejrze-
niem choroby
nowotworowej
- rozliczenie
jak materiat
onkologiczny
maty

Biopsja

Biopsja gruboigtowa

Biopsja mammoto-
mowa

piers
wezet chtonny

Dotyczy petnej
pierwotne;j
diagnostyki
raka piersi

z czynnikami
predykcyjnymi
(W tym FISH
jesliwymaga-
ne)

Wyciecie zmia-
ny, Biopsja ze
zmiany
Resekowana
czes¢ narzadu

guzy osrodkowego uktadu
nerwowego

Dotyczy petnej
diagnostyki
pierwotnych
NOWOtwOrow
uktadu nerwo-
wego (wtym
padania mo-
lekularne jesli
wymagane)

Biopsja grubo-
igtowa;

Biopsje frag-
mentow tkanko-
wych
Materiat do wy-
konania w tech-
nice cell-block

Biopsja gruboigtowa
EUS/EBUS

Biopsja transtora-
kalna

TRU-CUT

Materiat z bronchofi-
beroskopii

Pobranie ptynu z jam
ciata

Plwocina
Poptuczyny

ptuco
Srodpiersie
optucna

Dotyczy petnej
diagnostyki
raka ptuca,
NOWOtworéw
Srodpiersia
oraz optucnej

101
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Dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej
— material srodoperacyjny, 5.53.01.0001656 wartosc 402 pkt.

obejmuje zakres badan okreslonych w lp.4 zatacznika nr 7a do zarzadzenia;

produkt dedykowany dla swiadczeniodawcdow, spetniajacych warunek okreslony w §
21 ust. 9 -11 zarzadzenia;

do sumowania ze swiadczeniami udzielanymi na podstawie karty DiLO;

mozna sumowac z produktami o kodach 5.53.01.0001653 - 53.01.0001655;

zgodnie z zasadami okreslonymi w obwieszczeniu Ministra Zdrowia z dnia

24 wrzesnia 2021 r. w sprawie standarddw akredytacyjnych w zakresie

udzielania swiadczen zdrowotnych oraz funkcjonowania jednostek diagnostyki
patomorfologicznej.

Wykaz badan patomorfologicznych w chorobach nowotworowych
Sp;ﬁ?::"p:;:‘?;ua Rozpoznanie
Typ Rodzaj . ! . (kierunkowe)
Lp. badania materiatu d'e t?rmmovyany Topografia zgodnie
Swiadczeniem 2 ICD-10
podstawowym JGP
Pobranie materiatu
Materiat Badanie do badania dorazne-
Srodope- srodoperacyjne | go (intra)
racyjny (jeden pacjent) | Wyciecie zmiany lub
fragmentu zmiany

Dodatkowo podmioty, ktére posiadaja certyfikaty akredytacyjne maja szanse rozlicze-
nie badan histopatologicznych w poradniach specjalistycznych. Zgodnie z Zarzgdze-
nie Nr 103/2023/DSOZ Prezesa Narodowego Funduszu Zdrowia z dnia 4 lipca 2023 r.
zmieniajace zarzadzenie w sprawie okreslenia warunkow zawierania i realizacji umow
0 udzielanie $wiadczen opieki zdrowotnej w rodzaju ambulatoryjna opieka specja-
listyczna umozliwiono finansowanie dodatkowych kosztéw diagnostyki patomorfolo-
gicznej.

Dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej w AOS
- material onkologiczny maty, kod produktu 5.05.00.0000108 wartos¢ 217 pkt.

W zataczniku nr 5¢ do zarzadzenia dodano produkty rozliczeniowe:

»

»

»

»

do wykazania wytacznie z odpowiednim pakietem diagnostyki wstepnej albo
pogtebione;;

obejmuje zakres badan wskazanych w wykazie badan patomorfologicznych

w chorobach nowotworowych okreslonych w obowigzujacym zarzadzeniu Prezesa
NFZ w sprawie okreslenia warunkdow zawierania i realizacji umow w rodzaju leczenie
szpitalne oraz leczenie szpitalne — swiadczenia wysokospecjalistyczne, w czesci
obejmujacej zakres ambulatoryjnej opieki specjalistycznej;

produkt dedykowany dla swiadczeniodawcow posiadajacych certyfikat, o ktdrym
mowa w § 12 zarzadzenia;

zgodnie z zasadami okreslonymi w obwieszczeniu Ministra Zdrowia z dnia

24 wrzesnia 2021 r. w sprawie standarddw akredytacyjnych w zakresie

udzielania swiadczen zdrowotnych oraz funkcjonowania jednostek diagnostyki
patomorfologicznej;

nie mozna wykazywac tgcznie z produktem o kodzie: 5.05.00.0000109.
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Dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej w AOS
— material onkologiczny specjalny, kod produktu 5.05.00.0000109 wartos¢ 796 pkt.

» do wykazania wytacznie z odpowiednim pakietem diagnostyki wstepnej albo
pogtebionej;

» obejmuje zakres badan wskazanych w wykazie badan patomorfologicznych
w chorobach nowotworowych okreslonych w obowiazujacym zarzadzeniu Prezesa
NFZ w sprawie okreslenia warunkow zawierania i realizacji umow w rodzaju leczenie
szpitalne oraz leczenie szpitalne — swiadczenia wysokospecjalistyczne, w czesci
obejmujacej zakres ambulatoryjnej opieki specjalistycznej;

» produkt dedykowany dla swiadczeniodawcow posiadajacych certyfikat, o ktdrym
mowa w § 12 zarzadzenia;

» zgodnie z zasadami okreslonymi w obwieszczeniu Ministra Zdrowia z dnia
24 wrzesnia 2021 r. w sprawie standarddw akredytacyjnych w zakresie
udzielania swiadczen zdrowotnych oraz funkcjonowania jednostek diagnostyki
patomorfologicznej;

» nie mozna wykazywac facznie z produktem o kodzie: 5.05.00.0000108.

Warunkiem rozliczenia dodatkowych kosztéw diagnostyki patomorfologicznej w AOS
jest realizowanie swiadczen w ramach diagnostyki onkologicznej.

Produkty rozliczeniowe: dodatkowe koszty diagnostyki patomorfologicznej w AOS
mozna wykaza¢ wytacznie z odpowiednim pakietem diagnostyki wstepnej albo pogte-
bionej.

Warunkiem rozliczenia dodatkowych kosztéw diagnostyki patomorfologicznej w AOS
jest realizowanie swiadczern w ramach diagnostyki onkologicznej

Produkty rozliczeniowe: dodatkowe koszty diagnostyki patomorfologicznej w AOS

Mozna wykazac¢ wytacznie z odpowiednim pakietem diagnostyki wstepnej albo pogtebionej

DIAGNOSTYKA WSTEPNA DIAGNOSTYKA POGLEBIONA  KONSYLIUM - ustalenie LECZENIE
28 dni 21 dni planu leczenia ONKOLOGICZNE
& lub &+

dodatkowy koszt diagnostyki dodatkowy koszt diagnostyki Warunkiem rozliczenia swiadczen pogtebionej diagno-
patomorfologicznej w AOS - patomorfologicznej w AOS - styki onkologicznej jest wykonanie zestawu badanpo-
materiat onkologiczny maty materiat onkologiczny maty zwalajacych na okreslenie zaawansowania choroby
nowotworowej, zakonczone przekierowaniem Swiad-

lub lub czeniobiorcy na ustalenie planu leczenia onkologicz-

dodatkowy koszt diagnostyki dodatkowy koszt diagnostyki nego zgodnie z przepisami rozporzadzenia ministra

patomorfologicznej w AOS - patomorfologicznej w AOS - wiasciwego do spraw zdrowia w sprawie wzoru karty
materiat onkologiczny specjalny materiat onkologiczny specjalny diagnostyki i leczenia onkologicznego

Badania patomorfologiczne w raku ptuca

W Polsce otrzymujemy okoto 20 000 rozpoznan raka ptuca rocznie, przy czym niedrob-
nokomorkowy rak ptuca (NDRP) stanowi 80% rozpoznanych nowotwordw ptuca.

Zgodnie ze standardami postepowania i przyktadami dobrej praktyki dla Jednostek
Diagnostyki Patomorfologicznej diagnostyke nowotwordw ptuca wykonujemy z mate-
riatu cytologicznego, matego materiatu tkankowego (oligobiopsja, biopsja) oraz duzego
materiatu tkankowego (operacyjnego). W przypadku badan konsultacyjnych, czy tez
oznaczenia czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych mamy réwniez do dyspozy-
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cji tzw. materiat archiwalny. Jedna z najczesciej stosowanych procedur zabiegowych
w diagnostyce nowotworow ptuca, a przede wszystkim w ocenie stopnia zaawansowa-
nia raka ptuca, jest przezoskrzelowa biopsja srédpiersia lub ptuca pod kontrola ultraso-
nograficzna (EBUS-FNA) oraz przezoskrzelowa biopsja weztéw chtonnych (EUS-FNA).

W procedurze zabiegowej, jaka jest bronchoskopia, wykorzystuje sie kilka metod po-
zwalajacych na pobranie materiatu cytologicznego (rozmazy, cytobloki i histologiczne-

go).

Tabela 2. Procedury bronchoskopowe stosowane w diagnostyce nowotwordw ptuca

Procedury bronchoskopowe, rodzaje wykonywanych zabiegéw i rodzaje pozyskanego

materialu do oceny patomorfologicznej

biopsja oskméla, zmiany srodoskrzelowej

. wycinki

wymazy szczoteczkowe . cytologia

. poptuczyny/wydzielina oskrzelowa | cytologia

Bronchoskopia | plukanie oskrzelowo-pecherzykowe (BAL) | cytologia
przezoskrzelowa biopsja ptuca (TBLB) | wycinki
przezoskrzelowa aspiracyjna biopsja ’

iglowa (TBNA) | e

przezoskrzelowa biopsja srodpiersia lub ptuca pod kontrolg cytologia

ultrasonograficzng (EBUS-FNA) |
przezprzetykowa biopsja weziow chtonnych (EUS-FNA)' . cytologia
1 — procedura nie wymieniona w grupie procedur zabiegowych ICD-9

Zrédto: https://pol-pat.pl/index.php/standardy-i-wytyczne-w-patomorfologii/

Do procedur diagnostycznych i zabiegowych wykorzystywanych w chorobach ptuc za-
liczamy:

Badania cytologiczne (cytologia ztuszczeniowa, cytologia aspiracyjna),

Biopsja gruboigtowa — przezokrzelowa, przez sciane klatki piersiowej,

Biopsja endoskopowa — bronchofibroskopia, przezoskrzelowa,

Biopsja otwarta,

Brzezne wyciecie (otwarta biopsja ptuca, klinowa resekcja ptuca, segmentektomia),
Radykalne wyciecie (torakotomia, torakotomia-VATS), lobektomia, bilobektomia,
pneumonektomia),

7. Radykalne wyciecie potgczone z usunieciem weztdw chtonnych, innych elementéw
tkankowych lub narzadow.

O U WN

Skierowania na badania patomorfologiczne

Podstawa wykonania badania patomorfologicznego jest skierowanie na badanie histo-
patologiczne, badanie cytologiczne, badanie konsultacyjne, czy badanie kwalifikacji do
badan dodatkowych.

Wiasciwie wypetnienie skierowania jest obowiazkiem lekarzy, ktorzy przekazuja mate-
riat tkankowy i cytologiczny do badania patomorfologicznego.




W przypadku choréb ptuc w skierowaniu nalezy obligatoryjnie umiesci¢ nastepujace
informacje:

» okreslenie rodzaju pobranego materiatu,

» okreslenie anatomicznej lokalizacji zmian,

» okreslenie liczby pobranych wycinkdw, zwiaszcza w przypadku wykonania
bronchofiberoskopii,

» 0Opis badania bronchofiberoskopowego, jesli byto wykonane,

» informacje dotyczace dtugotrwale stosowanych lekow, przebytych terapii (zwtaszcza
chemioterapii, radioterapii, leczenia immunosupresyjnego),

» U chorych z podejrzeniem raka ptuca wskazane jest umieszczenie informacji
dotyczacej klinicznego stopnia zaawansowania nowotworu (CTNM), planowanego
leczenia z adnotacja o koniecznosci wykonania badan predykcyjnych zaleznie
od rozpoznania patomorfologicznego (skierowanie warunkowe » na badanie
kwalifikacji do badan dodatkowych),

» W przypadku naciecia guza poza zaktadem/pracownia patomorfologii lub pobrania
fragmentu zmiany do innych badan (np. molekularnych) nalezy ten fakt odnotowac
na skierowaniu.

Ponizej przedstawiono przyktady dobrej praktyki w zakresie skierowan na poszczegol-
ne rodzaje badania patomorfologicznego.

1. Skierowanie na badanie histopatologiczne
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2. Skierowanie na badanie cytologiczne
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3. Skierowanie na badanie konsultacyjne
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4. Skierowanie na badanie kwalifikacji do badan dodatkowych
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W zakresie prawidtowego opracowania materiatu cytologicznego pobrany materiat
nalezy zabezpieczy¢ w postaci rozmazow cytologicznych (nie wiecej niz dwa szkietka),
a pozostaty nalezy utrwali¢ 10% roztworem buforowanej formaliny (pH 7,2-7,4) w celu
wykonania cytobloku, ktére obecnie w diagnostyce raka ptuca sa preferowanym mate-
riatem cytologicznym. Rozmazy utrwalamy 96% alkoholem etylowym.

W matym materiale tkankowym (oligobiopsja) nalezy okresli¢ liczbe nadestanych wy-
cinkéw, w przypadku materiatu biopsyjnego, wycinkdw z ptuca, fragmentow tkanko-
wych materiat nalezy umiesci¢ w pojemniku z 10% roztworem buforowanej formaliny
(pH 7,2-7,4). Czas utrwalania matego materiatu nie powinien przekroczy¢ 48 godzin.

Materiat duzy operacyjny: ptuco, segment, fragment ptuca nalezy rozprezy¢ poprzez
nastrzykniecie miazszu 10% roztworem buforowanej formaliny (pH 7,2-7,4) i utrwalac
zgodnie ze standardem dla duzych materiatow tkankowych w czasie od 6 do 72 godzin.

Materiat zabezpieczony w postaci cytoblokdw, jak rédwniez maty materiat tkankowy (oli-
gobiopsja, biopsja), zwtaszcza w przypadku diagnostyki raka ptuca, wymaga bardzo
oszczednego i przemyslanego skrawania bloczkéw parafinowych. Wskazane jest wy-
konanie 2-3 skrawkow zabarwionych metoda HE. Dalsze postepowanie w przypadku
pacjentéw z zaawansowanym niedrobnokomaorkowym rakiem ptuca (NRDP), innym
niz ptaskonabtonkowy wymaga wykonania kolejno:

» mutacji EGFR, jezeli brak mutacji to:

» ekspresji ALK (badanie immunohistochemiczne)/rearanzacja ALK, jezeli wynik
negatywny, to:

» rearanzacja ROSI, jezeli brak, to u pacjentdw w IV stopniu zaawansowania:

» PD-L1badaniem immunohistochemicznym.
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W Osrodkach dysponujacych technikami sekwencjonowania nastepne] generacji
(NGS) dopuszcza sie, w celu minimalizacji czasu oczekiwania na wynik, wykonanie ba-
dan molekularnych technika NGS.

W przypadku duzych materiatéw tkankowych (operacyjnych) do badania nalezy po-
brac¢ reprezentatywne wycinki z kazdej stwierdzonej zmiany lub zmienionego obszaru,
dodatkowo nalezy pobrac¢ co najmniej 1-3 wycinkdw niezmienionego miazszu. Nalezy
rowniez pobrac wszystkie znalezione wezty chtonne z okresleniem ich lokalizacji. Dal-
sze postepowanie w przypadku pacjentdw z zaawansowanym niedrobnokomaorkowym
rakiem ptuca (NDRP), jak w przypadku materiatow opracowanych technika cytoblok
i matych materiatow tkankowych.

Oznaczenie PD-L1

Oznaczenie PD-L1 wykonujemy na materiale tkankowym, materiale cytologicznym
opracowanym technika cytoblok; ze wzgledu na brak walidacji, do badania nie nada-
ja sie rozmazy cytologiczne. Badanie immunohistochemiczne PD-L1 stuzy do wykry-
cia obecnosci biatka PD-L1 w tkance nowotworowej, a jego obecnos¢ na komorkach
umozliwia dostosowanie leczenia do indywidualnego pacjenta (terapia personalizo-
wana) z zastosowaniem okreslonej immunoterapii lekami biologicznymi o charakterze
przeciwciat. Immunoterapia jest zatem metoda leczenia polegajaca na wzmocnieniu
aktywnosci uktadu odpornosciowego pacjenta do skutecznej walki z nowotworem. Im-
munoterapia obejmuje inhibitory immunologicznego punktu kontrolnego, hamujace
szlaki przekazywania sygnatéw zwiazane z receptorami, ktére w fizjologicznych warun-
kach przywracaja i utrzymuja aktywnos¢ ukfadu odpornosciowego gospodarza prze-
ciw komadrkom nowotworowym, w tym receptora zaprogramowanej smierci komorki
1 (ang. programmed death 1, PD-1) i ligandu dla receptora zaprogramowanej Smierci
komorki 1 (ang. programmed death ligand 1, PD-L]).

Rycina 1. Szlak sygnatowy PD1/PD-L1

PD-1
Receptor

T Cell

Zrédto: https:/Mww.termedia.pl/onkologia/lmmunoterapia-jak-wyniki-badan-klinicznych-zmieniaja-algoryt-
my-leczenia-chorych-na-NDRP
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W szlaku sygnatowym PD1/PD-L1 gtéwna role odgrywaja limfocyty T, komérki odpowia-
dajace za przebieg odpowiedzi immunologicznej. Na powierzchni limfocytow T znajdu-
ja sie receptory immunologicznych punktéw kontroli. Wyrézniamy 2 typy immunolo-
gicznych punktow kontroli:

» czasteczki aktywujace limfocyt, w efekcie powodujgce pozytywna stymulacje
odpowiedzi immunologicznej,

» czasteczki hamujace limfocyt T, w efekcie powodujace wyhamowanie odpowiedzi
immunologicznej (PD-1- programmed death 7).

Czasteczka PD-1 wytwarza wigzanie z jednym z ligandow. Ligandy PD-L11 PD-L2 wspot-
zawodnicza o wigzanie z PD-1, jednak to PD-1 petni gtéwna role w regulacji szlaku PD-1/
PD-L1. Wigzanie PD-1z PD-L1 wywotuje zmiane konformacji przeztrzennej ligandu i pro-
wadzi do wyczerpania efektorowych limfocytdow T.

W immunoterapii stosuje sie przeciwciata monoklonalne, ktdre sg skierowane przeciw-
ko czasteczkom hamujacym aktywnosc limfocytow (sa to inhibitory ,ujemnych” immu-
nologicznych punktéw kontroli), co w efekcie powoduje zablokowanie przekazywania
sygnatow hamujacych limfocyt, a tym samym przywrécenie jego funkgji. Przeciwciata
te sa skierowanie przeciwko czasteczce PD-1 badz jednego z jej liganddw, mianowicie
czasteczki PD-LI1.

Rycina 2. Mechanizm dziatania inhibitoréw PD-1 oraz PD-L1 na odpowiedzZ immunolo-
giczna

A LIMFOCYTT KOMORKA NOWOTWOROWA

ZAHAMOWANIE
ODPOWIEDZI
IMMUNOLOGICZNE

B LIMFOCYTT KOMORKA NOWOTWOROWA

[\
ﬂk ;/f- WZBUDZENIE
ANTYPD1 NN //ANTYPDU oppOWIED!
NMUNCII._OGICLNEJ
|
SMIERC KOMORKI

Zrédto: Acta Haematologica Polonica 49(4) - December 2018 - 207-227 - DOI: 10.2478/ahp-2018-0025 Im-
munoterapia z uzyciem przeciwciat monoklonalnych ukierunkowanych na szlak PD-1/PD-L1 w chorobach
nowotworowych

(A) Do pobudzenia odpowiedzi immunologicznej wymagana jest interakcja TCR z cza-
steczka MHC prezentujaca antygen komorki. Prawidtowa odpowiedz ukierunkowana
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na komaorke nowotworowa nie jest jednak mozliwa na skutek interakcji czasteczek PD-1
oraz PD-LI.

(B) Zablokowanie czasteczek PD-1 i PD-L1 przy pomocy przeciwciat monoklonalnych
skutkuje wzbudzeniem odpowiedzi immunologicznej, prowadzac do zniszczenia ko-
morki nowotworowej. TCR (T-cell receptor) — receptor limfocytu T; MHC (major histo-
compatibility complex) — gtdwny uktad zgodnosci tkankowej; PD-1 (programmed death
receptor 1) — receptor programowanej smierci 1; PD-L1 (programmed death ligand 1) —
ligand programowanej Smierci 1.

Rycina 3. Mechanizmy immunosupresji, w ktorych posrednicza negatywne receptory

CTLA-4- i PD-1 oraz stymulacja przeciwnowotworowych limfocytow T za posrednic-
twem hamujacych przeciwciat monoklonalnych

komérka

prezentujaca
antygen

SUPRESJA w==p- przezycie komérek
nowotworowych

B inhibitory punktéw
kontroinych

komdrka
prezentujaca
antygen

PD-1 hhibitow punktéw
kontrolnych

AKTYWACJA w=ss=p- zabicie komérek
nowotworowych

Zrédto: https://immuno-onkologia.pl/blokada-punktow-kontrolnych-ukladu-odpornosciowego/

(A) Mechanizm dziatania punktéw kontrolnych hamujacych odpowiedz immunolo-
giczna.

CTLA-4 z duzym powinowactwem wigze sie z czasteczkami CD80 i CD86 na komor-
ce prezentujacej antygen, uniemozliwiajac ich wigzanie z czasteczka kostymulujaca
CD28, co prowadzi do wyttumienia aktywacji limfocytu T. Zwigzanie PD-1 na limfocycie
Tz jego ligandem PD-L1 na komorce nowotworowej hamuje aktywacje odpowiedzi im-
munologiczne;.

(B) Zastosowanie inhibitoréw punktéw kontrolnych umozliwia oddziatywanie CD80/86
7 czasteczka kostymulujgca CD28 oraz blokuje oddziatywanie PD-1z PD-L1, co w konse-

kwencji prowadzi do aktywacji limfocytu T i zabicia komorek nowotworowych.

Procedura wykonania oznaczenia PD-L1 metodg immunohistochemiczna




Procedura wykonywania oznaczenia PD-L1 zaktada wykonanie oznaczenia na prepa-
ratach mikroskopowych natadowanych dodatnio z naniesionym skrawkiem parafi-
nowym grubosci 4-5um, zawierajacym badang tkanke. Tak przygotowane preparaty
nalezy wygrza¢ w temperaturze 58°C + 2°C przez okres 60 minut. Dopuszcza sie prze-
chowywanie preparatéw w ciemnosci w temperaturze 2-8°C (warunki preferowane)
lub w temperaturze pokojowej nieprzekraczajgcej 25°C do momentu barwienia IHC
nie dtuzej niz 6 miesiecy (PD-L1 klon 22C3) i nie dtuzej niz 2 miesigce (PD-L1 klon SP142
i SP263). Archiwizacja bloczkéw parafinowych z zatopionym materiatem tkankowym
dla prawidtowego wykonania oznaczenia PD-L1 wynosi nie dtuzej niz 5 Iat.

Obecnie dostepne sg nastepujgce warianty wykonywania testow PD-L1:

» monoklonalne mysie przeciwciato anty-PD-L1 firmy DAKO (PD-L1 IHC 22C3
pharmDx), system wizualizacji EnVision FLEX, automat barwigcy Autostainer Link
48 lub Omnis;

» monoklonalne mysie przeciwciato anty-PD-L1 firmy DAKO (PD-L1 IHC 22C3) system
wizualizacji EnVision Flex, metoda manualna;

» monoklonalne kroélicze przeciwciato anty-PD-L1 firmy DAKO (PD-L128-8 pharmDx),
system wizualizacji EnVision FLEX, automat barwiacy Autostainer Link 48;

» monoklonalne kroélicze przeciwciato anty-PD-L1 firmy VENTANA (VENTANA PD-L]1
SP142), system wizualizacji VENTANA OptiView DAB IHC Detection Kit i OptiView
Amplification Kit, automat barwigcy VENTANA Benchmark Ultra;

» monoklonalne krdlicze przeciwciato anty-PD-L1 firmy VENTANA (VENTANA PD-L1
SP263), system wizualizacji OptiView Amplification Kit, aparat barwiacy VENTANA
Benchmark Ultra.

Wybor wariantu testu PD-L1 dostosowuje sie do typu nowotworu oraz okreslonej im-
munoterapii.

Procedura wykonania oznaczenia PD-L1 metoda immunohistochemiczna sktada sie
nastepujacych po sobie etapow:

» Odparafinowanie, nawodnienie i odmaskowanie antygenu,

» Inkubacja z pierwotnym przeciwciatem skierowanym przeciwko PD-LI,

» |Inkubacja z przeciwciatem (Linker) swoistym dla gatunku gospodarza przeciwciata
pierwotnego,

» Inkubacja z odczynnikiem do wizualizacji sktadajacym sie z czagsteczek przeciwciata
drugorzedowego i czasteczek peroksydazy chrzanowej z polimerowym szkieletem
dekstranu,

» Wytracanie sie osadu bedgcego widocznym produktem reakcji w migjscu
wystepowania antygenu,

» Wizualizacja barwna reakcji chrommogennej w zaleznosci od odczynnika
wzmacniajgcego dziatanie chromogenu,

» Barwienie kontrastowe badanej probki Hematoksyling.

Schemat 1. Procedura wykonania oznaczenia PD-L1 metoda immunohistochemiczna
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Zrédto: https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/29158_pd-I1-ihc-22C3-pharmdx-nsclc-inter-
pretation-manual.pdf

Ocena testu wymaga skrojenia trzech kolejnych preparatéow bloczka parafinowego:

» W celu wykonania barwienia HE,

» w celu wykonania barwienia z kontrola negatywna (monoklonalne przeciwciato
mysie Ig) - ujemna kontrola odczynnika stosowana jest w celu oceny wybarwienia
tia,

» W celu wykonania zasadniczej reakcji z przeciwciatem PD-L1, klon 22C3 lub SP142
lub SP263.

Do kazdego testu immunohistochemicznego konieczne jest wykonanie pozytywnej
i negatywnej kontroli jakosci reakcji. Kontrola pozytywna wykonywana jest dla potwier-
dzenia prawidtowego dziatania odczynnikow. Jezeli wystepuje brak odczynu wynik ba-
danego preparatu nalezy uznac¢ za niewazny. Kontrola negatywna wykonywana jest
w celu wykrycia ewentualnego odczynu nieswoistego. Jezeli nie jest mozliwe jedno-
znaczne odréznienie odczynu nieswoistego od swoistego nalezy uznac wynik prepara-
tu za niewazny.

Przyktadem dodatniej i ujemnej kontroli tkankowej dla testu PD-L1 jest wycinek z pra-
widtowego migdatka ludzkiego, ktéry zawiera zardwno nabtonek jak i komorki immu-
nologiczne:

» Barwienie PD-L1 dodatnie w obrebie krypt oraz w grudkach chtonnych,
» Barwienie PD-L1 ujemne w nabtonku ptaskim powierzchniowym i komarkach
przestrzeni miedzy grudkowych.

Interpretacja odczynu z przeciwciatem PD-L], klon 22C3

» Oceny mozna dokonac, jezeli badany materiat zawiera co najmniej 100 zywych
komorek nowotworowych,

» Ocenie nalezy poddac czesciowe lub catkowite wybarwienie bton komadrkowych,
o dowolnym stopniu nasilenia (intensywnosci),

» Jezeli byt widoczny odczyn ziarnisty, aby go uwzgledni¢ komaorka musiatby




wykazywac charakter btonowy,

» W ocenie nie uwzgledniamy odczynu cytoplazmatycznego (traktujemy jako odczyn
nieswoisty),

» Ekspresje biatka PD-L1 na komorkach nowotworowych oceniamy poprzez ustalenie
TPS (Tumor Proportion Score, Skala stopnia wybarwienia guza), czyli odsetka
zywych komaorek nowotworowych, wykazujgcych czesciowy lub ciggty odczyn
btonowy,

» Komorki prawidtowe i komorki immunologiczne zwigzane z guzem, takie jak
limfocyty naciekajace i makrofagi nie powinny by¢ uwzgledniane w ocenie stuzacej
do okreslenia ekspresji PD-L1,

» Probka jest uznawana za wykazujaca ekspresje PD-L1 jesli w skali PD-L1>1%
zywotnych komorek wykazuje wybarwienie btony komaorkowej o dowolnej
intensywnosci (np. =1+).

Ponizej przedstawiono przyktady formutowania wynikéw oceny ekspresji PD-LI:

Wynik: BRAK EKSPRESJI
» Brak reakcji blonowej na komarkach raka, lub czesciowa lub catkowita btonowa
ekspresja w <1% zywych komaorek nowotworowych

patomorfologeczme: |B|¢k reakcfi blonowej na komdrkach nowotworowych w odczymie immunohistochemicznym PD-L1 22C3 (-).

<Fean ioE |BRﬁlK EKSPRESJI PD-L1 22C3

Wynik: NISKA EKSPRESJA
» Czesciowa lub catkowita btonowa ekspresja (31+) w 1-49% zywych komorek
nowotworowych

Rozpoznanie W preparacie i obecne jest utkanie nomotworowe (> 100 komérek raka) ‘

D"-C"-"C'{O!Cﬂﬂ-"‘“' |w oedczynie immunohistechemicznym PD-L1 (22C3) dodatnia reakcja blonowa cbecna jedynie w okolo 10% komdrek raka.

Rozpoznanie fw preparacie nr obecne utkanie raka niedrobnokomérkowego (> 100 komdarek).
|Ni5KR EKSPRESJA PD-L1 22C3.

Wynik: WYSOKA EKSPRESJA
» Czesciowa lub catkowita btonowa ekspresja (31+) w >50% zywych komorek
nowotworowych

Rozpoznanie iw preparacie nr obecne utkanie rake nisdrobnokomarkowego (> 100 komdrek).
WWqu-am:: iW odczynie immiunohistochemicznym PD-L1 (22C3) dodatnia reakcla blonowa obecna w okoto 70% komorek raka.
o e IWYSOKA EKSPRESIA ODCZYNU PD-L1 22C3.

Zrédto: Materiaty whasne Zaktadu Patomorfologii Nowotwordw Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii

Sktodowskiej-Curie —Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie

Obecnie w programie lekowym B.6. pacjenci maja dostep, w przypadku wykluczenia
mutacji, do nastepujacych opcji terapeutycznych:

» rak ptaskonabtonkowy lub nieptaskonabtonkowy z ekspresja PD-L1 > 50% —
pembrolizumab albo atezolizumab albo cemiplimalb w monoterapii,

» rak nieptaskonabtonkowy z ekspresjg PD-L1 < 50% — pembrolizumalb w skojarzeniu
Z pemetreksedem i pochodna platyny,

» rak ptaskonabtonkowy lub NOS z ekspresjg PD-L1 < 50% — pembrolizumab
w skojarzeniu z paklitakselem i karboplatyna,

» rak ptaskonabtonkowy lub nieptaskonabtonkowy lub NOS z ekspresjg PD-L1 < 50% —
niwolumab w skojarzeniu z ipilimumabem i chemioterapia (2 cykle) oparta
o pochodne platyny.
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Przyktady odczynéw PD-L1, klon 22C3

TPS <1% TPS 1-49% TPS 250%

Zrédto: Materiaty wiasne Zaktadu Patomorfologii Nowotwordw Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii

Sktodowskiej-Curie —Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie

Interpretacja odczynu z przeciwciatem PD-L], klon SP263

»

»

»

»

»

»

Oceny mozna dokonag, jezeli badany materiat zawiera co najmniej 50 zywych
komorek nowotworowych,

Ocenie nalezy poddac komorki nowotworowe, nie ma koniecznosci oceny komaorek
immunologicznych (NSCLC) lub

Ocenie nalezy poddac¢ komorki nowotworowe, a w nastepnej kolejnosci komaorki
immunologiczne (makrofagi, limfocyty, komorki dendrytyczne, granulocyty
obojetnochtonne) (Urothelial Carcinoma),

Oceniajac komorki nowotworowe, okreslamy odsetek komaorek nowotworowych
(TC - Tumor Cells), ktore wykazujg dodatnia reakcje btonowa niezaleznie od jej
intensywnosci, w stosunku do wszystkich komdrek nowotworowych powierzchni
guza,

Ocena komaorek immunologicznych (IC - Immune Cells) polega na okresleniu
proporcji powierzchni guza z obecnoscia komorek immunologicznych
wykazujacych jakakolwiek dodatnia reakcje z przeciwciatem anty-PD-L1, w stosunku
do catej powierzchni utkania nowotworowego,

Za dodatni uznawany jest kazdy widoczny odczyn, niezaleznie od tego, na jakiego
typu komorkach odpowiedzi immunologicznej wystapit i jakiego jest rodzaju (nie
jest wymagany odczyn bfonowy).
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Przyktady odczynéw PD-L1, klon SP263

NISKA EKSPRESIA WYSOKA EKSPRESIA

Zrédto: Materiaty wiasne Zaktadu Patomorfologii Nowotwordw Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii

Sktodowskiej-Curie —Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie

Poréwnanie testéw PD-L1

Czynnik Atezolizumab Nivolumab Durvalumab
Roche ** BMS 56 AstraZeneca’

Cel terapeutyczny  PD-1 PD-L1 PD-1 PD-L1
mAb PD-L1 (IHC) ~ Dako 22C3 VentanaSP142 Dako 28-8 Ventana SP263
Ventana SP263 Ventana SP263
Platformado IHC  Autostainer Benchmark Autostainer Benchmark
Link 48 Link 48
Benchmark Benchmark
Oceniany typ 11e TC/IC TE TC
komadrek
Punkty odciecia TC=1%-49% TC > 50% TC=1% TC 225%
NSCLC TC=50% Lub TC=5%
IC> 10% TC 210%
Wskazania do Konieczna Uzupetniajgca  Uzupetniajaca Uzupetniajaca
oceny

Zrédto: 1 Herbst et al. Lancet 2016, 2 Plimack et al. ASCO 2016, 3 Fehrenbacher et al. Lancet 2016, 4 Rosen-
berg et al. Lancet 2016, 5 Borghaei et al. N Engl J Med. 2015, 6 Brahmer et al. N Engl J Med 2015, 7 Rebelatto
et al. ASCO 2015;

TC —tumor cells, IC-immune cells




116

Ocena PD-L1 22C3 w Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Cu-
rie -Painstwowym Instytucie Badawczym w Warszawie, w latach 2017-2022

W latach 2017-2022 w duzym osrodku refrencyjnym wykonano 1866 oznaczen ekspresji
oceny PD-L122C3 w niedrobnokomaorkowym raku ptuca (NDRP) - rozktad wynikow:

»

709 badan z wynikiem: brak ekspresji, co stanowito 38% ogétu,

391 badan z wynikiem: niska ekspresja (1-49%), co stanowito 21% ogétu,
541 badan z wynikiem: wysoka ekspresja (>50%), co stanowito 29% ogétu,
226 badan z wynikiem: nie diagnostyczny, co stanowito 12% ogétu.

Natomiast w okresie lipiec 2023 — czerwiec 2024 wykonano 271 oznaczen ekspresji
w niedrobnokomaorkowym raku ptuca (NDRP) z nastepujacym rozktadem wynikow:

109 badan z wynikiem: brak ekspresji, co stanowito 40% ogétu,

54 badan z wynikiem: niska ekspresja (1-49%), co stanowito 20% ogétu,
81 badan z wynikiem: wysoka ekspresja (>50%), co stanowito 30% ogétu,
27 badan z wynikiem: nie diagnostyczny, co stanowito 10% ogétu.

Finansowanie stopnia ekspresji PD-L1 przez publicznego ptatnika

Badanie PD-L1 finansowane jest przez publicznego ptatnika:

W przypadku podmiotow leczniczych majacych akredytacje Zaktadow Pato-
morfologii dla grupy pacjentow w ramach szybkiej sciezki onkologicznej istnieje
mozliwosc sfinansowania PD-L1 w ramach produktu rozliczeniowego o kodzie:
5.53.01.0001655 dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicznej - materiat onko-
logiczny specjalny w ramach leczenie szpitalne oraz w ramach produktu rozlicze-
niowego o kodzie: 5.05.00.0000109 dodatkowy koszt diagnostyki patomorfologicz-
nej — materiat onkologiczny specjalny w ambulatoryjnej opiece specjalistyczna.

W przypadku, gdy wykonanie badania jest obligatoryjne w ramach kwalifikacji

a pacjent zostanie zakwalifikowany do Programu lekowego B6. Leczenie chorych
na raka ptuca (ICD-10: C34) oraz miedzybtoniaka optucnej (ICD-10: C45) wowczas
finansujemy koszt badania PD-L1 poprzez sprawozdanie produktu rozliczeniowe-
go o kodzie 5.08.08.0000011 diagnostyka w programie leczenia chorych na
raka ptuca oraz miedzybtoniaka optucnej, o wartosci 3 927 pkt. rocznie. Zgod-
nie z definicja ryczatt za diagnostyke jest to produkt rozliczeniowy, w ramach
ktorego finansowany jest usredniony koszt badan diagnostycznych wymaganych
przy kwalifikacji i w trakcie realizacji programu lekowego, wykonywanych u $wiad-
czeniobiorcy objetego tym programem w danym roku kalendarzowym, z wyita-
czeniem badan genetycznych wykonywanych w trakcie kwalifikacji do programu
lekowego, z zastrzezeniem § 24 ust. 4 (programaow hematoonkologicznych).

Natomiast w przypadku gdy pacjent nie zakwalifikuje sie do programu lekowe-
go B.6. to koszt badanie ekspresji PD-L1 leza po stronie podmiotéw medycznych
prowadzgacych leczenie raka ptuca w programie lekowym. Czes¢ podmiotow po-
siadajgcych akredytacje ma szanse sfinansowania badania w ramach dostepnych
produktdéw rozliczeniowych (patrz pkt.1), natomiast przypadku gdy podmiot




leczniczy nie posiada akredytacji JDP lub ma zawarta umowe na podwykonaw-
stwo na realizacji badan patomorfologicznych wéwczas wykonanie badan PD-LI1
nie jest finansowane.

W przypadku podmiotow leczniczych prowadzacych kompleksowa diagnostyke cho-
rob ptuc, ktére nie posiadaja programu lekowego B.6., problem jest jeszcze bardzigj
ztozony. Osrodki te nie moga skorzystac z ryczattu na diagnostyke w programie (nie
maja programu lekowego B.6.), oraz czesto nie sg na liscie akredytowanych Zaktadow
Patomorfologii. Dla takich osrodkéow kompleksowa diagnostyka jest pokrywana z cat-
kowicie z budzetu szpitala.

Schemat 2. Finansowani badan ekspresji PD-LI

12-14 tys. testéw PD-L1 w 2023 w raku ptuca / 7-8 tys. pacjentéw leczonych w programie B.6. w roku 2023 / 50% diagnozowanych leczona

14 tys. NDRP Ista\dium m-v

50% laboratorium 50% laboratorium
wewnetrzne w szpitalu zewnetrzne
(7 tys.) (7 tys.)
[ [

| Nieptaskonabtonkowy | (3 tys. pacjentéw)

| Ptaskonabtonkowy | | Ptaskonabtonkowy

| Nieptaskonabtonkowy |

Rozliczenie PD-L1
w ramach JGPATO

Rozliczenie PD-L1
w ramach JGPATO

Rozliczenie PD-L1
w ramach ryczattu

Rozliczenie PD-L1
w ramach ryczattu

Rozliczenie PD-L1
w ramach ryczattu
na diagnostyke w PL
(tylko jesli pacjent sie
zakwalifikuje)

Rozliczenie PD-L1
w ramach ryczattu
na diagnostyke w PL
(tylko jesli pacjent sie
zakwalifikuje)

na diagnostyke w PL
(tylko jesli pacjent sie
zakwalifikuje)

na diagnostyke w PL
(tylko jesli pacjent sie
zakwalifikuje)

Kompensacja kosztu
PD-L1 w ramach
Zatacznika nr 7

- Badania genetyczne

STRATA w przypadku
braku kwalifikacji

do B.6.
1,5 tys. pacjentéw*

Kompensacja kosztu
PD-L1w ramach
Zatacznika nr 7

- Badania genetyczne

*minimalna liczba pacjentéw rocznie 1,5 tys., pacjentow z rakiem ptuca rocznie

Ze schematu 2. wynika ze problem finansowania badania ekspresji PD-L1 dotyczy co
najmniej 15 tys. pacjentow z NDRP rocznie (szczegdlnie z podtypem ptaskonabtonko-
wym, gdzie wymagany jest tylko test PD-LI, bez mutacji genetycznych). Ponadto je-
sli wartos¢ ryczattu za diagnostyke jest zbyt niska w ramach programu lekowego, lub
osrodek nie jest objety akredytacja Zaktadu Patomorfologii stanowi to niewatpliwie
koszt obcigzajacy budzet szpitala. Wydaje sie, ze moze to powodowac pewna bariere
do szerokiej diagnostyki pacjentdw z rakiem ptuca w Polsce.

Podsumowanie

Rozpoznanie patomorfologiczne jest kluczowe dla nastepujacych po etapie diagno-
stycznym kolejnych zdarzen dotyczacych terapii pacjenta. Wprowadzenie bezposred-
niego finansowania badan patomorfologicznych jest sposobem na zapewnienie od-
powiednich srodkdéw na wykonanie, czasem kosztowego panelu badan dodatkowych,
niezbednych dla sformutowania rozpoznania zawierajacego niezbedne elementy dla
planowania leczenia. Wprowadzenie odrebnego finansowania zostato poprzedzone
wprowadzeniem jednolitych, standaryzowanych zasad przeprowadzania badania, tak
pod wzgledem organizacyjnym jak i sciezki ,technicznej”.
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Problem finansowania czynnika predykcyjnego PD-L1 dotyczy kilku tys. pacjentéow
z rakiem ptuca w Polsce. Nalezatoby wprowadzi¢ nowe rozwigzanie, ktdre umozliwitoby
finansowanie tego badania poza 39 akredytowanymi osrodkami (co stanowi zaledwie
34% osrodkow leczacych raka ptuca w Polsce). W roku 2023 NFZ wydat ponad 800 min
PLN na pokrycie kosztow terapii w ramach programu lekowego leczenia raka ptuca.
Kompleksowa dobrze finansowania diagnostyka jest kluczem do personalizacji lecze-
nia i optymalnego doboru terapii.
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Finansowanie diagnostyki
molekularnej w ramach
swiadczen gwarantowanych
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Podstawowym warunkiem rozwoju medycyny personalizowanej w polskim systemie
opieki zdrowotnej jest dostepnos¢ do wysokiej jakosci diagnostyki genetycznej, ktdra
obecnie jest refundowana przez publicznego ptatnika. Zarzadzenie Prezesa Narodowe-
go Funduszu Zdrowia z dnia 30 grudnia 2016 otworzyto nowe mozliwosci finansowania
diagnostyki genetycznej nowotwordw i stanowito niezwykle wazny krok dla zwieksze-
nia dostepnosci zwtaszcza chorym z rozpoznaniami onkologicznymi.

Finansowane przez publicznego ptatnika diagnostyczne badania genetyczne u cho-
rych na raka ptuca wykonane w Polsce w okresie od 1stycznia 2017 r. do 31 grudnia 2022
r. odbywato sie gtdwnie w ramach umaow (Schemat 1) zawieranych ze swiadczeniodaw-
cami, ktorych przedmiot postepowania i warunki postepowania okresla:

1. Zarzadzenie Nr 37/2024/DSOZ Prezesa Narodowego Funduszu Zdrowia w sprawie
okreslenia warunkoéw zawierania i realizacji umow w rodzaju leczenie szpitalne
oraz leczenie — Swiadczenia wysokospecjalistyczne, ze zmianami

2. Zarzadzenie Nr 116/2019/DSOZ Prezesa Narodowego Funduszu Zdrowia w sprawie
okreslenia warunkoéw zawierania i realizacji umow w rodzaju Swiadczenia zdrowot-
ne kontraktowane odrebnie, ze zmianami

Schemat 1. Finansowanie diagnostycznych badan genetycznych u chorych na raka ptu-
ca w ramach umow zawieranych z Narodowym Funduszem Zdrowia

Finansowanie diagnostycznych badan genetycznych w raku ptuca (C34)

ZARZADZENIE NR 37/2024/DSOZ PREZESA NARODOWEGO FUNDUSZU ZDROWIA
z dnia 29 marca 2024 r. w sprawie okreslenia warunkéw zawierania i realizacji umoéw w rodzaju
leczenie szpitalne oraz leczenie szpitalne - Swiadczenia wysokospecjalistyczne

ZARZADZENIE NR 167/2019/DSOZ PREZESA NARODOWEGO ) . )

FUNDUSZU ZDROWIA z dnia 29 listopada 2019 r. w sprawie Umowa w rodzaju leczenie szpitalne

okreslenia warunkéw zawierania i realizacji uméw w rodzaju

$wiadczenia zdrowotne kontraktowane odrebnie, ze zmianami » podstawowe badania genetyczne w chorobach nowotworowych
(kod 5.53.01.0005001) , 649 pkt.

» ztozone badania genetyczne w chorobach nowotworowych
(kod 5.53.01.0005002) , 1298 pkt.

Umowa swiadczenia zdrowotne
kontraktowane odrebnie

(5,7O.OOOOOOOZJ)'/«:omp/eksowa diagnostyka » zaawansowane badania genetyczne w chorobach nowotworowych
genetyczna chorob nowotworowych, 532 pkt. (kod 5.53.01.0005003) , 2 434 pkt.

Badanie genetyczne materiatu Materiat tkankowy/cytologiczny
archiwalnego biopsyjny pobrany w ramach
(5.52.01.0001511) hospitalizacji

Projekt czwartego produktu rozliczeniowego
Kompleksowe profilowanie genomowe
Brak finansowania, pozytywna rekomendacja AOTMIT-u

Publiczny ptatnik majac na uwadze zréznicowane koszty badan genetycznych u pa-
cjentéw onkologicznych wprowadzit od 2017 roku mozliwos¢ ich finansowania w umo-
wie leczenie szpitalne, w zaleznosci od rozpoznania ICDI10, uzytej technologii diagno-
stycznej, liczby i rodzaju wykonanych oznaczer oraz momentu pobrania materiatu do
badania [1] tj.:

» materiatu $wiezego - pobranego w trakcie uzasadnionej hospitalizacji (krew
obwodowa lub materiat tkankowy/cytologiczny, biopsyjny pobrany w ramach grupy
JGP) lub

» materiatu archiwalnego - dostarczonego z innego osrodka lub pobranego
w danym podmiocie leczniczym podczas procedury diagnostycznej w trakcie
wczesniejszej hospitalizacji (bloczki i preparaty cytologiczne), w sytuacji




koniecznosci wykonania badania genetycznego w trybie ambulatoryjnym celem
modyfikacji leczenia (ustalenia planu leczenia).

Produkty rozliczeniowe z katalogu 1 ¢ (do sumowania), w ramach umowy leczenie szpi-
talne, ktore sg dedykowane do sprawozdawczosci badan genetycznych w chorobach
nowotworowych i ktére pozwalaja sfinansowac¢ wykonane diagnostyczne badania ge-
netyczne z materiatu pobranego w trakcie hospitalizacji lub w trybie ambulatoryjnym
Nna podstawie zatgcznika nr 7 Wykazu badan genetycznych w chorobach nowotworo-
wych [2] to:

» Podstawowe badania genetyczne w chorobach nowotworowych
(kod 5.53.01.0005001) - wartos¢ punktowa 649 pkt.

» Ztozone badania genetyczne w chorobach nowotworowych

(kod 5.53.01.0005002) - wartos¢ punktowa 1298 pkt.

» Zaawansowane badania genetyczne w chorobach nowotworowych
(kod 5.53.01.0005003) - wartos¢ punktowa 2 434 pkt.

Refundacja badan genetycznych w chorobach nowotworowych zostata dedykowana
dla wybranych rozpoznan ICDI10 [3], zgodnie z zatgcznikiem nr 7 do zarzadzenia Prezesa
NFZ w sprawie okreslenia warunkéw zawierania i realizacji umow w rodzaju leczenie
szpitalne:

C15-C20, C25, €34, C38, C40, C41, C43, C47, C48, C49, C50, C54, C56, C57, Col, Co4, C67,
Ce69, C70, C71, C72, C73, C74, C78.6, C82, C83, C85, C88, C90.0, C90.1, C90.2, C91.0, Cal],
C92.0,C92.1, C93.1, D33, D45, D46, D47, D76 — 7z rozszerzeniami do pieciu znakow). Ozna-
cza to, ze badania zlecone pacjentom z rozpoznaniami spoza powyzszej listy obecnie
nie moga byc¢ finansowane w ramach wskazanych produktéw rozliczeniowych z umo-
wy lecznictwo szpitalne.

Nalezy pamietac, ze badania genetyczne w chorobach nowotworowych mozemy réow-
niez rozliczy¢ w pakiecie onkologicznym jako swiadczenia nielimitowane.

Obecnie jest to najkorzystniejszy wariant rozliczenie badan genetycznych w chorobach
nowotworowych. Zgodnie z zapisami Zarzadzenia Prezesa NFZ w sprawie okreslenia
warunkow zawierania i realizacji umow w rodzaju leczenie szpitalne [4] (z pdzn. zm.)
mozliwosc¢ rozliczania badan diagnostycznych genetycznych w chorobach nowotworo-
wych zostata przypisana zakresom zaréwno zachowawczym jak i zabiegowym (zgodnie
z zatacznikiem 1c do sumowania): chirurgii dzieciecej, chirurgii klatki piersiowej, chirur-
gii onkologicznej, chorobach ptuc/chorobach ptuc dla dzieci, endokrynologii, gastro-
enterologii, ginekologii onkologicznej, hematologii, neonatologii, neurochirurgii, on-
kologii i hematologii dzieciecej, onkologii klinicznej, otorynolaryngologii, potoznictwa
i ginekologii, urologii. Nie ma mozliwosci rozliczenia badan genetycznych w zakresie
chirurgii ogdlnej.

Podstawowym warunkiem rozliczenia badan genetycznych w zakresie umowy w rodza-
ju leczenie szpitalne w chorobach nowotworowych jest pobranie materiatu do badania
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genetycznego w trakcie hospitalizacji lub dostarczenie materiatu archiwalnego w try-
bie ambulatoryjnym. Po otrzymaniu wyniku badania genetycznego nalezy wskazac
odpowiedni produkt rozliczeniowy: podstawowe lub ztozone lub zaawansowane bada-
nie genetyczne w chorobach nowotworowych, ktéry nalezy dosumowac do grupy JGP
z katalogu 1a lub wykazac¢ z dedykowanym dla trybu ambulatoryjnego produktem roz-
liczeniowym: 5.52.01.0001511 badanie genetyczne materiatu archiwalnego, schemat nr
2. Nie mozna tacznie wykazywac produktéw o kodach: 5.53.071.0005001, 5.53.01.0005002,
5.53.01.0005003, w ramach jednej hospitalizacji oraz nie mozna taczy¢ ww. Swiadczen
z produktem o kodzie: 5.70.00.0000041 "kompleksowa diagnostyka genetyczna w cho-
robach nowotworowych” z zakresu badania genetyczne z katalogu swiadczen zdrowot-
nych kontraktowanych odrebnie.

Okreslenie rodzaju badania (badanie podstawowe, ztozone czy zaawansowane bada-
nie genetyczne) jest faktycznie mozliwe dopiero po catkowitym zakonczeniu procedu-
ry diagnostycznej i uzyskaniu ostatecznego wyniku w pracowni genetycznej. Dopiero
w tym momencie jest mozliwa rowniez petna ocena poniesionych naktadow i wskaza-
nie procedury do rozliczenia. Prawidtowe opisanie technologii wykonania procedury
badania genetycznego pozostaje w gestii pracowni genetycznej, wykonujacej badanie
(lub nastepujace po sobie badania) u danego pacjenta.

Schemat 2. Warunki rozliczenia badan genetycznych

Zarzadzenie Prezesa NFZ w rodzaju leczenie szpitalne, zatacznik 1c

produkty rozliczeniowe obejmujac zakres badan okreslonych
w zat. nr 7 - co najmniej jedno z badan wskazanych w kategorii
szczegodtowej,

Umowa w rodzaju leczenie szpitalne

» podstawowe badania genetyczne w chorobach nowotworowych

» produkty do rozliczenia w dacie hospitalizacji podczas ktorej (kod 5.53.01.0005001) , 649 pkt.
pobrano materiat do badania, nie wczesniej niz po otrzymaniu jego
wyniku » ztozone badania genetyczne w chorobach nowotworowych
. . ) ) (kod 5.53.01.0005002) , 1298 pkt.
» lub w trybie ambulatoryjnym rozliczane z produktem o kodzie:
5.52.01.0001511 - badanie archiwalne, » zaawansowane badania genetyczne w chorobach nowotworowych
» nie mozna taczyé z produktem o kodzie: 5.10.00.0000041 (kod 5.53.01.0005003) , 2 434 pkt.

- kompleksowa diagnostyka genetyczna w chorobach

nowotworowych z zakresu badania genetycznego z katalogu ) o
Swiadczen zdrowotnych kontraktowanych odrebnie, MOZLIWOSC ROZLICZENIA W PAKIECIE ONKOLOGICZNYM

nie mozna wykazywac facznie z produktami o kodach:
5.53.01.0005001, 5.53.01.0005002, 5.53.01.0005003

Produkty rozliczeniowe (badania genetyczne w chorobach nowotworowych) mozliwe do sumowania z grupami JGP z katalogu 1a
lub z produktem rozliczeniowym: badania genetyczne z materiatu archiwalnego

Podstawowe badanie genetyczne lub tryb h.OSp/m//ZGq/ .
= z (materiat pobrany w trakcie hospitalizacji)

Ztozone badanie genetyczne lub

) riatu

na atu
archiwalnego 5.52.01.0001511 tryb ambulatoryjny
(materiat archiwalny, bloczki, preparaty)
katalog 1b

Zaawansowane badanie genetyczne Badanie genetyczne z r

katalog 1c

Zrédio: ZARZADZENIE NR 37/2024/DSOZ PREZESA NARODOWEGO FUNDUSZU ZDROWIA z dnia 29 marca 2024 r. w sprawie okreélenia warunkéw zawierania i realizacji
umow w rodzaju leczenie szpitalne oraz leczenie szpitalne - $wiadczenia wysokospecjalistyczne

W zataczniku 7 Wykaz badan genetycznych w chorobach nowotworowych umiesz-
czono zalecenia postepowania diagnostycznego w nowotworach ztosliwych rekomen-
dowane przez polskie towarzystwa naukowe oraz wytyczne ekspertow w dziedzinie
genetyki onkologicznej. Przedstawione zakresy metodyczne wykonywanych badan
genetycznych podzielono na trzy kategorie w zaleznosci od ztozonosci uzytych technik
molekularnych. Zakresy badan genetycznych podzielono na badania proste, ztozone
i Zaawansowane.




Zatacznik 7. Wykaz badan genetycznych w chorobach nowotworowych

Wykaz badan genetycznych w chorobach nowotworowych
(ICD-10: C15-C20, C25, C34, C38, C40, C41, C43, C47, C48, C49, C50, C54, C56, C57, C61, C64, C67, CH9,
C70,C71,C72,C73,C74,C78.6,C82, C83, C85, C88, C30.0, C90.1, C90.2, C91.0, C91.1, C 92.0, C92.1,
C93.1, D33, D45, D46, D47, D76 — z rozszerzenieniami do pieciu znakdéw)

Zakres badan

Lp. ST Kategoria szczegétowa

1.1. Analiza kariotypu w komérkach nowotworowych przy uzyciu jednej metody prazko-

wej
1.2. FISH2)/1sH3) (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ) do komdrek nowotworowych
Proste z zastosowaniem jednej sondy DNA lub sondy z zestawem kontrolnym
1. badanie 1.3. Prosty test — badanie molekularne

genetyczne Analiza jednej lub kilku mutacji wykrywanych w od jednego do 6 amplikonéw przy uzyciu
reakcji PCR1)/ sekwencjonowania Sangera / prostych zestawéw diagnostycznych

lub analiza ekspresji / obecnosci genu lub kilku gendw (w tym gendw fuzyjnych) przy
uzyciu metody real-time PCR (RQ-PCR).

2.1. Analiza kariotypu w komérkach nowotworowych przy uzyciu dwu lub kilku metod
prazkowych

2.2. Analiza kariotypu w komdrkach nowotworowych przy uzyciu jednej metody prazko-
wej z rownolegta analiza FISH?) z uzyciem 1-2 zestawéw sond lub
z prostym badaniem molekularnym

2.3 FISH2)IISH3) do komdrek nowotworowych z zastosowaniem kilku sond (od 2 do 3
zestawow sond)

2.4. FISH2) do komdrek nowotworowych z zastosowaniem zestawu sond (od 1 do 2
sond) z réwnolegta analiza kariotypu lub z prostym badaniem molekularnym

Ztozone
2. badanie
genetyczne

2.5. C-Ig-FISH2) (Cytoplasmic Immunoglobulin FISH) ocena statusu kilku genéw w wyod-
rebnionej populacji plazmocytow (zestaw sond zgodnie z zaleceniami klinicznymi)

2.6. Ztozony test — badanie molekularne

Analiza 6-40 amplikonéw metodg sekwencjonowania Sangera lub NGS

lub analiza kilkudziesieciu mutacji przy uzyciu prostej reakcji PCR" z wykorzystaniem
2-3 prostych zestawéw diagnostycznych lub jednego zestawu diagnostycznego do oceny
statusu co najmniej 2-3 gendw

lub badanie mutacji dynamicznych

lub analiza duplikacji/delecji

lub analiza metylacji

3.1. Analiza kariotypu w komérkach nowotworowych przy uzyciu jednej metody prazko-
wej z rownolegtymi badaniami analiza FISH z uzyciem >2 zestawow sond lub
z badaniem molekularnym (2 proste lub 1 ztozone badanie molekularne)

3.2. FISH/ISH2)3) do komérek nowotworowych z zastosowaniem zestawu
Zaawansowane ¢4 naimniej 4 zestawéw sond lub z zastosowaniem co najmniej 34) zestawow sond
3. badanie z réownolegtym badaniem molekularnym

genetyczne 3.3.Test zaawansowany — badanie molekularne

Profil ekspresji genéw GEP (Gene Expresion Profiling) — rézne zestawy diagnostyczne
dedykowane poszczegdlnym nowotworom

lub sekwencjonowanie NGS (powyzej 40 amplikondw)

1) - badanie metodg PCR lub modyfikacjami tej metody (RT-PCR, RQ-PCR, nested-PCR, real time PCR
iinne)

2) - oznaczenie FISH uzyte w tabeli oznacza fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

3) - oznaczenie ISH uzyte w tabeli oznacza niefluorescencyjna hybrydyzacja in situ (np. CISH, SISH i meto-
dy pokrewne)

4) trzech zestawdw diagnostycznych identyfikujgcych niezalezne molekularne markery predykcyjne, o ile
w rownolegtym badaniu nie stwierdzono klinicznie istotnych wariantow genetycznych.

Niezaleznie od omawianych produktow rozliczeniowych istnieje mozliwos¢ rowniez
rozliczania badan genetycznych jako produkt rozliczeniowy 5.10.00.000041 komplekso-
wa diagnostyka genetyczna chordéb nowotworowych o wartosci punktowej 534 pkt. [5],
ktdry zostat umieszczony w Katalogu zakreséow swiadczen w rodzaju Swiadczenia zdro-
wotne kontraktowane odrebnie w zarzadzeniu Prezesa Narodowego Funduszu Zdro-
wia w sprawie okreslenia warunkdw zawierania i realizacji umow w rodzaju Swiadczenia
zdrowotne kontraktowane odrebnie.
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Swiadczenie umozliwia rozliczanie badan genetycznych wykonanych na materiale
tkankowym i cytologicznym pobranym w trakcie biezacej hospitalizacji, badania wy-
konane na materiale archiwalnym, wczesniej pobranym, pochodzacym z uprzednie]
hospitalizacji lub dostarczonym przez chorego/rodzine. Natomiast nalezy pamietac, ze
Swiadczenie rozliczone moze by¢ w trybie ambulatoryjnym. Wartos¢ punktowa swiad-
czenia wynosi obecnie 532,51 pkt.

Dodatkowo od 2023 roku w zwigzku z nowelizacjg ustawy o Funduszu Medycznym
z dn. 01122022 mozliwe jest finansowanie swiadczen opieki zdrowotnej zwigzanych

z diagnostyka genetyczna udzielanych osobom do ukonczenia 18. roku zycia [6].

Tabela 1. Katalog zakresow Swiadczen w rodzaju swiadczenia kontraktowane odrebnie

© 1 Yoo
o9 T >
§ &P 15
c mS CW
e 3.0 25
g 8t §g
N X N
II((Od n?(zwa kod produktu  nazwa produktu o SO o° €
zakresu zakresu 5 3N ot
X Y3 E [T}
) 7.} N >
()] o3 O :
e tX 3
;3§
9 3° 3¢
2 3 4 5 o6 7 9
kompleksowa
BADANIA diagnostyka ge-
11.1210.053.02 GENETYCZNE 510.00.0000041 netyczna choréb punkt 53251 X
nowotworowych
BADANIA
GENETYCZNE
Swiadczenia
diagnostyki k9mpleksowa
N1210060.02 - [ fetyeznej 510000000041 d'39"°5tyk: 9?;) punkt 53251 X
Udzielane netyczna choré
osobom do nowotworowych
ukonczenia 18
roku zycia

Zrédto: Zarzadzenie nr167/2019/DSOZ Prezesa NFZ z dnia 29 listopada 2019 r. w sprawie okreélenia warun-

kéw zawierania i realizacji umow w rodzaju Swiadczenia zdrowotne kontraktowane odrebnie

Warunki wymagane dla swiadczenia kompleksowa diagnostyka genetyczna okreslono
w zatgczniku nr 2 rozporzadzenia Ministra Zdrowia w sprawie swiadczen gwarantowa-
nych z zakresu ambulatoryjnej opieki specjalistycznej cz. | lit. M lp. 913-916.

Diagnostyczne badania genetyczne w niedrobnokomaorkowym raku ptuca sg obecnie
najbardziej rozbudowana diagnostyka w niehematoonkologicznych nowotworach na-
bytych. Dostepnych jest tu wiele terapii ukierunkowanych na rézne cele molekularne.
Testowaniu genetycznemu nalezy poddac wiele markerow molekularnych (schemat
3 ponizej), a ocenie podlegajg rozne klasy zmian genetycznych, tj. mutacje punktowe,
mate, delecja/insercja, fuzje genowe i amplifikacje gendw. Dlatego rozliczanie diagno-
styki molekularnej, w tym nowotworze, jest najbardziej ztozone i uwzglednia wszystkie
trzy produkty rozliczeniowe: badania proste, ztozone, i zaawansowane. Nalezy rowniez
Zwrocic uwage na to, ze czesto diagnostyka genetyczna jest potaczona z badaniamiim-
munohistochemicznymi, ktére na chwile obecng, nie sg odrebnie finansowane przez
NFZ w kazdym przypadku.




Schemat 3. Algorytm diagnostyczny kwalifikacji do terapii celowanej w NDRP

Algorytm diagnostyczny

Diagnostyczne badania genetyczne wykonywane w przerzutujacym raku ptuca

ZtOZONE BADANIE GENETYCZNE
OCENA JEDNOCZASOWA

Badania wykonywane na materiale pobranym w trakcie hospitalizacji lub materiale archiwalnym w przypadku koniecznosci podjecia
zmiany decyzji terapeutycznej. Ocena nabytych zmian somatycznych.

Kwalifikacja do terapii celowanej w NDRP

Testy jednogenowe Testy NGS Testy jednogenowe ctDNA Testy NGS ctDNA

Ocena statusu genu EGFR (badanie
mutacji w eksonach 18, 19,201 21)

Badanie mutacji w genie KRAS (Gly12Cys)
Wykrycie mutacji konczy diagnostyke
Mozliwos¢ rozliczenia jako:

(kod 5.53.01.0005001) podstawowe

badania genetyczne w chorobach
nowotworowych, 649 pkt.*

o materiat archiwalny (tryb ambulatoryjny)
lub,

e jako produkt do sumowania do grupy JGP
(hospitalizacja)

lub
(5.10.00.000004 1) kompleksowa
diagnostyka genetyczna choréb
nowotworowych, 532 pkt.**

Mate panele genowe wykonywane technika
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)
umozliwiajace w jednym etapie, wykrycie mutacji/
fuzji genowych w typowych biomarkerach (EGFR,
ALK, ROS1, BRAF, KRAS, G12C, HER2) oraz nowych
celach terapeutycznych (NTRK, MET, FGFR, RET, inne).

Badanie jednoczasowe
Mozliwosé rozliczenia jako:

(kod 5.53.01.0005003) zaawansowane badania
genetyczne w chorobach nowotworowych, 2 434 pkt.*

Mozliwos¢ rozliczenia jako:

o materiat archiwalny (tryb ambulatoryjny) lub,
e jako produkt do sumowania do grupy JGP
(hospitalizacja)
lub
(5.10.00.000004 1) kompleksowa diagnostyka
genetyczna choréb nowotworowych, 532 pkt.**

Badanie mutacjiG12C
w genie KRAS - ctDNA.

Mozliwosé rozliczenia jako:
podstawowe badania genetyczne
w chorobach nowotworowych,
649 pkt.*

Mozliwos¢ rozliczenia jako:

e jako produkt do sumowania do
grupy JGP (hospitalizacja)
® brak mozliwosci rozliczenia
w trybie ambulatoryjnym (krew
obwodowa)
lub
(5.10.00.000004 1) kompleksowa
diagnostyka genetyczna choréb
nowotworowych, 532 pkt.**

Panele genowe NGS na
ctDNA/ctRNA w celu
wykrycia znanych
i nowych biomarkerow.
Mozliwo$¢ monitorowania
skutecznosci leczenia
i wykrywania mutacji
warunkujacych
brak wrazliwosci na
dotychczasowe leczenie
(w tym mutacje punktowe
w genach ALK, ROS1
i NTRK)

$ lub

Kompleksowe profilowanie genetyczne (CGP)

w wybranych, uzasadnionych klinicznie przypadkach
(panele 300+ gendw oraz sygnatury genomowe
MSI, TMB, HRD.)

Brak finansowania z NFZ

* ZARZADZENIE NR 37/2024/DSOZ PREZESA NARODOWEGO FUNDUSZU ZDROWIA
Zzdnia 29 marca 2024 r. w sprawie okreslenia warunkow zawierania i realizacji umow
w rodzaju leczenie szpitalne oraz leczenie szpitalne - swiadczenia

wysokospecjalistyczne, ze zmianami

** ZARZADZENIE NR 167/2019/DSOZ PREZESA NARODOWEGO FUNDUSZU ZDROWIA
2z dnia 29 listopada 2019 r. w sprawie okreslenia warunkdw zawierania i realizacji uméw

w rodzaju Swi

odrebnie, ze

Przystepujac do wyboru technologii badawczej oraz algorytmu diagnostycznego, na-
lezy rowniez zwrocic uwage na ilos¢ materiatu nowotworowego dostepnego do badan
genetycznych. W ponad 30% przypadkéw materiat jest bardzo skapy, co uniemozliwia
wykonanie catego panelu badan stosujac klasyczne techniki i wieloetapowe testowanie
tzn. skrojenie materiatu na badanie EGFR, skrojenie na badanie ALK i ROSI itd. Dlatego
najbardziej wiasciwe i rekomendowane jest zastosowanie sekwencjonowania nastep-
nej generacji (NGS), ktére umozliwia ocene wielu markeréw jednoczasowo wraz Z moz-
liwoscig oceny roznych klas mutacji w jednym oznaczeniu [7].

Schemat 4. Algorytm diagnostyczny kwalifikacji do terapii celowanej w NDRP

Badania predykcyjne (ocena nabytych zmian somatycznych) wykonywane w oparciu
o materiat pobrany w trakcie hospitalizacji lub materiat archiwalny celem kwalifikacji do

Algorytm diagnostyczny

kwalifikacja do terapii celowanej w NDRP

leczenia systemowego.
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Badanie fuzji genowych
technika NGS
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o Panele genowe wykonywane
technika sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS)

umozliwiajace, w jednym etapie,
wykrycie mutacji/fuzji genowych

w typowych biomarkerach (EGFR,
ALK, ROS1, BRAF, KRAS) oraz
nowych celéw terapeutycznych
(NTRK1/2/3, MET, FGFR1/2/3, RET).

=
z
<
(=)
<
o

GENETYCZNE

ZAAWANSOWANE
BADANIE GENETYCZNE

w
g
2
2
g
3
2
N

ROS1 FISH ROS1 FISH

Wykrycie fuzji
konczy

diagnostyke

v

PD-L1 250% i
BADANIE IMMUNOHISTOCHEMICZNE N\

(Dotyczy: EGFR +FISH ALK +
FISH ROS1)

Ekspresja PD-L1 komérek nowotworowych potwierdzona
z wykorzystaniem metody wskazanej w CHPL lub przy
uzyciu koncentratu przeciwciata DAKO 22C3 lub prze-

ciwciata Ventana SP23




Analiza sprawozdanych i sfinansowanych przez NFZ badan genetycznych w la-
tach 2017-2022 z rozpoznaniem C34 nowotwor ztosliwy oskrzela i ptuca

W zwiazku z wprowadzonym nowym modelem finansowania badar genetycznych
w chorobach nowotworowych juz w 2020 roku Polska Koalicja Medycyny Personalizo-
wanej — Stowarzyszenie przeprowadzita pierwsza analize danych dotyczacych realizacji
badan genetycznych w latach 2017-2019 [8], ze szczegdlnym uwzglednieniem analizy
czasu oczekiwania na podanie leku w programie lekowym po sprawozdaniu i rozlicze-
niu badania genetycznego. Dane do analizy pozyskano w postaci zdepersonalizowanej
z Centrali NFZ na podstawie zgody udzielonej przez Prezesa NFZ. W ostatnim okresie
analize poszerzono o informacje z kolejnych lat.

Ponizej przedstawiamy kolejng analize sprawozdanych i rozliczonych badan genetycz-
nych w latach 2017-2022. W zestawieniach uwzgledniono wytacznie badania genetycz-
ne, ktére zrealizowano i sfinansowano w ramach zawartych przez swiadczeniodawcow
umow z Narodowym Funduszem Zdrowia. Dodatkowo podjeto analize dostepnosci pa-
cjenta do leczenia innowacyjnego w ramach programaow lekowych.

W zestawieniach uwzgledniono wytacznie produkty rozliczeniowe umozliwiajace fi-
nansowanie badan genetycznych w chorobach nowotworowych tj.:

» 553.01.000500] Podstawowe badania genetyczne w chorobach nowotworowych

» 553.01.0005002 Ztozone badania genetyczne w chorobach nowotworowych

» 553.01.0005003 Zaawansowane badania genetyczne w chorobach
nowotworowych

» 552010001511 Badanie genetyczne materiatu archiwalnego

» 5710.00.000041 Kompleksowa diagnostyka genetyczna chorob nhowotworowych

Ogotem w latach 2016 - 2022 wykonano w Polsce 32 595 diagnostycznych badan gene-
tycznych z rozpoznaniem C34 nowotwor ztosliwy oskrzela i ptuca (Tabela 1), ktoére spra-
wozdano i sfinansowano gtéwnie w dwdch umowach, przy czym az 94% jako Swiadczen
w ramach umowy leczenie szpitalne, ktore sa znacznie lepiej finansowane.

Tabela 2. Liczba sprawozdanych i sfinansowanych badan genetycznych z rozpozna-
niem C34 w latach 2016-2022

Finansowanie badan

2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 RAZEM
genetycznych w ramach:

umowa leczenie szpitalne 1828 4334 5997 5290 6230 6792 30471

umowa swiadczenia odrebnie

169 304 41 369 324 306 241 2124
kontraktowane

RAZEM 169 2132 4745 6366 5614 6536 7033 32595

U chorych na raka ptuca wykonano ponad 30 tys. badan genetycznych, ktére sfinan-
sowano w ramach produktéw rozliczeniowych: podstawowe, ztozone, zaawansowa-
ne badania genetyczne, natomiast w analizowanym okresie sprawozdano tylko 1940
badan w ramach produktu rozliczeniowego 510.00.000041 Kompleksowa diagnostyka
genetyczna chordb nowotworowych.




Wykres 1. Liczba sfinansowanych diagnostycznych badan genetycznych u chorych
z rozpoznaniem C34 w latach 2016-2022 przez publicznego ptatnika wg umaow

W latach 2016-2022 u chorych na raka ptuca wykonano w Polsce ok. 32 tys. badan gene-
tycznych, gtdwnie w ramach dwdch umaow: leczenie szpitalne az 94% i umowie swiad-
czenia kontraktowane odrebnie tylko 6%.

Liczbasfinansowanych diagnostycznychbhadan genetycznychu chorychz
rozpoznaniemC34
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Wprowadzenie w 2017 nowego modelu finansowania badan genetycznych zdecydo-
wanie wpltyneto na liczbe sfinansowanych badan genetycznych z rozpoznaniem C34,
ktéra w kolejnych latach stale wzrasta. Poczatkowo w 2016 sfinansowano w ramach
umowy SOK tylko 169 badarn u chorych na raka ptuca.

Wykres 2. Liczba sprawozdanych i sfinansowanych przez NFZ badarh genetycznych
z rozpoznaniem C34 w poszczegdlnych latach 2016-2022

Liczba sfinansowanych badan genetycznych z rozpoznaniem C34
w latach 2016- 2022 w ramach umow NFZ
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Wiekszos¢ pacjentdw stanowity kobiety, 58%. Natomiast ponad potowa badan zostata
wykonana u osob powyzej 50. roku zycia (93%), a mniej wiecej co drugie badanie prze-
prowadzono u pacjenta powyzej 65 r.z.
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Wykres 3. Procentowy udziat liczby badan genetycznych z rozpoznaniem C34 sprawoz-
danych w latach 2016 -2022 wg pici

MEZCZYZNI

Procentowy udziat liczby badan genetycznych z rozpoznaniem C34
sprawozdanych w latach 2016-2022 wg ptci

42%

KOBIETY
58%

Wykres 4. Liczlba badan genetycznych z rozpoznaniem C34 wg wieku pacjentow w la-
tach 2016 — 2022 wg wieku chorych
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Wprowadzony w Polsce od 2017 nowy model finansowania diagnostycznych badan ge-
netycznych w chorobach nowotworowych oparty o rozliczenie swiadczen w zaleznosci
od zastosowanej technologii diagnostycznej w poszczegodlnych nowotworach umozli-
wit sprawozdanie badan wykonanych metoda sekwencjonowania nastepnej generacji
(NGS) jako zaawansowane badania genetyczne w chorobach nowotworowych o warto-
Sci 2 434 pkt.

W diagnostyce genetycznej raka ptuca obserwujemy znaczace réznice pomiedzy po-
szczegolnymi wojewoddztwami, zardwno w liczbie wykonanych i sfinansowanych badan




genetycznych z rozpoznaniem C34, jak rowniez pod wzgledem liczby podmiotéw lecz-
niczych, ktére sprawozdaja powyzsze badania.

W analizowanym okresie zdecydowanie najwieksza liczbe badan genetycznych wyko-
nano w wojewodztwie mazowieckim 6 329, ktdre sprawozdato 17 podmiotdw leczni-
czych oraz w wojewoddztwie wielkopolskim 4 310 przez 10 swiadczeniodawcow. Najmniej
wykonano i rozliczono badan genetycznych w wojewodztwie opolskim. Natomiast naj-
wieksza liczba podmiotdw leczniczych, ktore rozliczyty i sfinansowaty badania gene-
tyczne z C34 znajduje sie w wojewodztwie slaskim.

Wykres 5. Liczba sprawozdanych i sfinansowanych przez publicznego ptatnika dia-
gnostycznych badan genetycznych u chorych z rozpoznaniem C34 w latach 2016-2022
w Polsce wg wojewddztw
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Tabela 3. Liczba sprawozdanych i sfinansowanych przez publicznego ptatnika diagno-
stycznych badan genetycznych u chorych z rozpoznaniem C34 w latach 2016-2022
w Polsce wg produktdw rozliczeniowych

2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Umowa leczenie szpitalne

Podstawowe badanie genetyczne

x 1719 3509 2505 1645 1623 1629
w chorobach nowotworowych

Ztozone badanie genetyczne w choro-

97 781 2158 1769 1919 2718
bach nowotworowych

Zaawansowane badanie genetyczne

X 12 44 1334 1876 2688 2445
w chorobach nowotworowych

Umowa swiadczenia odrebnie kontraktowane

Kompleksowa diagnostyka genetyczna

) 169 304 41 369 324 306 241
choroéb nowotworowych

Razem 169 2132 4745 6366 5614 6536 7033

Pod wzgledem liczby ogdlnej obserwujemy staty wzrost liczby wykonywanych badan
genetycznych z rozpoznaniem raka ptuca (Tabela 3).




W latach 2017-2022 poczatkowo przewazaty badania podstawowe, natomiast stale wra-
stata liczba badan ztozonych i zaawansowanych. Zwigzane jest to najprawdopodobnigj
z wprowadzonymi zmianami do programu lekowego B6. Leczenie chorych na raka
ptuca (ICD-10: C34) oraz miedzybtoniaka optucnej (ICD-10: C45). Od 2019 wzrosta liczba
Zaawansowanych badan genetycznych, zapewne dzieki coraz wiekszej dostepnosci no-
wych technologii diagnostycznych opartych o NGS.

Wykres 6. Liczba sprawozdanych i sfinansowanych przez publicznego ptatnika dia-
gnostycznych badan genetycznych u chorych z rozpoznaniem C34 w latach 2017-2022
w Polsce wg produktow rozliczeniowych z umowy leczenie szpitalne

Liczba badan genetycznych z rozpoznaniem C34 wg produktow rozliczeniowych
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Problem braku kodéw ICD 9 dotyczacych badan genetycznych w aktualnej wersja
stownika ICD-9 PL 5.75

Aktualnie w klasyfikacji procedur medycznych ICD9 [9], brak jest koddw okreslajacych
badania genetyczne, co powoduje praktycznie brak mozliwosci wprowadzenia do sys-
temu rozliczen procedur z zakresu wykonywanych badan. W zwigzku z tym, do celéw
raportowania badan genetycznych, wykorzystuje sie kod: 99.999 Pozostate procedury
—inne.

Polska Koalicja Medycyny Personalizowanej zainicjowata prace nad wprowadzeniem
do klasyfikacji ICD9 kodow badan genetycznych w kategorii AA — Badania Laboratoryj-
neiinne z kodem: Z — Badania genetyczne.

Propozycja kodoéw zostata sformutowana i przedstawiona przez zespdt ekspertéw dia-
gnostyki genetycznej w ramach wspdlnych prac w ramach Polskiej Koalicji Medycyny
Personalizowanej i wiodacych osrodkow onkologicznych. Po uzupetnienie kodow ICD9
0 wskazane ponizej w tabeli nr 4 pozycje konieczne jest rowniez podjecie prac nad
odpowiednig nowelizacjg Rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 6 listopada 2013 r.
w sprawie swiadczen gwarantowanych z zakresu ambulatoryjnej opieki specjalistycz-
nej, w zataczniku nr 2, w czesci M badania genetyczne. W obecnej bowiem sytuacji
brak kodow powoduje praktyczna niemozliwos¢ wprowadzenia do systemu rozliczen
procedur z zakresu badan genetycznych, pomimo ze badania cytogenetyczne, badania
metodami biologii molekularnej oraz badania biochemiczne i enzymatyczne sg sSwiad-
czeniami gwarantowanymi, w rozumieniu przepiséw ustawy o swiadczeniach opieki
zdrowotnej finansowanych ze srodkéw publicznych.




Tabela 4. Propozycja rozwiniecia stownika ICD9 wersji PL 5.75

Rozdziat Podrozdziat Kategoria gtéwna Kategoria szczegétowa

nr |tytut nr | tytut nr |tytut nr tytut

AA | badania la- Z | Badania Z01 | Analiza zabu- Z01.1 | Hodowla komdrek nowotworo-
boratoryjne genetyczne rzen genetycz- wych uzyskanych z krwi obwo-
iinne nych — metody dowej, szpiku kostnego, weztow

cytogenetyki chtonnych, wysieku, guza nowo-
klasycznej tworowego

AA | badania la- Z | Badania Z02 | Analiza zabu- Z02.1 | Analiza kariotypu w komorkach
boratoryjne genetyczne rzen genetycz- nowotworowych uzyskanych
iinne nych — metody z hodowli in vitro przy uzyciu me-

cytogenetyki tod prazkowych (cytogenetyka
klasycznej klasyczna)

AA | badania la- Z | Badania Z03 | Analiza zabu- Z03.1 | FISH (fluorescent in situ hybrid-
boratoryjne genetyczne rzen genetycz- ization- fluorescencyjna hybry-
iinne nych - metody dyzacja in situ) do metafaz lub

cytogenetyki jader komorkowych komorek

molekularnej szpiku, krwi, wezta chtonnego,
wysieku, guza, etc. uzyskanych
z hodowli in vitro lub zabezpie-
czonych bezposrednio lub do ja-
der komorkowych na skrawkach
histologicznych - jedna sonda lub
jedna sonda z regionem kontro-
Inym-— ocena statusu jednego
genu (rearanzacja, amplifikacja,
delecja, fuzja genowa)

AA | badania la- Z | Badania Z03 | Analiza zabu- 203.2 |FISH do metafaz lub jader
boratoryjne genetyczne rzen genetycz- komorkowych komorek szpiku,
iinne nych -metody krwi, wezta chtonnego, wysieku,

cytogenetyki guza, etc. uzyskanych z hodowli

molekularnej in vitro lub zabezpieczonych bez-
posrednio lub do jader komorko-
wych na skrawkach histologicz-
nych - 2 lub 3 sondy lub 2 lub 3
sondy z sondami kontrolnymi
- rbwnoczesna ocena statusu 2
lub 3 gendw (rearanzacja, fuzja
genowa, amplifikacja, delecja)

AA | badania la- Z | Badania Z03 | Analiza zabu- 203.3 |FISH do metafaz lub jader
boratoryjne genetyczne rzen genetycz- komorkowych komorek szpiku,
iinne nych -metody krwi, wezta chtonnego, wysieku,

cytogenetyki guza, etc. uzyskanych z hodowli

molekularnej in vitro lub zabezpieczonych
bezposrednio lub do jader
komorkowych na skrawkach hi-
stologicznych - 3 do 5 sond lub 3
do 5 sond z sondami kontrolnymi
- rbwnoczesna ocena statusu od
3 do 5 gendw (rearanzacja, fuzja
genowa, amplifikacja, delecja)

AA | badania la- Z | Badania Z03 | Analiza zabu- Z203.4 | FISH do metafaz lub jader
boratoryjne genetyczne rzen genetycz- komorkowych komorek szpiku,
iinne nych -metody krwi, wezta chtonnego, wysieku,

cytogenetyki guza, etc. uzyskanych z hodowli
molekularnej in vitro lub zabezpieczonych
bezposrednio lub do jader
komorkowych na skrawkach
histologicznych > 5 sond lub >
5 sond z sondami kontrolnymi
- rGwnoczesna ocena statusu >
5 gendw (rearanzacja, fuzja geno-
wa, amplifikacja, delecja)

AA | badania la- Z | Badania Z03 | Analiza zabu- Z03.5 |FISH, C-lIg-FISH (Cytoplasmic
boratoryjne genetyczne rzen genetycz- Immunoglobulin FISH), T-FISH
iinne nych -metody (target-FISH) w wyodrebnionej

cytogenetyki populacji plazmocytow - zestaw

molekularnej sond z sondami kontrolnymi
ocena statusu kilku genow (panel
sond zgodnie z zaleceniami kli-
nicznymi od 2 do >3 sond)
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AA | badania la- Badania Z03 | Analiza zabu- Z03.6 | Kariotypowanie molekular-
boratoryjne genetyczne rzen genetycz- ne —aCGH (array Comparative
iinne nych -metody Genomic Hybridization, CGH do

cytogenetyki mikromacierzy) do oceny zmian

molekularnej liczby kopii (CNV) lub aCCH+SNP
(array Comparative Genomic
Hybridisation and Single Nuc-
leotide Polymorphism, CGH do
mikromacierzy z polimorfizmmami
pojedynczych nukleotydow) do
pbadania zmian liczby kopii (CNV)
oraz utraty heterozygotycznosci
(LOH) i disomii jednorodzicielskiej
(UPD)

AA | badania la- Badania Z03 | Analiza zabu- Z03.7 | Optyczne mapowanie genomo-
boratoryjne genetyczne rzen genetycz- we (optical genome mapping,
iinne nych -metody OGCM) - ocena strukturalnych

cytogenetyki zmiany genomowych w tym fuzji

molekularnej genowych (SV), zmiany liczby
kopii (CNV) oraz zmian zrowno-
wazonych (np. translokacji zrow-
nowazonych, inwersji) w jednym
tescie o wysokiej rozdzielczosci

AA | badania la- Badania Z04 | Badanie mole- Z04.1 | Analiza jednej lub kilku mutacji
boratoryjne genetyczne kularne - analiza wykrywanych w od jednej do
iinne mutacji —test trzech reakcji PCR* (1-3 ampliko-

przy uzyciu pro- ny)
stych zestawow

diagnostycz-

nych

AA | badania la- Badania Z04 | Badanie Z04.2 | Analiza jednej lub kilku muta-
boratoryjne genetyczne molekularne - cji wykrywanych przy uzyciu
iinne Analiza mutacji sekwencjonowania metoda

—test przy uzyciu Sangera (1-3 amplikony)
prostych zesta-

wow diagno-

stycznych

AA | badania la- Badania Z04 | Badanie Z04.3 | Analiza ekspresji genu lub kilku
boratoryjne genetyczne molekularne - gendw lub mutacji genu lub kilku
iinne Analiza muta- gendw (w tym gendw fuzyjnych)

cji —test przy przy uzyciu metody real-time
uzyciu prostych PCR (RQ-PCR) lub gPCR (quanti-
zestawow dia- tative PCR) 1-2 geny.
gnostycznych

AA | badania la- Badania Z05 | Badanie Z05.1 | Analiza 4-10 amplikondw, metoda
boratoryjne genetyczne molekularne - MLPA sekwencjonowanie meto-
iinne Analiza mutacji da Sangera

—test przy uzyciu
ztozonych zesta-
wow diagno-
stycznych

AA | badania la- Badania Z05 | Badanie Z05.2 | Analiza przy uzyciu prostej reakgji
boratoryjne genetyczne molekularne - PCR* identyfikujaca kilkadziesiat
iinne Analiza mutacji mutacji w 3 i wiecej liczbie gendw

—test przy uzyciu
ztozonych zesta-
wow diagno-
stycznych

AA | badania la- Badania Z05 | Badanie Z05.3 | Badanie mutacji metoda LR-PCR
boratoryjne genetyczne molekularne - (long range — PCR) lub TP-PCR
iinne Analiza mutacji (tripled — primed PCR) analiza 1

—test przy uzyciu genu
ztozonych zesta-

wow diagno-

stycznych

AA | badania la- Badania Z05 | Badanie 205.4 | Analiza metylacji metodg MS-P-
boratoryjne genetyczne molekularne - CR, MS-gPCR, MS-MLPA, HRM,
iinne Analiza mutacji sekwencjonowania Sangera;

—test przy uzyciu
ztozonych zesta-
wow diagno-
stycznych

analiza 1 lub panelu gendw do 10
amplikonow




AA | badania la- Badania Z05 | Badanie Z05.5 | Analiza 11-45 amplikonéw meto-
boratoryjne genetyczne molekularne - da MLPA, sekwencjonowaniem
iinne Analiza mutacji Sangera

—test przy uzyciu
ztozonych zesta-
wow diagno-
stycznych

AA | badania la- Badania Z06 |Badanie Z06.1 | Analiza 1-5 gendw (cate sekwen-
boratoryjne genetyczne molekularne - cje kodujace i/lub wybrane frag-
iinne Analiza mutacji menty gendw — zmiany germi-

—test przy uzyciu nalne) metoda NGS
zaawansowa-

nych zestawow

diagnostycz-

nych

AA | badania la- Badania Z06 |Badanie 206.2 | Analiza 1-5 gendw (cate sekwen-
boratoryjne genetyczne molekularne - cje kodujace i/lub wybrane frag-
iinne Analiza mutacji menty gendw — zmiany soma-

—test przy uzyciu tyczne) metoda NGS
zaawansowa-

nych zestawow

diagnostycz-

nych

AA | badania la- Badania Z06 | Badanie Z06.3 | Analiza 1-5 gendw (cate sekwen-
boratoryjne genetyczne molekularne - cje kodujace i/lub wybrane frag-
iinne Analiza mutacji menty gendw — zmiany oceniane

—test przy uzyciu w pozakomaorkowych kwasach
zaawansowa- nukleinowych — ptynna biopsja)
nych zestawow metoda NGS
diagnostycz-
nych
badania la- Badania Z06 | Badanie Z06.4 | Sekwencjonowanie NGS dla
boratoryjne genetyczne molekularne - paneli genowych — maty panel
iinne Analiza mutacji oceniajacy sekwencje kodujace
—test przy uzyciu lub wybrane fragmenty gendw
Zaawansowa- w 6-50 genach (zmiany germi-
nych zestawow nalne)
diagnostycz-
nych

AA | badania la- Badania Z06 | Badanie Z06.5 | Sekwencjonowanie NGS dla
boratoryjne genetyczne molekularne - paneli genowych — maty panel
iinne Analiza mutacji oceniajacy sekwencje kodujace

—test przy uzyciu lub wybrane fragmenty genéw
Zaawansowa- w 6-50 genach (zmiany soma-
nych zestawow tyczne)

diagnostycz-

nych

AA | badania la- Badania Z06 | Badanie Z06.6 | Sekwencjonowanie NGS dla
boratoryjne genetyczne molekularne - paneli genowych — maty panel
iinne Analiza mutacji oceniajacy sekwencje kodujace

—test przy uzyciu lub wybrane fragmenty genéw
Zaawansowa- w 6-50 genach (zmiany oceniane
nych zestawow w pozakomorkowych kwasach
diagnostycz- nukleinowych — ptynna biopsja)
nych

AA | badania la- Badania Z06 | Badanie Z06.7 | Sekwencjonowanie NGS dla pa-
boratoryjne genetyczne molekularne - neli genowych —panel oceniajacy
iinne Analiza mutacji sekwencje kodujace lub wybrane

—test przy uzyciu fragmenty gendw w 51-150 ge-
Zaawansowa- nach (zmiany germinalne)
nych zestawow

diagnostycz-

nych

AA | badania la- Badania Z06 | Badanie Z06.8 | Sekwencjonowanie NGS dla pa-
boratoryjne genetyczne molekularne - neli genowych — panel oceniajacy
iinne Analiza mutacji sekwencje kodujace lub wybrane

—test przy uzyciu
zZaawansowa-
nych zestawow
diagnostycz-
nych

fragmenty gendw w 51-150 ge-
nach (zmiany somatyczne)
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AA | badania la- Badania Z06 | Badanie Z206.9 | Sekwencjonowanie NGS dla pa-
boratoryjne genetyczne molekularne - neli genowych — panel oceniajacy
iinne Analiza mutacji sekwencje kodujace lub wybrane

—test przy uzyciu fragmenty gendéw w 51-150 ge-
zaawansowa- nach (zmiany oceniane w poza-
nych zestawow komorkowych kwasach nukleino-
diagnostycz- wych — ptynna biopsja )
nych
badania la- Badania Z06 |Badanie Z06.10 | Sekwencjonowanie NGS dla pa-
boratoryjne genetyczne molekularne - neli genowych — panel oceniajacy
iinne Analiza mutacji sekwencje kodujace lub wybrane
—test przy uzyciu fragmenty gendw w 151-299 ge-
zaawansowa- nach (zmiany germinalne)
nych zestawow
diagnostycz-
nych

AA | badania la- Badania Z06 |Badanie Z06.11 | Sekwencjonowanie NGS dla pa-
boratoryjne genetyczne molekularne - neli genowych — panel oceniajacy
iinne Analiza mutacji sekwencje kodujace lub wybrane

—test przy uzyciu fragmenty gendow w 151-299 ge-
zaawansowa- nach (zmiany somatyczne)
nych zestawow

diagnostycz-

nych

AA | badania la- Badania Z06 | Badanie Z06.12 | Sekwencjonowanie NGS dla pa-
boratoryjne genetyczne molekularne - neli genowych — panel oceniajacy
iinne Analiza mutacji sekwencje kodujace lub wybrane

—test przy uzyciu fragmenty gendow w 151-299 ge-
zaawansowa- nach (zmiany oceniane w poza-
nych zestawow komorkowych kwasach nukleino-
diagnostycz- wych — ptynna biopsja )

nych

AA | badania la- Badania Z06 | Badanie Z06.13 | Analiza z zastosowaniem mikro-
boratoryjne genetyczne molekularne - macierzy (metylacyjne, ekspresyj-
iinne Analiza mutacji ne, chip-on-chip)

—test przy uzyciu
ztozonych zesta-
wow diagno-
stycznych

AA | badania la- Badania Z06 | Badanie mole- | Z06.14 | Profil ekspresji gendéw GEP (Gene
boratoryjne genetyczne kularne - Anali- Expression Profiling) — rézne ze-
iinne za mutacji -Test stawy diagnostyczne, dedykowa-

specjalny ne poszczegdlnym nowotworom

AA | badania la- Badania Z07 | Badanie mole- Z07.1 | Sekwencjonowanie NGS dla pa-
boratoryjne genetyczne kularne — Tech- neli genowych — panel oceniajacy
iinne nika specjalna sekwencje kodujace lub wybrane

biologii moleku- fragmenty gendw w 300 i wiecej
larnej genach (zmiany somatyczne
i germinalne oceniane w tkance
) Kompleksowe profilowanie ge-
netyczne — CGP (Comprehensive
Genome Profiling)

AA | badania la- Badania Z07 | Badanie mole- Z07.2 | Sekwencjonowanie NGS catego
boratoryjne genetyczne kularne — Tech- eksomu
iinne nika specjalna

biologii moleku-
larnej

AA | badania la- Badania Z07 | Badanie mole- Z07.3 | Sekwencjonowanie NGS catego
boratoryjne genetyczne kularne — Tech- genomu
iinne nika specjalna

biologii moleku-
larnej

AA | badania la- Badania Z07 | Badanie mole- Z07.4 | Sekwencjonowanie NGS dla pa-
boratoryjne genetyczne kularne — Tech- neli genowych —panel oceniajacy
iinne nika specjalna sekwencje kodujace lub wy-

biologii moleku-
larnej

brane fragmenty gendw w 300

i wiecej genach (zmiany oceniane
w pozakomorkowych kwasach
nukleinowych — ptynna biopsja)
Kompleksowe profilowanie ge-
netyczne — CGP (Comprehensive
Genome Profiling)




Podsumowanie

Prawidtowa diagnostyka genetyczna w chorobach nowotworowych z uzyciem nowo-
czesnych metod badawczych pozwala wybra¢ najbardziej optymalna i korzystna dla
pacjenta opcje terapeutyczna.

W latach 2017 - 2022 obserwowany jest wiekszy dostep do badan genetycznych w cho-
robach nowotworowych w ramach dwoch umow: leczenie szpitalne oraz Swiadczenia
odrebnie kontraktowane.

Dzieki wprowadzonemu od 2017 nowemu modelowi finansowania badan genetycz-
nych w chorobach nowotworowych dostepna jest refundacja uwzgledniajaca zréznico-
wane koszty a takze wykorzystane technologie do badan.

Istotnym parametrem charakteryzujacym badania genetyczne w Polsce jest ich do-
stepnosc dla pacjenta. Pozyskane dane za okres 2017-2019 z NFZ wskazuja na wzrost
liczby osrodkow, w ktorych prowadzone byty badania genetyczne w analizowanym
okresie. Srednia liczba osrodkdw wzrosta z 2,8 oérodka/ 1 min ludnosci w 2017 r. do 4,59
osrodka /1 min ludnosci w 2019 r. [10].

Zwiekszenie finansowania diagnostyki genetycznej w chorobach nowotworowych,
a tym samym szerszy dostep do badan genetycznych przyczyni sie do optymalizacji
procesu leczenia i daje nie tylko szanse na dtuzsze zycie pacjentdw, ale takze zwieksza
efektywnos¢ systemu ochrony zdrowia.

Prawidtowa diagnostyka molekularna w raku ptuca z uzyciem nowoczesnych metod
i technologii wymaga nakfadow finansowych, a ich rozwazne rozdysponowanie moze
przetozy¢ sie wprost na skutki leczenia. Dla chorego jest to mozliwos¢ zastosowania
lepszych opcji terapeutycznych, a dla systemu finansowania ochrony zdrowia mniejsze
straty na przypadkowym, nieskutecznym stosowaniu drogich terapii, w tym wymierne
oszczednosci w wydatkach na terapie lekowe ukierunkowane molekularnie (wyelimi-
nowanie niewtasciwej kwalifikacji do leczenia). W rezultacie utatwiony od 2017 roku do-
step do badania genetycznego powinien skutkowac powrotem do zdrowia pacjentow
z choroba nowotworowa [11].

Analiza dostepnosci do innowacyjnych terapii wskazuje, ze niezbedna jest koordynacja
procesu diagnostycznego w wyspecjalizowanych laboratoriach, ktére posiadaja wyso-
kiej klasy kadre diagnostow molekularnych i genetycznych oraz wykorzystuja najnow-
sze certyfikowane technologie diagnostyczne. Nalezy dotozy¢ wszelkich staran, aby
czas oczekiwania na rozpoczecie leczenia u chorych na raka ptuca skroci¢ do niezbed-
nego Minimum.

Bibliografia

1. Chorostowska Wynimko, B. Jagielska, B. Pienkowska Grela, M. Sakowicz, E. Strze-
sak, A. Twarowski, B. Wasag. Rozliczanie genetycznych badan diagnostycznych
w chorobach nowotworowych

135



156

(

10.

1.

Zatacznik nr 7. Wykaz badan genetycznych w chorobach nowotworowych, ZA-
RZADZENIE NR 37/2024/DSOZ PREZESA NARODOWEGO FUNDUSZU ZDROWIA
z dnia 29 marca 2024 r. w sprawie okreslenia warunkow zawierania i realizacji
umow w rodzaju leczenie szpitalne oraz leczenie szpitalne - swiadczenia wysoko-
specjalistyczne, ze zmianami.

ICD10 Miedzynarodowa Klasyfikacja Choréb i Probleméw Zdrowotnych

ZARZADZENIE NR 37/2024/DSOZ PREZESA NARODOWEGO FUNDUSZU ZDRO-

WIA z dnia 29 marca 2024 r. w sprawie okreslenia warunkow zawierania i realizacji
umow w rodzaju leczenie szpitalne oraz leczenie szpitalne - Swiadczenia wysoko-
specjalistyczne, ze zmianami, ze zm.

Zarzadzenie nr167/2019/DSOZ Prezesa NFZ z dnia 29 listopada 2019 r. w sprawie
okreslenia warunkoéw zawierania i realizacji umow w rodzaju Swiadczenia zdrowot-
ne kontraktowane odrebnie /tekst jednolity/

Zatacznik nr1do Zarzadzenia

Praktyczne aspekty zarzadzania przychodami z NFZ i ich wptyw na kondycje fi-
nansowa podmiotu leczniczego, Beata Jagielska, Joanna Chorostowska-Wynimko,
Magdalena Sakowicz, Adam Twarowski, Andrzej Tysarowski

Whptyw zmiany finansowania diagnostycznych badan genetycznych na dostep-
nosc¢ do terapii innowacyjnych; J.Chorostowska-Wynimko, J.A. Didkowska, B.Jagiel-
ska, M.Sakowicz, |.Skrzekowska-Baran, A Tysarowski, Raport dostepny pod linkiem:
medycynapersonalizowana.com

ICD-9 Miedzynarodowa Klasyfikacja Procedur Medycznych, ktéra pozwala przy-
pisa¢ odpowiednie kody do procedur zwigzanych z korzystaniem ze swiadczen
zdrowotnych

Mela, A, Rdzanek, E., Tysarowski, A., Sakowicz, M., Jaroszynski, J., Niczporuk-Furtak,
M., Zurek, G., Poniatowski, t.., & Jagielska, B. (2023). The impact of changing the
funding model for genetic diagnostics and improved access to personalized medi-
cine in oncology. Expert Review of Pharmacoeconomics & Outcomes Research, 23,
43-54,

Wyzwania diagnostyki patomorfologicznej i molekularnej oraz leczenia raka ptuca,
Innowo, Polskiej Koalicji Medycyny Personalizowanej- Stowarzyszenie




137/

Dostepnos¢c nowoczesnych
metod systemowego
leczenia chorych na raka -
nowotwory klatki piersiowej

prof. dr hab. n. med. Maciej Krzakowski




Rak ptuca jest w Polsce najczesciej rozpoznawanym nowotworem ztosliwym i stano-
wi jedno z najwazniejszych wyzwan w onkologii. Najwazniejsza metoda przeciwdziata-
nia zagrozeniom zwiazanym z rakiem ptuca jest wykorzystanie mozliwosci profilaktyki
pierwotnej (wyeliminowanie narazenia na dziatanie szkodliwych sktadnikow dymu ty-
toniowego) oraz wtérnej (zwiekszenie liczby oséb uczestniczacych w programie wykry-
wania raka ptuca w stadium wczesnym za pomoca badan niskodawkowej tomografii
komputerowej), przy czym oba dziatania powinny byc¢ scisle powigzane i prowadzone
bardziej intensywnie. Niezaleznie od wspomnianych dziatan profilaktycznych nadal wy-
zwaniem jest leczenie chorych z rozpoznaniem zaawansowanego raka ptuca, ktorzy
stanowia przewazajaca wiekszos¢. Chorzy na raka ptuca w stadium pierwotnego uogol-
nienia oraz osoby z nawrotem choroby po doszczetnym leczeniu chirurgicznym lub
radiochemioterapii o zatozeniu radykalnym sa kandydatami do chemioterapii, leczenia
ukierunkowanego molekularnie i immunoterapii. Leki ukierunkowane molekularnie
i inhibitory immunologicznych punktéw kontrolnych sg dostepne w ramach lekowe-
go programu B.6. (LECZENIE CHORYCH NA RAKA PtUCA ORAZ MIEDZYBt ONIAKA
OPt UCNEJ). Nazwa programu wskazuje, ze uwzglednieni sg rowniez od niedawna cho-
rzy z rozpoznaniem miedzybtoniaka optucnej (howotwor nieporéwnywalnie rzadszy od
raka ptuca, ale stanowigcy ogromne wyzwanie z powodu zwykle niekorzystnego roko-
wania chorych).

Program lekowy B.6.

Najnowsza wersja programu B.6. zawiera 16 lekow ukierunkowanych molekularnie i in-
hibitorow immunologicznych punktdw kontrolnych, ktére moga by¢ wykorzystywane
w roznych sytuacjach klinicznych oraz w skojarzeniu z innymi lekami lub metodami
miejscowego leczenia. Najwiecej opcji terapeutycznych dotyczy chorych na niedrob-
nokomorkowego raka ptuca. Nalezy pamietac, ze niektore leki ukierunkowane zostaty
ostatnio przeniesione do katalogu substancji czynnych w zwigzku z uptynieciem czasu
ochrony patentowej i wprowadzeniem odpowiednikow.

Szczegdlnie wazne jest wprowadzenie do programu B.6. mozliwosci stosowania lecze-
nia ukierunkowanego na receptor naskdérkowego czynnika wzrostu (EGFR, epidermal
growth factor receptor) oraz immunoterapii skierowanej przeciw ligandowi programo-
wanej smiercitypu 1. (PD-L1, programmed death ligand type 1) w uzupetnieniu radykal-
nego leczenia chirurgicznego i radiochemioterapii.

Lekiem anty-EGFR - stosowanym w pooperacyjnym leczeniu uzupetniajgcym - jest ozy-
mertynib, ktéry —zgodnie z zapisami programu B.6. — powinien by¢ rozwazany u kazde-
go chorego po przebytej resekcji migzszu ptucnego i potwierdzona obecnoscig mutacji
aktywujacej w genie EGFR. Korzysci z zastosowania ozymertynibu — w skojarzeniu z lub
bez pooperacyjnej chemioterapii — sg bardzo znaczace, poniewaz w ogdélne] populacji
(zaawansowanie w stopniach IB-IIIA) ryzyko nawrotu jest mniejsze o 80%. Pooperacyj-
na immunoterapia uzupetniajaca doszczetna resekcje migzszu ptucnego z wykorzy-
staniem immunoterapii atezolizuumabem jest réwniez bardzo wartosciowa, poniewaz
u chorych z ekspresja PD-L1 rowna lub wieksza niz 50% zmniejsza ryzyko nawrotu cho-
roby o niemal 60% w poréwnaniu do obserwacji. Immunoterapia za pomoca innego




inhibitora PD-L1 - durwalumabu — jest juz od dtuzszego czasu dostepna w programie
B.6. w ramach konsolidujacego leczenia po jednoczesnej radiochemioterapii pod wa-
runkiem wykluczenia progresji choroby po zakornczeniu napromieniania i zapewnia
zwiekszenie odsetka 5-letnich przezy¢ o okoto 10% w poréwnaniu do placebo. Nalezy
oczekiwac dalszego powiekszenia zakresu metod okotooperacyjnej immunochemio-
terapii, poniewaz wyniki kilku badan prospektywnych wskazuja na znamienne korzysci
Z zastosowania immunochemioterapii przedoperacyjnej z kontynuowaniem immuno-
terapii po resekcji miazszu ptucnego.

Program B.6. zawiera — od niedawna — bardzo szerokie mozliwosci stosowania lekow
anty-EGFR w pierwszej i kolejnych liniach leczenia chorych na zaawansowanego nie-
drobnokomorkowego raka ptuca, przy czym najbardziej wartosciowe jest stosowanie
ozymertynibu w pierwszej linii z uwagi na najlepsza tolerancje oraz skutecznosc (w tym
— wartos¢ u chorych z przerzutami w maozgu). Podobna sytuacja dotyczy inhibitorow
ALK, ktérych duza liczba zapewnia mozliwose leczenia pierwszej i kolejnych linii (ostat-
nio program B.6. zostat wzbogacony o lorlatynib). Obecne zapisy programu B.6. zapew-
niaja rowniez potrzeby chorych z rearanzacja genu ROS1 i NTRK1-3 (mozliwos¢ stosowa-
nia kryzotynibu).

Osiggnieciem ostatnich miesiecy jest rowniez wzbogacenie spektrum mozliwosci im-
munoterapii, ktéra — przede wszystkim w zaleznosci od ekspresji PD-L1 — moze by¢ sto-
sowana samodzielnie lub facznie z chemioterapia. Liczba inhibitoréw immunologicz-
nych punktow kontrolnych (pembrolizumalb, atezolizumalb, cemiplimalb, niwolumab,
ipilimumab) — stosowanych podczas monoterapii lub immunochemioterapii — zapew-
nia Mmozliwosci dobrania leku lub schematu do indywidualnej charakterystyki chorych
z uwzglednieniem - przyktadowo — typu histologicznego nowotworu, choréb wspot-
wystepujacych i umiejscowienia zmian przerzutowych. Znaczaca w praktyce klinicznej
jest mozliwosc¢ stosowania u wybranych chorych immunochemioterapii z podwdjna
blokada immunologicznag (niwolumab z ipilimumalbem) oraz mnigj intensywna che-
mioterapia (2 cykle z udziatem pochodnej platyny i innego leku).

Program B.6. obejmuje réwniez chorych z rozpoznaniem drobnokomadrkowego raka
i zawiera mozliwos¢ stosowania chemioimmunoterapii z wykorzystaniem atezolizuma-
bu lub durwalumabu (inhibitory PD-L1) u chorych z tzw. rozlegta postacig nowotworu
(stopien zaawansowania IV wedtug klasyfikacji TNM). Warte podkreslenia jest rowniez
stworzenie mozliwosci korzystania z immunoterapii (tzw. podwadjna blokada niwoluma-
bem i ipilimumalbem) chorych na zaawansowanego miedzybtoniaka optucne;.

Niemniej wazne sg zmiany wprowadzone podczas ostatnich miesiecy w programie
B.6., ktorych celem byto urealnienie wskazan oraz dostosowanie zapisow od biezace-
go stanu wiedzy. W przypadku lekdw ukierunkowanych molekularnie oraz immuno-
terapii zostata wprowadzona mozliwosé kontynuowania dotychczasowego leczenia
u chorych z tzw. oligoprogresja (progresja jednej lub niewielu zmian przy jednocze-
snej kontroli pozostatych) pod warunkiem wykorzystania jednej z metod miejscowego
postepowania (resekcja lub radioterapia). Zmieniona zostata tres¢ zapisu dotyczacego
wspotwystepujacych chordb — obecnie mozliwe jest stosowanie leczenia u chorych
Z innymi nowotworami pod warunkiem obiektywnej kontroli (podobny zapis dotyczy
wspotistniejacych choréb nienowotworowych). Pod wzgledem praktycznym istotne
jest uproszczenie zasad monitorowania przebiegu leczenia (np. zmniejszenie czestosci
wykonywania badan obrazowych okresie leczenia podtrzymujacego).
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Dostepnosé innych metod leczenia

Waznym elementem systemowego leczenia jest nadal chemioterapia (stosowanie kon-
wencjonalnych lekéw cytotoksycznych), ktére sg w petni dostepne (katalog substancji
czynnych). Wskazane jest zwiekszenie czestosci stosowania jednoczesnej radiochemio-
terapii, poniewaz nadal zbyt mato chorych korzysta z wymienionej metody postepowa-
nia. Nalezy miec¢ nadzieje, ze w wiekszym stopniu bedzie wykorzystywana stereotak-
tyczna radioterapia. Oczekiwane sa zmiany zasad finansowania metod ablacyjnych,
ktore — u wybranych chorych — moga byc¢ stosowane w praktyce klinicznej.

Rozwigzania organizacyjne

Rozpoznawanie nowotwordw klatki piersiowej i leczenie chorych prowadza w Polsce
osrodki chirurgii klatki piersiowej, choréb ptuc i onkologii. Kompleksowe postepowanie
z udziatem petnego zakresu metod diagnostycznych i terapeutycznych jest mozliwe
w nielicznych osrodkach, ktére posiadajg dostepnosc wszystkich wykorzystywanych
metod w jednej lokalizacji. Niedostateczne mozliwosci w zakresie kompleksowego
postepowania oraz — bedaca konsekwencja wymienionej sytuacji — koniecznosc¢ pro-
wadzenia postepowania diagnostycznego i terapeutycznego w roznych osrodkach
jest jedna z gtéwnych przyczyn opdznien i nieprawidtowosci w okreslaniu dokfadnego
rozpoznania oraz zaawansowania, a takze powoduje niedostateczne wykorzystywanie
skojarzonego leczenia. Konieczne jest rowniez wprowadzenie systemu obiektywnego
okreslania jakosci postepowania przez wykorzystanie miernikdw (np. czestos¢ wykony-
wania doszczetnych resekcji miazszu ptucnego wobec ogdlnej liczby chorych z rozpo-
zZnaniem raka ptuca, czestos¢ stosowania skojarzonej radiochemioterapii wobec liczby
chorych na miejscowo zaawansowanego raka ptuca lub czestos¢ stosowania leczenia
ukierunkowanego molekularnie i immunoterapii wobec ogdlnej liczby z wskazaniami
ustalonymi na podstawie analizy biomarkerdw predykcyjnych oraz czasu przezycia).
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