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Prawne i metodologiczne aspekty genetycznych testow diagnostycznych
w kwalifikacji chorych na nowotwory
do terapii ukierunkowanych molekularnie

Pawet Krawczyk', Tomasz Kucharczyk' >, Janusz Limon?,
Rafat Dziadziuszko?3, Janusz Milanowski' 4, Jacek Jassem?

Wprowadzenie w onkologii nowych terapii ukierunkowanych molekularnie spowodowato powstanie wielu labora-
toriéw, ktére zajmuja sie wykrywaniem somatycznych mutacji w komérkach nowotworowych, na podstawie ktérych
kwalifikuje sie chorych do réznych rodzajéw leczenia. Funkcjonowanie takich laboratoriéw powinno by¢ regulowane
przez $ciste przepisy prawne uwzgledniajgce sposoby ich zarzadzania, wymogi personalne i lokalowe oraz wyposaze-
nie w certyfikowang aparature, a testy genetyczne stosowane w diagnostyce in vitro powinny zawierac znak CE/IVD.
Niestety, polskie laboratoria genetyczne, z powodu braku rozwiazan zwigzanych z finansowaniem terapeutycznych
programéw lekowych w chorobach nowotworowych, dziataja czesto niezgodnie z niektérymi przepisami. Réwnocze-
snie w ostatnich latach rozwinety sie nowe techniki biologii molekularnej i cytogenetyki (real-time PCR, FISH), ktére
wtatwy i coraz tariszy sposéb umozliwiaja wiarygodne wykrycie takich zaburzern genetycznych, jak mutacje w eksonach
18-21 genu EGFR, okreslajace grupe chorych, u ktérych stosuje sie inhibitory kinazy EGFR w niedrobnokomérkowym
raku ptuca, mutacje w kodonach 12, 13161 genu KRAS zwigzane z matg skutecznoscia przeciwciat anty-EGFR w raku
jelita grubego czy nadmierna liczba kopii genu HER2 warunkujaca skutecznos¢ terapii anty-HER2 w raku piersi.

Legal and methodological aspects of genetic diagnostic tests used to select cancer patients

to molecularly targeted therapies

Introduction of novel molecularly targeted therapies resulted in rapid development of diagnostic laboratories focu-
sed on detection of somatic mutations in tumour cells that allow selection of patients to particular treatments. Such
laboratories should function according to strict legislation, including their management, working space, personnel
requirements and certified equipment, and use genetic tests dedicated to in vitro diagnostics (CE/IVD marking). Unfor-
tunately, several Polish genetic laboratories do not meet these requirements, mainly owing to the lack of financing
mechanisms for therapeutic drug programs in cancer. At the same time, new reliable techniques of molecular and
cytogenetic diagnostics, such as real-time PCR and FISH have been developed. These methods provide simpler and
cheaper means of detecting several genetic abnormalities, such as exon 18-21 mutations of EGFR gene, defining
group of non-small cell lung cancer patients who benefit from EGFR tyrosine kinase inhibitors mutations in codons
12, 13 and 61 of KRAS gene, associated with lower effectiveness of anti-EGFR antibodies in colorectal cancer, or
HER2 gene amplification, predictive of the efficacy of anti-HER2 therapies in breast cancer.
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Wprowadzenie

Znajomosc sekwencji ludzkiego genomu i poznawanie
réznych jego wariantéw — mutacji lub polimorfizmoéw
— pozwolito na wykrycie przyczyn wielu choréb o podtozu
genetycznym, a takze nowych czynnikéw predykcyjnych
(warunkujacych skuteczno$¢ leczenia) oraz prognostycz-
nych (zwiazanych z przebiegiem choroby). Wyniki badan
w dziedzinie farmakogenetyki sprawity, ze co roku powstaja
dziesiatki lekow ukierunkowanych molekularnie, z ktérych
znaczaca cze$¢ znajduje zastosowanie w leczeniu choréb
nowotworowych. Terapie te ukierunkowane sg na wadli-
we biatka, odgrywajace zasadnicza role w przekazywaniu
sygnatéw do aktywacji i proliferacji komérek nowotwo-
rowych. Nieprawidtowa (zazwyczaj nadmierna) funkcja
biatka uwarunkowana jest mutacjg genetyczna. Czesto
tzw. mutacje kierujace (driver mutations) w komoérkach
nowotworowych sg jedynym zaburzeniem genetycznym
warunkujacym rozwéj nowotworu. W takim przypadku
zablokowanie nieprawidtowego szlaku sygnatowego skut-
kuje zahamowaniem rozwoju komérek nowotworowych
posiadajacych okreslone mutacje genetyczne. Wiele guzéw
nowotworowych wykazuje jednak heterogennos¢, co ozna-
Cza, ze zawieraja one rézne klony komoérkowe — wrazliwe
i niewrazliwe na dziatanie lekéw ukierunkowanych mole-
kularnie. Celem testéw genetycznych jest zatem wykrycie
zaréwno mutacji warunkujacych wrazliwos¢, jak i opornosc
komdrek nowotworowych na terapie ukierunkowane mo-
lekularnie. Oznacza to, ze bez wykonania tych testéw wia-
sciwa kwalifikacja chorych do leczenia ukierunkowanego
molekularnie jest niemozliwa.

Regulacje prawne dotyczace genetycznych
laboratoriow diagnostycznych

Do najwazniejszych stosowanych obecnie metod w dia-
gnostyce genetycznej choréb nowotworowych nalezy se-
kwencjonowanie DNA, real-time PCR oraz metody hybrydyza-
cjiinsitu (in situ hybrydisation — ISH), przy czym w rutynowe;j
diagnostyce najczesciej stosuje sie real-time PCR i FISH (flu-
orescent in situ hybrydisation). Do metod tych przygotowano
szereg molekularnych testéow diagnostycznych.

Czym jednak sa testy diagnostyczne? Dyrektywa unijna
98/79/EC z 27 pazdziernika 1998 roku opisuje urzadzenia
diagnostyczne in vitro jako ,dowolny wyréb, ktéry jest od-
czynnikiem, produktem odczynnika, wzorcem, materiatem
kontrolnym, zestawem, przyrzadem, aparatura, urzgdzeniem
lub systemem stosowanym samodzielnie lub w potaczeniu,
przewidzianym przez wytworce do stosowania in vitrow celu
badania prébek, w tym krwi i tkanek dawcy pochodzacych
z ciata ludzkiego, wytacznie lub gtéwnie w celu dostarczenia
informacji dotyczacych stanu fizjologicznego lub patolo-
gicznego lub dotyczacej wrodzonej nieprawidtowosci, lub
okreslenia bezpieczenstwa i zgodnosci z potencjalnym bior-
c3, a takze monitorowania srodkéw terapeutycznych” [1].

Testy diagnostyczne stosowane w diagnostyce molekularnej
naleza wtasnie do tej grupy iich legalne stosowanie wymaga
posiadania przez nie swiadectwa dopuszczenia na rynek
medyczny w danym kraju oraz na terenie Unii Europejskiej.
Podobnie, aby rozpoznanie postawione na podstawie testu
mogto by¢ uznane za wiarygodne i wykorzystane w celu
zakwalifikowania chorego do odpowiedniej terapii ukie-
runkowanej molekularnie, test ten powinien by¢ poddany
odpowiedniej walidacji i dopuszczony do stosowania po-
przez oznaczenie go znakiem CE/IVD (in vitro diagnostics),
co oznacza spetnienie warunkéw wspomnianej dyrektywy.
Niezaleznie od tego, aby cata procedura diagnostyczna
byta prawidtowo przeprowadzona, réwniez urzadzenia oraz
oprogramowanie, jakie beda uzywane w tym procesie, mu-
szg by¢ zatwierdzone do diagnostyki in vitro, a co za tym
idzie, powinny posiadac takze oznaczenia CE/IVD. Wszystkie
urzadzenia muszg by¢ ,zaprojektowane i wyprodukowane
w taki sposéb, ze gdy beda stosowane zgodnie z warun-
kami i przeznaczeniem, nie beda zagrazaty bezposrednio
lub posrednio warunkom klinicznym ani bezpieczenstwu
pacjentow, bezpieczenstwu lub zdrowiu uzytkownikéw” [1].
Europejskie Stowarzyszenie Producentéw Diagnostycznych
(European Diagnostic Manufacturers Association — EDMA)
jest ciatem, ktore reprezentuje przemyst IVD na terenie UE
[2]. EDMA wyznacza producenta urzadzen IVD jako produ-
centainstrumentéw analitycznych i odczynnikéw dla testow
IVD.W Polsce poza nadrzednga dyrektywa unijng obowiazuje
réwniez ustawa o wyrobach medycznych z dnia 20 maja
2010 (Dz.U.10.107.679) [3], ktdéra opisuje miedzy innymi
zasady wprowadzania do obrotu i uzytkowania wyroboéw
medycznych do diagnostyki in vitro.

W tym miejscu mozna zadac¢ pytanie: czy testy ze
znakiem CE/IVD sg rzeczywiscie niezbedne w kwalifikacji
chorych do terapii ukierunkowanej molekularnie, czy tez
sg narzucone wymogami prawa? Stosowane dotychczas
przez wiele laboratoridow tanie metody molekularne, opra-
cowywane w poszczegdlnych osrodkach, charakteryzuja sie
rézng czutoscia i swoistoscia, a takze mata powtarzalnoscia
wynikéw. Natomiast chory ma prawo i musi otrzymac wia-
rygodny wynik badania genetycznego w kwalifikacji do
leczenia. Istnieje zatem konieczno$¢ wprowadzenia cer-
tyfikowanych testow diagnostycznych, zapewniajacych
— przy zrealizowaniu wszystkich innych wymogdw funk-
cjonowania laboratoriéw — rzetelny i obiektywny wynik
badania genetycznego. Nieprawidtowy wynik tego badania
pocigga bowiem za soba powazne konsekwencje. Z jednej
strony chory moze zostac nieprawidtowo zakwalifikowany
do kosztownej terapii ukierunkowanej molekularnie, co
op6znilub uniemozliwi zastosowanie wiasciwego leczenia
i narazi go na powiktania, z drugiej — mimo predyspozycji
genetycznej — moze nie zosta¢ zakwalifikowany do tej
terapii i otrzyma mniej skuteczne, potencjalnie toksyczne
leczenie.



Badania diagnostyczne z wykorzystaniem genetycznych
testow ze znakiem CE/IVD moga by¢ wykonywane wytacznie
w odpowiednio do tego przystosowanych pracowniach
oraz przez osoby uprawnione do prowadzenia tego rodza-
ju dziatalnosci. Testy genetyczne moga by¢ wykonywane
przez diagnostéw laboratoryjnych lub przez technikéw,
pod bezposrednim nadzorem i po zweryfikowaniu wyniku
badania przez diagnostéw laboratoryjnych. Wymagania
do uzyskania uprawnien diagnosty laboratoryjnego, jego
kompetencje i obowiazki, opisuje ustawa o diagnostyce
laboratoryjnej z dnia 27 lipca 2001 roku (Dz.U.01.100.1083)
[4] wraz z kolejnymi nowelizacjami, a ciatem sprawujacym
nadzér nad pracg diagnostéw jest Krajowa Izba Diagnostéow
Laboratoryjnych (KIDL) [5], ktéra dopuszcza do wykonywa-
nia tego zawodu osoby odpowiednio przeszkolone. Nato-
miast ogolne standardy, ktére musi spetni¢ laboratorium
genetyczne, reguluje ustawa w sprawie wymagan, jakim po-
winno odpowiada¢ medyczne laboratorium diagnostyczne
zdnia 3 marca 2004 (Dz.U.04.43.408) [6]. Ustawa ta nie tylko
omawia strukture, wyposazenie oraz wymagania lokalowe
laboratorium, ale réwniez przedstawia wymagania kadrowe
dla takiej placéwki. Szczegoétowy opis zasad funkcjonowania
laboratorium genetyki medycznej, w ktérym powinny by¢
przeprowadzane genetyczne testy diagnostyczne, reguluje
zatacznik 4 do rozporzadzenia Ministra Zdrowia w sprawie
standardéw jakosci dla medycznych laboratoriéw diagno-
stycznych i mikrobiologicznych z dnia 23 marca 2006 [7].
Zatacznik ten omawia ,standardy jakosci w zakresie czyn-
nosci laboratoryjnej genetyki medycznej, oceny ich jakosci
i wartosci diagnostycznej oraz laboratoryjnej interpretacji
i autoryzacji wyniku badan”.

Laboratorium takie nie tylko musi znajdowac sie w ewi-
dencji laboratoriéw prowadzonym przez Krajowa Rade Dia-
gnostow Laboratoryjnych, ale takze w rejestrze podmiotow
wykonujacych dziatalnos¢ lecznicza, prowadzonym przez
odpowiedniego wojewode. Najwazniejszym punktem wy-
magan personalnych stawianym laboratoriom genetycznym
jest petnienie funkgji kierownika laboratorium przez diagno-
ste ze specjalizacjg z laboratoryjnej genetyki medyczne;j.
Nalezy przy tym zwréci¢ uwage na niezbyt precyzyjny zapis
dotyczacy koniecznosci przeprowadzania przez laboratoria
kontroli wewnetrznej i zewnetrznej procedur diagnostycz-
nych oraz udziatu w programach walidacji wynikéw testow
genetycznych. O ile wiekszo$¢ laboratoriéw wykonujacych
rutynowa diagnostyke laboratoryjna spetnia takie wyma-
gania, a takze wdraza system zarzadzania zgodny z norma
PN-EN ISO/IEC 17025 [8] ,0gd6lne wymagania dotyczace
kompetencji laboratoriéw badawczych i wzorcujacych’, to
laboratoria genetyczne zajmujace sie diagnostyka nowo-
tworowych guzéw litych nie zawsze posiadaja certyfika-
ty akredytacji wydane przez Polskie Centrum Akredytacji.
W Polsce trwa obecnie dyskusja nad mozliwoscia sprawo-

wania realnej kontroli nad sposobem funkcjonowania ge-
netycznych laboratoriéw diagnostycznych.

Genetyczne laboratorium diagnostyczne wykorzystu-
jace certyfikowane testy genetyczne musi by¢ takze wy-
posazone w certyfikowany sprzet, dzieki ktéremu mozliwe
bedzie przeprowadzenie oznaczenia. Jak juz wspomniano,
najczesciej stosowana metoda do oznaczania mutacji w ko-
morkach nowotworowych jest real-time PCR, opierajacy sie
na klasycznej metodzie tarncuchowej reakcji polimerazy,
jednakze z mozliwoscig sledzenia na biezgco zmian ilosci
powstajacego produktu. Pozwala on na szybka i wzglednie
prosta analize materiatu genetycznego, co bardzo uspraw-
nia prace laboratorium genetycznego. Co wiecej, metody
oparte na technologii real-time PCR, wykorzystujace spe-
cyficzne sondy molekularne znakowane fluorochromami,
charakteryzujg sie wysoka czutoscia. Producenci zestawow
deklaruja zwykle, ze metody te pozwalajg wykry¢ mutacje
w sytuacji istnienia w badanej prébce 0,1-1% nowotwo-
rowego DNA, podczas gdy metoda sekwencjonowania
bezposredniego wymaga obecnosci niemal 50% komorek
nowotworowych. Na rynku dostepnych jest wiele apara-
téw przeznaczonych do real-time PCR, ale nie kazdy z nich
moze by¢ wykorzystany w wymaganych przez laborato-
rium warunkach. Takie urzadzenie, podobnie jak sam test,
musi posiadac¢ dopuszczenie do stosowania w branzy IVD
i wiekszos¢ producentéw posiada w swojej ofercie co naj-
mniej jeden taki aparat. Posrod najbardziej znanych nalezy
wymieni¢ Applied Biosystems® 7500 Fast Dx Real-Time PCR
(Applied Biosystems, USA), LightCycler® 2.0 Real-Time PCR
System, Cobas® TagMan™ 48 (Roche Diagnostics, Szwajca-
ria), Rotor-Gene Q® MDx (Qiagen, Anglia), a takze m2000°
Real Time System (Abbott Molecular, Stany Zjednoczone).
Istniejg takze sekwenatory i mikroskopy fluorescencyjne,
ktére moga by¢ wykorzystywane w diagnostyce in vitro.
Kazde z wymienionych urzadzen ma réwniez wtasne, do-
stosowane do wymagan dyrektywy unijnej oprogramo-
wanie, ktére umozliwia szybka analize zebranych danych.
Dyskusyjna jest natomiast mozliwo$¢ zastosowania testéw
genetycznych ze znakiem CE/IVD réznych producentéw na
tym samym urzadzeniu. Wymdg stosowania testu na scisle
przeznaczonym do niego urzadzeniu moze doprowadzi¢ do
paradoksu koniecznosci posiadania kilku niemal identycznie
dziatajacych aparatéw w jednym laboratorium, co zwiekszy
koszty prowadzenia badan molekularnych. Z drugiej stro-
ny, badaniom klinicznym nowych lekéw ukierunkowanych
molekularnie towarzyszy powstawanie testéw VD, stworzo-
nych specjalnie do kwalifikacji chorych do nowych terapii.
Takie przyktady sa juz widoczne w diagnostyce molekular-
nej. W oznaczaniu mutacji genu BRAF, ktérej obecnos¢ jest
niezbedna do kwalifikacji chorych na czerniaka do terapii
wemurafenibem, laboratoria moga stosowac wytacznie plat-
forme Cobas® i odpowiedni test genetyczny.



Nalezy bardzo wyraznie podkresli¢, ze regulacjom
prawnym w funkcjonowaniu genetycznych laboratoriow
diagnostycznych musi towarzyszy¢ przejrzysty system fi-
nansowania badan genetycznych w chorobach nowotwo-
rowych. Koniecznos$¢ uzywania certyfikowanej aparatury
i testow genetycznych oraz spetnienie wszystkich norm
funkcjonowania laboratorium wigze sie zduzymi kosztami.
Obecnie niemal nie ma mozliwosci finansowania badan
genetycznych w ramach stosowanych w chorobach no-
wotworowych programéw lekowych stworzonych przez
Narodowy Fundusz Zdrowia. Dotyczy to na przyktad badan
genetycznych w kwalifikacji do terapii inhibitorami kinazy
tyrozynowej EGFR w raku gruczotowym ptuca. Teoretycz-
nie test genetyczny finansowany jest w ramach procedury
diagnostycznej poprzedzajacej leczenie, ktéra obejmuje
takze m. in. badania laboratoryjne czy tomografie kompu-
terowa klatki piersiowej. W zwiazku z tym nie ma wyceny
punktowej samego badania genetycznego, a szpitale czesto
rezygnuja z wykonania tego rodzaju diagnostyki. Osoby od-
powiedzialne za gospodarke finansowa szpitali w ogéle nie
widzg potrzeby zawierania odrebnych uméw z laboratoriami
genetycznymi na wykonanie testow molekularnych. W kon-
sekwencji braku odpowiednich rozwigzan ciezar finansowy
badan genetycznych, a nawet cata logistyka zwigzana m. in.
z przesytaniem materiatu do laboratoriéw genetycznych,
s czesto przejmowane przez firmy farmaceutyczne, ktére
wprowadzity do leczenia omawiang grupe lekédw. Rozwia-
zanie to stanowi ukryty konflikt intereséw pomiedzy ustu-
godawca (szpitalem) a producentem lekow, przejmujacym
obowigzki wykraczajace poza swoja dziatalnos¢. Jak wynika
ztego przyktadu, istnieje palaca potrzeba zmiany wielu prze-
piséw regulujacych wykonywanie testéw genetycznych.
Tymczasem jednak albo trzeba zaakceptowac funkcjonowa-
nie laboratoriéw dziatajacych niezgodnie z wieloma zapisa-
mi prawnymi, albo uniemozliwi¢ dziatalno$¢ wiekszosci la-
boratoriéw genetycznych.To drugie rozwigzanie spowoduje
w niektdrych regionach Polski dramatyczny spadek liczby
testéw molekularnych przeprowadzanych w kwalifikacji
chorych do terapii ukierunkowanych molekularnie. Tym
samym chorzy ci utracg mozliwos¢ otrzymania najbardziej
skutecznych metod leczenia.

Certyfikowane testy genetyczne w kwalifikacji
do terapii ukierunkowanych molekularnie
w chorobach nowotworowych

Rynek lekéw ukierunkowanych molekularnie stoso-
wanych w chorobach nowotworowych rozwija sie bardzo
szybko i corocznie pojawia sie wiele nowych terapii onko-
logicznych. Jednga z pierwszych terapii ukierunkowanych
molekularnie stosowanych w guzach litych, w przypadku
ktorej zastosowano testy genetyczne dla whasciwej kwali-
fikacji do leczenia, byt trastuzumab, stosowany w leczeniu
raka piersi (obecnie stosowany takze w raku zotadka). Tra-

stuzumab, podobnie jak wprowadzane obecnie do tera-
pii pertuzumab i trastuzumab w pofaczeniu z emtansyna
(T-DM1) jest przeciwciatem monoklonalnymi skierowany-
mi przeciwko receptorowi HER2 na powierzchni komorek
nowotworowych. W celu kwalifikacji do terapii tymi lekami
[9, 10] oraz terapii lapatynibem [11] (drobnoczasteczkowym
inhibitorem kinazy tyrozynowej EGFR i HER2) niezbedne
jest okreslnie ekspresji HER2 metoda immunohistochemicz-
na (IHC), a w przypadku braku jednoznacznego wyniku
tego badania — stwierdzenie nadmiernej liczby kopii genu
HER2 (amplifikacji tego genu) metoda FISH. W zastosowaniu
znajduje sie kilka certyfikowanych testow diagnostycznych
opierajacych sie na metodzie IHC [w Polsce najczesciej wy-
korzystuje sie HercepTest™, Dako, Dania lub test HER2 (4B5),
Ventana Medical Systems, USA] oraz na metodzie in situ
(najczesciej PathVysion HER-2 DNA Probe Kit™, Abbott Mole-
cular, USA lub INFORM HER2/Neu, Ventana Medical Systems,
USA). Co wazne, wyniki badania IHC, a zwtaszcza FISH, sg
dos¢ trudne w interpretacji i wymagaja duzego doswiad-
czenia nie tylko podczas analizy obrazéw mikroskopowych,
ale takze podczas catej procedury laboratoryjnej. Dlatego
tez testy diagnostyczne zawierajg nie tylko odpowiednie
przeciwciata monoklonalne i sondy molekularne, ale takze
odczynniki niezbedne do preparatyki tkanki nowotworowej
oraz doktadny opis procedury postepowania.

Technika FISH wykorzystywana jest powszechnie w he-
matoonkologii (np. klasyczna juz diagnostyka obecnosci
chromosomu Philadelphia i genu fuzyjnego Bcr-Abl w prze-
wlektej biataczce szpikowej) [12] oraz w diagnostyce niekto-
rych miesakow tkanek miekkich. Natomiast w kwalifikacji
do terapii kryzotynibem, nowym lekiem ukierunkowanym,
stosowanym u chorych na zaawansowanego niedrobno-
komorkowego raka ptuca (NDRP), niezbedne jest wykrycie
metoda FISH rearanzacji genu ALK (najczesciej powstanie
genu fuzyjnego EML4-ALK) [13, 14] (Vysis LSI ALK Break
Apart Rearrangement Probe Kit, Abbott Molecular, USA).
Podobna metode stosuje sie takze do wykrywania wrazli-
wych na leczenie kryztotynibem zaburzent genu ROST [15,
16]. Gotowy jest takze test IHC, dedykowany do wykrywania
nieprawidtowego biatka kodowanego przez gen fuzyjny
EML4-ALK. Rutynowa diagnostyka innych nieprawidtowo-
$ci genetycznych za pomocg metody FISH (np. genu BRAF
w kwalifikacji chorych na czerniaka do terapii wemurafe-
nibem oraz genu EGFR w kwalifikacji chorych na NDRP do
leczenia inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR) wydaje sie
nieuzasadniona w sytuacji istnienia czutych technik PCR
i sekwencjonowania, wykrywajacych mutacje w tych genach
[17,18], oraz braku zarejestrowanych do terapii inhibitoréw
innych biatek (trwaja dopiero badania nad inhibitorami
PIK3CA i c-MET). To samo dotyczy oceny ekspresji EGFR
u chorych na NDRP technika IHC, bowiem cecha ta nie jest
wyznacznikiem skutecznosci terapii inhibitorami kinazy
tyrozynowej EGFR.



Materiatem diagnostycznym do badan majacych na
celu wykrycie mutacji w genach EGFR, KRAS i BRAF jest DNA
izolowane z komérek nowotworowych, ktére sg pobierane
od chorego w trakcie zabiegéw diagnostycznych takich jak
bronchoskopia, kolonoskopia czy biopsja cienkoigtowa, lub
w trakcie resekcji guza. Materiat ten po utrwaleniu w forma-
linie trafia do zaktadu patomorfologii, a stamtad do diagno-
stycznego laboratorium genetycznego, najczesciej w formie
bloczkéw parafinowych z zatopiong w nich tkanka nowo-
tworowa (formalin-fixed, paraffin-embedded — FFPE) lub
komorkami (cytobloki), albo tez jako preparat cytologiczny
na szkietku mikroskopowym. Manipulowanie taka tkanka
lub preparatem cytologicznym przedstawia rézne problemy
zwiazane z degradacja kwaséw nukleinowych, do ktérej
dochodzi podczas utrwalania i zatapiania w parafinie oraz
podczas procesu odparafinowywania, a takze spowodowane
jest bardzo niskim odsetkiem komoérek nowotworowych.
Dlatego tez, z punktu widzenia jakosci wynikéw badania
molekularnego, wazny jest sposéb izolacji DNA oraz wybor
takiego fragmentu tkanki nowotworowejlub pola preparatu
cytologicznego, w ktérym znajduje sie najwyzszy odsetek
nieuszkodzonych komérek nowotworowych. Wykonanie
testu genetycznego musi by¢ zatem zawsze poprzedzone
doktadnym badaniem patomorfologicznym. Oznacza to,
ze nieodzownym warunkiem wiarygodnosci testu gene-
tycznego jest Scista wspotpraca patomorfologa i specjalisty
z dziedziny laboratoryjnej genetyki medycznej [19, 20].

Najczesciej izolacje kwaséw nukleinowych przeprowa-
dza sie przy uzyciu metody kolumienkowej, wykorzystujacej
efekt faczenia sie DNA lub RNA z warstwa krzemionkowa
znajdujaca sie wewnatrz matej, jednorazowej kolumny,
przez ktérg przepuszcza sie roztwor zawierajacy rozpusz-
czone tkanki nowotworowe. Wsréd produktéw wykorzy-
stujacych te metode najpopularniejszymisa QI Aamp® DNA
FFPE Tissue Kit (Qiagen, Niemcy), blackPREP® FFPE DNA Kit
(Analytik Jena, Niemcy) oraz Invisorb® Spin FFPE Tissue Kit
(Stratec Molecular, Niemcy). Odmienna metodologicznie
jest technologia separacji magnetycznej DNA, ktéra opiera
sie na powinowactwie czasteczek DNA do specjalnie zapro-
jektowanego ligandu zwigzanego z kulkami paramagne-
tycznymi. Kulki te, ze zwigzanym materiatem genetycznym,
osadzajg sie na sScianie probéwki w polu magnetycznym.
Supernatant usuwa sie za pomoca pipety, a DNA przytwier-
dzone do kulek przemywa sie kilkakrotnie i odzyskuje w po-
staci eluatu [21]. Technike te wykorzystuja miedzy innymi
zestawy Dynabeads® DNA DIRECT™ Universal (Invitrogen,
Wielka Brytania) oraz MagNA® Pure LC DNA Isolation Kit
i MagNA® Pure 96 System (Roche Diagnostic, Szwajcaria).
Techniki oparte na izolacji materiatu genetycznego w polu
magnetycznym sg mniej wydajne niz techniki wykorzystuja-
ce ztoza krzemionkowe, jednak stwarzaja mozliwos¢ zauto-
matyzowania etapu izolacji DNA.W zwigzku z tym w sytuacji
niskiego odsetka komérek nowotworowych w badanym

materiale bardziej zasadne wydaje sie stosowanie zesta-
wow do izolacji wykorzystujacych ztoza krzemionkowe [22,
23]. Nalezy pamietac, ze nie wszystkie zestawy do izolacji
i oczyszczania DNA posiadajg znak CE/IVD.

Tak wyizolowany i oczyszczony nowotworowy DNA jest
materiatem potrzebnym do wykrycia obecnosci mutacji
z wykorzystaniem metody real-time PCR lub sekwencjo-
nowania DNA. Wydaje sie, ze ze wzgledu na czutos¢ obu
technik (znacznie wyzsza w przypadku real-time PCR niz
bezposredniego sekwencjonowania), czesto zig jakos¢ DNA
(fragmentacja) i niski odsetek komérek nowotworowych
w badanym materiale metoda bezposredniego sekwencjo-
nowania ma ograniczone znaczenie w diagnostyce mutacji
somatycznych. Czuto$¢ sekwencjonowania moze zostac
zwiekszona poprzez poprzedzenie go odpowiednio do-
brang reakcjg PCR w celu zwielokrotnienia ilosci materiatu
genetycznego, jednak takie postepowanie nie jest juz me-
toda z branzy IVD. Istnieja rowniez pojedyncze doniesienia
o ograniczonej wartosci mikrodysekcji stosowanej w celu
wybrania komérek nowotworowych do badania mutadji,
bowiem stosowane w tej metodzie promienie lasera moga
spowodowac degradacje DNA [24]. Pojawiaja sie jednak ze-
stawy odczynnikéw, ktére umozliwiaja zwiekszenie czutosci
sekwencjonowania kluczowych genéw poprzez wprowa-
dzenie nowych technik, np. pirosekwencjonowania. Nalezy
pamietac, ze metody sekwencjonowania wykrywajg wszyst-
kie nieprawidtowosci genetyczne w badanym odcinku DNA,
a nie tylko te, do ktdrych stuzy test real-time PCR.

W zwigzku z oméwionymi powyzej problemami wiek-
szos¢ producentdw testow diagnostycznych przekwalifiko-
wata sie na tworzenie zestawdw odczynnikéw wykorzystu-
jacych technike real-time PCR. Najbardziej znanymi produk-
tami w tej dziedzinie sa testy diagnostyczne pozwalajace
oznaczy¢ mutacje w genie EGFR w kwalifikacji chorych na
NDRP do leczenia inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR
(erlotynib, gefitynib) [25, 26]. Wiekszo$¢ dostepnych testéw
wykrywa 29 znanych rodzajéw mutacji w eksonach 18-21 ko-
dujacych domene kinazy tyrozynowej EGFR (produkty firm
Qiagen — Therascreen® EGFR Mutation Detection Kit, Pana-
gene — PNAClamp™ EGFR Mutation Detection Kit oraz En-
trogen — EntroGen’s EGFR mutation analysis kit), natomiast
produkt firmy Roche (Cobas® EGFR Mutation Test) wykrywa
41 rodzajow mutacji w genie EGFR. Mimo ze producenci
zestawow deklaruja mozliwos¢ wykrycia kilkudziesieciu
rodzajéw mutacji genu EGFR, zwykle nie mozna rozrézni¢
poszczegdlnych rodzajéw delecji w eksonie 19. tego genu,
cho¢ z drugiej strony informacja taka wydaje sie nie miec¢
istotnego znaczenia. Zestawy odczynnikéw wymienionych
firm opierajg sie na réznych rodzajach sond molekularnych
wykorzystywanych w diagnostyce real-time PCR: TagMan,
Scorpions (metoda SARMS-real-time PCR), a takze na meto-
dzie PNA-LNA PCR Clamp, w ktérej wysoka czutos¢ uzyskiwa-
na jest dzieki wyciszeniu amplifikacji niezmutowanego genu.



Na rynku testéow stosowanych w diagnostyce moleku-
larnej guzoéw litych najwiecej jest testéw umozliwiajacych
kwalifikacje chorych na NDRP do terapii inhibitorami kinazy
tyrozynowej EGFR. Wiekszos¢ producentéw wprowadza
jednak takze mozliwos¢ analizy mutacji innych gendw.
U chorych na raka jelita grubego konieczne jest oznaczenie
obecnosci mutacji w kodonach 12, 13161 genu KRAS, gdyz
zaburzenie to prowadzi do nadmiernej proliferacji komorek
nowotworowych i zwigzanego z tym braku skutecznosci
przeciwciat monoklonalnych anty-EGFR — cetuksymabu
[27] i panitumumabu [28]. Obecnos¢ ekspresji EGFR oraz
brak mutacji genu KRAS umozliwia kwalifikacje chorych
do tego rodzaju leczenia. Natomiast mutacja V600E oraz
inne rzadkie mutacje w genie BRAF warunkujg kwalifika-
cje do leczenia wemurafenibem u chorych na czerniaka
ztosliwego [29].

Istnieja tez duze mozliwosci oznaczania mutacji w in-
nych genach (np. PIK3CA, HER2 czy c-MET), ktérych biatkowe
produkty w najblizszych latach moga stac sie celem nowych
terapii ukierunkowanych molekularnie. Obecnie najwazniej-
sze wydaje sie rozszerzenie zalecen dotyczacych diagnostyki
molekularnej nowotwordéw podscieliska przewodu pokar-
mowego (gastrointestinal stromal tumors — GIST) [30, 31],
neuroendokrynnych rakéw trzustki i niektorych nowotworéw
nerek.W przypadku kwalifikacji chorych na te nowotwory do
terapii imatinibem [32] konieczne jest jedynie oznaczenie
ekspresji biatka sygnatowego KIT (CD117), mimo Ze skutecz-
nos¢ leczenia zalezy takze od licznych mutacji w genach KIT
i PDGFRA (platelet-derived growth factor receptor). Nowe tera-
pie stosowane w tych typach nowotworéw (wielokinazowe
inhibitory: sunitynib, sorafenib i inne) wymusza prawdopo-
dobnie rozszerzenie panelu badan molekularnych o oznacza-
nie mutacji takze w genach RET, VEGFR (vascular endothelial
growth factor) i innych.

Ciagte postepy w genetyce, genomice i proteomice
znaczaco zwiegkszaja mozliwosci terapii choréb nowotwo-
rowych i doprowadzaja do jej coraz wiekszej personalizacji.
Rozwoj ten stwarza jednak nowe wyzwania. Niezbedne
stato sie opracowanie testow genetycznych, ktére mozna
zastosowac w rutynowej diagnostyce. Co wiecej, badania
genetyczne powinny by¢ wykonywane w odpowiednio do
tego przygotowanych laboratoriach wyposazonych w od-
powiednig aparature przeznaczona do diagnostyki in vitro.
W zwigzku z tym towarzystwa naukowe, jak réwniez nieza-
lezne organizacje badawcze, powinny uaktualni¢ swoje za-
lecenia, tak aby uwzgledniaty one wykorzystywanie metod
molekularnych. Ponadto nalezy podja¢ starania o stworze-
nie przejrzystego systemu umozliwiajgcego kontrole labo-
ratoriéw genetycznych i walidacje metod przez nie stoso-
wanych, a takze skutecznego i przejrzystego systemu finan-
sowania badan genetycznych. Nalezy réwniez uwzglednic¢
koniecznos¢ statej aktualizacji zalecen dotyczacych badan
i laboratoriow genetycznych, odzwierciedlajacej biezacy

stan wiedzy na temat genetycznych podstaw choréb nowo-
tworowych i metod stosowanych w ich diagnostyce i terapii.
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