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Słowo wstępne

Szanowni Państwo,
Oddajemy w Państwa ręce kolejne wydanie „W gabinecie lekarza specjalisty” poświęcone onkologii. Tym razem poruszamy problemy związane ze stosowaniem terapii ukierunkowanych molekularnie u chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca (NDRP). To wydanie jest w pewnym stopniu kontynuacją publikacji, która ukazała się w 2019 roku pod redakcją prof. Dariusza M. Kowalskiego. W tamtym zeszycie zostały omówione inhibitory osi EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) w leczeniu niedrobnokomórkowego raka płuca. Tym razem opisujemy pozostałe terapie ukierunkowane na inne niż EGFR cele molekularne, w tym przede wszystkim na nieprawidłowe białka szlaków sygnałowych komórek nowotworowych: ALK (ang. anaplastic lymphoma kinase), ROS1, NTRK (ang. neurotrophic receptor tyrosine kinase) i BRAF. Przedstawiamy także metodologię badań molekularnych stosowanych w celu wykrycia nieprawidłowości w genach ALK, ROS1, NTRK, BRAF i innych oraz molekularne przyczyny oporności na terapie ukierunkowane molekularnie. Jak wynika z tego krótkiego opisu, dołożyliśmy wszelkich starań, aby to wydanie „W gabinecie lekarza specjalisty” mogło zainteresować jak najszersze grono specjalistów. Chociaż jest ono dedykowane przede wszystkim onkologom klinicznym, to poruszamy w nim szereg tematów, które mogą zainteresować także genetyków, patomorfologów i pulmonologów.
„W gabinecie lekarza specjalisty” jest wydawnictwem adresowanym do konkretnych lekarzy, którzy mają bardzo szeroką i ugruntowaną wiedzę w swojej dziedzinie. Omówienie problemów dotyczących skuteczności i bezpieczeństwa stosowania inhibitorów ALK i ROS1 wydaje się mieć największą wartość praktyczną dla Czytelników, gdyż terapie te są zarejestrowane i dostępne w Polsce. Specjalistów biorących do ręki to wydanie „W gabinecie lekarza specjalisty” mogą zdziwić rozdziały o terapiach w Polsce nierefundowanych oraz o trudno dostępnych, kosztownych i skomplikowanych metodach diagnostycznych, takich jak sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next generation sequencing – NGS). Wydaje się, że te informacje nie mają większej wartości praktycznej. W mojej opinii nie jest to jednak prawda. Po pierwsze niektóre z omówionych terapii są zarejestrowane w krajach Unii Europejskiej, ale nie zostały refundowane w Polsce (np. inhibitory BRAF, MEK i NTRK). W przypadku wykrycia takich nieprawidłowości genetycznych polscy chorzy na NDRP mogą liczyć na dostęp do tych nowoczesnych metod leczenia dzięki programom ratunkowego dostępu do technologii medycznych (RDTL). Po drugie większość dobrych ośrodków onkologicznych i pulmonologicznych prowadzi badania kliniczne z nowymi cząsteczkami (np. inhibitory KRAS, NTRK, MET i inne). Udział w takich badaniach daje predysponowanym genetycznie chorym na NDRP szansę na długotrwałą remisję. Po trzecie technologia NGS wcale nie jest tak niedostępna, jak mogłoby się wydawać. Kilka polskich laboratoriów zaczyna już rutynowo wykonywać badania NGS u wybranych chorych, co umożliwia równoczesne wykrycie u nich różnych nieprawidłowości genetycznych w komórkach nowotworowych i kwalifikację do terapii w ramach programów lekowych, RDTL lub badań klinicznych. Wielu polskich chorych decyduje się na komercyjne wykonanie badania NGS, najczęściej w zagranicznych laboratoriach genetycznych. Polscy specjaliści onkologii, pulmonologii czy genetyki klinicznej stają przed problemem interpretacji wyników NGS i konsultacji chorych pod kątem dostępności terapii w Polsce, ale także w krajach sąsiednich.
To krótkie wprowadzenie uzmysławia, jak ważny i interdyscyplinarny jest problem onkologicznych terapii ukierunkowanych molekularnie, opisanych w tym wydaniu „W gabinecie lekarza specjalisty”. Mam nadzieję, że Czytelnicy znajdą dla siebie, wśród tej różnorodności artykułów, informacje przydatne w rutynowej praktyce lekarskiej. Miłej lektury.
Prof. dr hab. n. med. Paweł Krawczyk


Sekwencjonowania nowej generacji (NGS) w kwalifikacji do terapii ukierunkowanych molekularnie i immunoterapii u chorych na nowotwory
Dr n. med. Anna Grenda

Katedra i Klinika Pneumonologii, Onkologii i Alergologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie
WPROWADZENIE
Sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next generation sequencing – NGS) jest zaawansowaną techniką badawczo-diagnostyczną. Jej rozwój przyczynił się do sytuacji klinicznej, w której możemy uzyskać bardzo dużą ilość informacji na temat zmian genetycznych w komórkach nowotworowych, których obecność może umożliwić zastosowanie terapii spersonalizowanych u chorych onkologicznych. Sekwencjonowanie Sangera (inaczej sekwencjonowanie bezpośrednie), nazywane obecnie sekwencjonowaniem pierwszej generacji, umożliwia odczyt sekwencji nukleotydowej pojedynczego fragmentu genu, co przed erą NGS było zaawansowaną techniką o dość dużej rozdzielczości. Jednak do przeprowadzenia wiarygodnego badania sekwencjonowania bezpośredniego wymagany jest wysoki odsetek komórek nowotworowych (≥ 50%), aby wykrytą zmianę genetyczną można było zakwalifikować jako prawdziwie pozytywną. Ponadto analiza w sekwencjonowaniu metodą Sangera ogranicza się do wybranych odcinków genów, co może być niewystarczające w diagnostyce chorób nowotworowych z udowodnionym występowaniem wielu różnych zmian genetycznych w różnych odcinkach całego genomu. Między innymi z tego względu opracowywano technologię umożliwiającą jednoczasowe (w jednym badaniu, „w jednej probówce”) poszukiwanie wszystkich zmian genetycznych w szerokich obszarach genomu, których obecność uprawnia do wdrożenia nowoczesnych terapii personalizowanych u chorych onkologicznych.
Terapie ukierunkowane molekularnie (ang. molecularly targeted therapies) mają udowodnioną skuteczność w przedłużaniu życia chorych na nowotwory, poprawy jego jakości, przy jednoczesnym minimalizowaniu drastycznych efektów ubocznych, jakie są związane ze stosowaniem chemioterapii. Terapie ukierunkowane molekularnie są skuteczne tylko u chorych, u których w komórkach nowotworowych doszło do istotnych zaburzeń genetycznych, najczęściej mutacji (ang. driver mutations) lub rearanżacji genowych. Te nieprawidłowości powodują powstanie nadmiernie aktywnych receptorów komórek nowotworowych lub wewnątrzkomórkowych białek sygnałowych. Najczęściej dochodzi do spontanicznej nadaktywności enzymu kinazy tyrozynowej w wewnątrzkomórkowej części receptorów powierzchniowych. Zastosowanie inhibitorów kinaz tyrozynowych (IKT) u chorych z mutacjami lub rearanżacjami w genach kodujących receptory powierzchniowe (domenę kinazy tyrozynowej) zrewolucjonizowało możliwości terapeutyczne u chorych na nowotwory, zwłaszcza u chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca (NDRP).
Na bazie pojęcia „targeted treatment” pojawił się termin „targeted sequencing”, określający badanie zmian genetycznych techniką NGS, ukierunkowane na wybrane geny czy ich fragmenty, których sekwencję można odczytać jednoczasowo z dużą czułością i specyficznością przy minimalnej ilości dostępnego materiału do badania. Przy zastosowaniu techniki NGS możemy sekwencjonować cały genom (ang. whole genome sequencing – WGS), tylko sekwencje kodujące, czyli eksom (ang. whole exome sequencing – WES) lub, jak już wspomniano wcześniej, tylko wybrane geny lub ich fragmenty (NGS typu Hot Spot, targeted sequencing) (tab. 1). Niemniej jednak przeprowadzenie tego badania oparte jest na pewnych, niezmiennych etapach (ryc. 1). Ważne jest też, jaką technologią sekwencjonowania dysponuje laboratorium. Obecnie dwie najważniejsze platformy mają zastosowanie w onkologii klinicznej: Illumina oraz Ion Torrent. Systemy Illumina są oparte na fluorescencyjnym systemie detekcji pojedynczych nukleotydów, natomiast technologia Ion Torrent – na pomiarze pH, które zmienia się przy włączaniu kolejnych nukleotydów do nici DNA podczas sekwencjonowania.
MATERIAŁ DO BADANIA NGS
Podstawowym materiałem do badania w technice NGS są tkanki nowotworowe lub komórki zatopione i utrwalone w parafinie (ang. formalin-fixed, paraffin-embedded – FFPE). Wykorzystanie materiałów FFPE niesie ze sobą pewne wyzwania dotyczące jakości wyizolowanych kwasów nukleinowych (DNA i RNA). Od ich jakości uzależnione jest pomyślne sekwencjonowanie i uzyskanie wiarygodnych wyników. Pobrany materiał z guza nowotworowego w rutynowej praktyce patomorfologicznej jest prawie zawsze utrwalany w formalinie w celu wykonania barwienia H & E (hematoksylina i eozyna) oraz testów immunohistochemicznych. Materiały FFPE nie są zatem wykonywane z ukierunkowaniem na wykorzystanie ich do NGS, czego osoby wykonujące to badanie oraz przeprowadzające analizę danych uzyskanych z sekwencjonowania muszą być świadome. Tradycyjne utrwalanie tkanek w formalinie indukuje wewnątrz- i międzycząsteczkowe połączenia w kwasach nukleinowych poprzez tworzenie zasad Schiffa oraz poprzez grupy metylowe reagujące z pierwszorzędowymi grupami aminowymi lub tiolowymi [1]. Ten nieco skomplikowany opis chemiczny oznacza, że przez tradycyjne utrwalanie tkanek w formalinie pojawiają się trudności w wydajnej izolacji i skutecznym sekwencjonowaniu ekstrahowanego DNA. Formalina, szczególnie gdy jest kwaśna i niebuforowana, indukuje również fragmentację DNA, co obniża jakość sekwencjonowania. Proces utrwalania w formalinie może prowadzić do chemicznego i mechanicznego uszkodzenia kwasów nukleinowych, co leży u źródła obserwowanych artefaktów w analizowanych sekwencjach. Oznacza to, że w materiałach takich można zaobserwować wzrost liczby substytucji cytozyny na tyminę i guaniny na adeninę (m.in. poprzez deaminację cytozyny do uracylu), które najczęściej obserwowane są przy niskich poziomach częstotliwości alleli < 10% [1]. Utrwalanie w formalinie może być również przyczyną powstawania luk w DNA, czyli miejsc pozbawionych zasad [2]. Kofanova i wsp. wskazują, że faza preanalityczna, czyli utrwalanie materiałów tkankowych, jest kluczowa dla otrzymania wiarygodnych wyników sekwencjonowania. Porównali oni metodę utrwalania w formalinie oraz w perfluoropolieterze (PFPE) i okazało się, że liczba odczytów sekwencji była większa w przypadku utrwalacza PFPE [1]. 
[image: i_003]
tc-DNA (ang. tumor, circulating DNA) – wolnokrążące, nowotworowe DNA; cDNA (ang. complementary DNA) – DNA przepisane
z sekwencji RNA; FASTQ, UBAM, BAM – bioinformatyczny zapis sekwencji nukleotydowej, odczytanej podczas sekwencjonowania;
Alignment – bioinformatyczne wyrównywanie sekwencji odczytanych podczas sekwencjonowania; SNV (ang. single nucleotide variant)
– zmiana pojedynczego nukleotydu; INDEL – zmiany genetyczne typu insercja/delecja; CNV (ang. copy number variation) – zmiana liczby
kopii genu; VCF (ang. variant caller file) – pliki ze zidentyfikowanymi wariantami genetycznymi
RYCINA 1. 
NGS – od próbki materiału z guza lub krwi obwodowej do leczenia personalizowanego
Na jakość sekwencjonowania oprócz utrwalacza mają wpływ warunki i czas przechowywania oraz metoda ekstrakcji kwasów nukleinowych. Wybór ostatniej z wymienionych jest elementem walidacji laboratoryjnej. Izolacja może być oparta na metodzie kolumienkowej lub metodzie wykorzystującej kulki magnetyczne, jednak niezależnie od jej wyboru, musi ona zapewniać jak największy odzysk kwasów nukleinowych z materiału oraz uniknięcie ich fragmentacji [3]. 
Materiałem do sekwencjonowania może być również wolnokrążące nowotworowe DNA (ang. tumor, circulating-DNA – tc-DNA). Uzyskuje się je metodą płynnej biopsji (ang. liquid biopsy) z surowicy lub z osocza krwi obwodowej chorego. Jest go stosunkowo mało w porównaniu do DNA „zdrowego”, jednak metodą NGS możemy wychwycić mutacje nawet w tak ograniczonej ilości materiału, jakim jest tc-DNA. tc-DNA w surowicy lub osoczu jest łatwo dostępne oraz nieprzetworzone chemicznie, tak jak w przypadku materiałów FFPE. Lai i wsp. przeprowadzili ocenę przydatności tc-DNA do badania NGS w celu wykrycia różnych nieprawidłowości genetycznych u chorych na raka płuca [4]. Do badania włączono 101 chorych. Pobrali oni próbki krwi obwodowej i wyizolowali tc-DNA. Stwierdzili 31 przypadków z 40 różnymi nieprawidłowościami genetycznymi, a EGFR (ang. epidermal growth factor receptor) był najczęściej zmutowanym genem (27,72%). Ponadto u 7 chorych wykryto 2, a u 1 chorego 3 współistniejące mutacje w genie EGFR, przy czym przeważnie z częstymi mutacjami tego genu współistniała mutacja p.Thr790Met [4]. Badanie tc-DNA jest cennym narzędziem z punktu widzenia klinicysty, który może zdecydować o wdrożeniu lub zmianie leczenia ukierunkowanego molekularnie bez konieczności przeprowadzania inwazyjnych zabiegów pobrania tkanki nowotworowej, a sekwencjonowanie umożliwia jednoczesne zbadanie wielu genów.
W analizie tc-DNA metodą NGS istotne jest, czy mutacje somatyczne wykryte w tym materiale odzwierciedlają te występujące w guzie. Maron i wsp. przeprowadzili badanie tc-DNA u chorych na gruczolakoraka połączenia żołądkowo-przełykowego [5]. Wykonali oni 2140 testów u 1630 chorych. Porównanie wykrytych mutacji w tc-DNA oraz odpowiadających im tkanek nowotworowych wykazało podobny, ale nieidentyczny ich rozkład. Zauważono większą liczbę wykrytych mutacji w tc-DNA w porównaniu z guzem nowotworowym. Analiza tc-DNA potwierdziła także występowanie u niektórych chorych niestabilności mikrosatelitarnej (ang. microsatellite instability – MSI), co pozwoliło na ich kwalifikację do immunoterapii [5–7]. tc-DNA wywodzi się z DNA rozpadających się komórek nowotworowych, dlatego reprezentuje materiał genetyczny ze wszystkich fragmentów guza, a nie tylko z jego wycinków analizowanych w materiałach FFPE. W przypadku heterogennych guzów nowotworowych tc-DNA odzwierciedla zatem całe molekularne tło rozwoju nowotworu. Rodzi to jednak problem wykrywania unikalnych zmian genetycznych w rzadkich klonach komórek nowotworowych.
Techniką NGS mamy możliwość oceny statusu mutacyjnego w guzie i w wolnokrążącym DNA, a do przeprowadzenia badania wymagana jest niewielka ilość materiału (jednak dobrej jakości i niezdegradowanego). Jest to niewątpliwa zaleta tej metody w porównaniu ze „standardowymi” testami molekularnymi. Większość testów NGS wymaga zaledwie 10 ng DNA oraz obecności 1% komórek nowotworowych, podczas gdy inne testy wykorzystywane w diagnostyce onkologicznej (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, immunohistochemia) wymagają materiału FFPE, ściętego na specjalne szkiełka w wielu powtórzeniach [8, 9]. Należy jednak podkreślić, że metoda IHC (ang. immunohistochemistry) nie jest testem genetycznym, a techniką pozwalającą na ocenę ekspresji białek, m.in. nieprawidłowych białek ALK (ang. anaplastic lymphoma kinase) czy ROS1 na komórkach nowotworowych.
MOŻLIWOŚCI KWALIFIKACJI CHORYCH NA NOWOTWORY DO IMMUNOTERAPII NA PODSTAWIE WYNIKÓW BADANIA NGS
W przypadku kwalifikacji chorych na nowotwory do immunoterapii anty-PD-1 (ang. programmed death 1), anty-PD-L1 (ang. programmed death ligand 1) lub anty-CTLA-4 (ang. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) postulowano, że NGS może być stosowany w celu oznaczenia obciążenia mutacyjnego (ang. tumor mutation burden), czyli nagromadzenia się zmian genetycznych w komórkach nowotworowych, powodujących powstawanie neoantygenów na ich powierzchni. Układ immunologiczny mógłby rozpoznać neoantygeny jako obce i dzięki temu niszczyć nowotwór [10, 11]. Przewidywano, że będzie to dobry marker prognostyczno-predykcyjny dla chorych kwalifikowanych do immunoterapii, nieposiadających zmian genetycznych kwalifikujących do leczenia ukierunkowanego molekularnie. Jednak obecnie można znaleźć informacje, że nie jest to idealny biomarker odpowiedzi na immunoterapię m.in. u chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca. Garassino i wsp. oraz Landre i wsp. stwierdzili, że TMB nie jest markerem, który można zastosować w rutynowej praktyce klinicznej. Wynika to z trudności w diagnostyce TMB, braku ustalonych norm dla tego badania (nie wiadomo, ile mutacji na milion par zasad w DNA można uznać za wysokie obciążenie mutacyjne) oraz z niepewnego związku między obciążeniem mutacyjnym guza a wynikami leczenia. Co więcej, u chorych poddanych terapii skojarzonej z udziałem chemioterapii i immunoterapii badanie TMB okazało się bezużyteczne do wskazania populacji chorych, którzy mogą odnieść większą korzyść z tego rodzaju leczenia. Wśród chorych z wysokim i niskim obciążeniem mutacyjnym odsetek odpowiedzi na leczenie, czas wolny od progresji i przeżycie całkowite były podobne [12, 13]. W świetle tych informacji wydaje się, że badanie TMB w kwalifikacji do immunoterapii nie ma uzasadnienia. Najszersze zastosowanie kliniczne znajduje sekwencjonowanie wybranych genów lub ich fragmentów, w których znajdują się nieprawidłowości genetyczne kwalifikujące chorych do leczenia ukierunkowanego molekularnie.
SEKWENCJONOWANIE NOWEJ GENERACJI W RUTYNOWEJ DIAGNOSTYCE CHORYCH NA NOWOTWORY W KWALIFIKACJI DO TERAPII UKIERUNKOWANYCH MOLEKULARNIE
Próba zastąpienia standardowych molekularnych i immunohistochemicznych testów stosowanych w kwalifikacji chorych onkologicznych do leczenia spersonalizowanego za pomocą techniki NGS jest trudnym zadaniem dla szpitali i laboratoriów genetycznych. Trudności mogą obejmować koszty testów i sekwenatorów, sposobu rozliczania wykonanych badań NGS, laboratoryjnej walidacji wyników testów, czasu wykonania badania, możliwości wystąpienia wyników niediagnostycznych oraz konieczności posiadania wysokich kwalifikacji przez personel. W związku z tym w szybkiej diagnostyce pojedynczych nieprawidłowości genetycznych wykorzystywane są nadal testy jednogenowe. U chorych na NDRP możliwe jest w ciągu 3 dni roboczych oznaczenie mutacji w genie EGFR techniką real-time PCR, obecności nieprawidłowego białka ALK techniką IHC oraz rearanżacji genu ROS1 techniką FISH. W niektórych ośrodkach onkologicznych testy jednogenowe próbuje się zastąpić badaniem NGS, które umożliwia jednoczasowe poznanie wielu nieprawidłowości genetycznych, w tym w genach EGFR, ALK i ROS1. Ma to uzasadnienie tylko w przypadku, gdy laboratorium gwarantuje wydanie wyników diagnostycznych w ciągu 2 tygodni oraz gdy chorzy mają dostęp nie tylko do standardowych metod leczenia, ale także terapii eksperymentalnych pozostających w badaniach klinicznych.
Dlatego korzyść z badania NGS odniosą przede wszystkim chorzy na nowotwory, którzy wyczerpali możliwości standardowych badań molekularnych i IHC, a mogą być u nich obecne rzadkie nieprawidłowości genetyczne kwalifikujące do leczenia spersonalizowanego w ramach badań klinicznych. Drilon i wsp. przeprowadzili badanie, do którego zakwalifikowali chorych na gruczołowego raka płuca z ujemnymi wynikami testów jednogenowych przeprowadzonych w celu wykrycia nieprawidłowości w 11 genach: mutacji EGFR, ERBB2, KRAS, NRAS, BRAF, MAP2K1 (ang. mitogen-activated protein kinase 1), PIK3CA (ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha) i AKT1 oraz rearanżacji ALK, ROS1 i RET [14]. Chorzy ci zadeklarowali mniej niż 15 paczkolat palenia papierosów. Badacze przeprowadzili sekwencjonowanie za pomocą techniki hybrid capture-based next-generation sequencing dotyczące 287 genów, których mutacje są związane z nowotworzeniem oraz 19 genów często ulegających rearanżacjom. Zmiany genomowe, którym według wytycznych NCCN (National Comprehensive Cancer Network) dedykowane było leczenie personalizowane, wykryto u 8 (26%) chorych. Stwierdzone nieprawidłowości genetyczne, których nie wykryto testami jednogenowymi, to: substytucja p.Gly719Ala w genie EGFR, substytucja p.Val600Glu w genie BRAF, gen fuzyjny ALK-SOCS5 (ang. suppressor of cytokine signaling 5), gen fuzyjny ALK-HIP1 (ang. huntingtin interacting protein 1), gen fuzyjny ROS1-CD74, gen fuzyjny KIF5B-RET-KIF5B (ang. kinesin family member 5B) oraz gen fuzyjny RET-CCDC6 (ang. coiled-coil domain containing 6). Siedmiu z tych chorych otrzymało terapie ukierunkowane molekularnie. Zmiany genetyczne (w tym te wykryte testami jednogenowymi), które predysponowały do leczenia lekami objętymi badaniami klinicznymi, dotyczyły 12 (39%) osób. Są to ważne informacje, wskazujące na możliwość wystąpienia rzadkich nieprawidłowości genetycznych, pomimo negatywnego wyniku testów jednogenowych (real-time PCR, FISH) [14].
Kopetz i wsp. poszli o krok dalej, porównując efektywność w wykrywaniu nieprawidłowości genetycznych za pomocą małych paneli NGS typu Hot Spot (analiza fragmentów 46 lub 50 genów, w których najczęściej występują nieprawidłowości genetyczne kwalifikujące do leczenia) oraz większych, niestandardowych, eksomowych paneli obejmujących 409 genów (ang. whole-exome assay) [15]. Do badania zakwalifikowano chorych, u których standardowe leczenie wdrożone na podstawie badania NGS typu Hot Spot kończyło się niepowodzeniem i pojawiało się pytanie, czy u chorego nie występują zmiany w genach, które nie były dotąd badane. Przy użyciu rozszerzonego panelu NGS zidentyfikowano co najmniej jedną zmianę, która nie została wcześniej zidentyfikowana za pomocą NGS typu Hot Spot u 214 z 521 przebadanych chorych (41%). Czterdziestu spośród 214 (19%) chorych zostało poddanych odpowiedniej terapii ukierunkowanej molekularnie i zaobserwowano u nich statystycznie istotne wydłużenie całkowitego czasu przeżycia [15].
Autorzy wskazali na bardzo ważny aspekt związany z wynikami sekwencjonowania nowej generacji. Zmian genetycznych w komórkach nowotworowych może być bardzo dużo, a ich znaczenie w kwalifikacji do leczenia może nie być dobrze poznane. W związku z tym ważne jest wspomaganie decyzji onkologów (ang. decision support), dotyczącej dostępnego leczenia ukierunkowanego molekularnie poprzez przeszukiwanie odpowiednich baz danych, co musi znaleźć odzwierciedlenie w wyniku badania NGS (lista badań klinicznych, w których chory z wykrytą nieprawidłowością genetyczną może potencjalnie uczestniczyć). W przypadku takich chorych decyzja terapeutyczna powinna być podjęta w zespole wielospecjalistycznym (ang. tumour molecular board), składającym się z patomorfologa, onkologa, genetyka, radiologa, radioterapeuty i chirurga [16, 17]. Kopetz i wsp. wskazują na wspomaganie decyzji onkologów jako krytyczny punkt związany z tym, że zidentyfikowane zmiany były mniej znane, a dostępność odpowiednich badań klinicznych była zróżnicowana terytorialnie.
Status części nieprawidłowości genetycznych o niezdeterminowanym dotąd znaczeniu klinicznym (ang. undetermined significance), ale o potwierdzonej zwiększonej częstości występowania w nowotworach, został przekwalifikowany na status genetycznej zmiany aktywującej, do której można dobrać odpowiednie leczenie. Przykładami takich nieprawidłowości są mutacje p.Lys385Met w genie PDGFRA, p.Glu110del w genie PIK3CA, p.Gly12Cys w genie KRAS oraz p.Asp627Asn w genie RET [16, 17]. Istnieją publicznie dostępne bazy danych, które są pomocne w podejmowaniu decyzji o leczeniu personalizowanym w oparciu o wystąpienie znanych i mniej znanych nieprawidłowości genetycznych. Są to m.in.: My Cancer Genome, The Jackson Laboratory Clinical Knowledge Database czy OncoKB [16]. Wyzwaniem dla onkologów jest rozszyfrowanie tych baz w sposób, który zapewni wyciągnięcie z nich informacji o możliwości leczenia dla konkretnego chorego. Jest to bardzo istotne, aby ten ogrom dostępnej wiedzy okiełznać 
Ciąg dalszy dostępny w wersji pełnej.

Diagnostyka nieprawidłowości ALK u chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca
Dr hab. n. med. Kamila Wojas-Krawczyk
Dostępne w wersji pełnej.

Inhibitory ALK w leczeniu pierwszej linii u chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca – wybór optymalnej opcji terapeutycznej
Dr hab. n. med. Robert Kieszko
Dostępne w wersji pełnej.

Mechanizmy oporności na inhibitory ALK u chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca z rearanżacją genu ALK
Dr hab. n. med. Kamila Wojas-Krawczyk
Dostępne w wersji pełnej.

Leczenie chorych po progresji w trakcie terapii inhibitorami ALK – leczenie sekwencyjne
Dr n. med. Michał Szczyrek1, lek. med. Patryk Jasielski2
Dostępne w wersji pełnej.

Terapia kryzotynibem u chorego na raka gruczołowego płuca ze współistnieniem rearanżacji genów ALK, ROS1 i zapaleniem płuc różnicowanym z COVID-19 – opis przypadku
Lek. med. Małgorzata Frąk1, dr n. med. Izabela Chmielewska1, dr n. med. Magdalena Wójcik-Superczyńska1, dr hab. n. med. Kamila Wojas-Krawczyk1, dr n. med. Anna Grenda1, dr n. med. Katarzyna Reszka2, mgr Michał Gil2, dr hab. n. med. Bożena Jarosz3, dr n. med. Tomasz Kucharczyk1, prof. dr hab. n. med. Paweł Krawczyk1, prof. dr hab. n. med. Janusz Milanowski1
Dostępne w wersji pełnej.

Inhibitory ROS1 w terapii niedrobnokomórkowego raka płuca
Dr n. med. Izabela Chmielewska
Dostępne w wersji pełnej.

Inhibitory NTRK w terapii niedrobnokomórkowego raka płuca
Dr n. med. Tomasz Jankowski
Dostępne w wersji pełnej.

Rzadkie cele dla terapii ukierunkowanych molekularnie u chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca
Prof. dr hab. n. med. Paweł Krawczyk
Dostępne w wersji pełnej.

Możliwości stosowania skojarzenia terapii ukierunkowanych molekularnie i immunoterapii u chorych na NDRP
Dr n. med. Magdalena Wójcik-Superczyńska
Dostępne w wersji pełnej.

Dostępne w wersji pełnej.

O Autorze
Dostępne w wersji pełnej.




OEBPS/Images/i_001.jpg
NIEDROBNOKOMORKOWY
RAK PLUCA

Redakcja naukowa

prof. dr hab. n. med.
PAWEL KRAWCZYK

PZWL






OEBPS/Images/i_002.jpg
tc-DNA i m
Izclacjatk
¥ RNA

l Odwrotna transkrypcja

cDNA

\i/ by

TATGCGGGCC
3 . TATGCGGGCC
Sekwencjonowanie TATGCGGGCC
l TATGCGGGC
TATGCGGG

Etapy zalezne
od rodzaju
platformy
(Mumina,

lon Torrent)

Przetwarzanie sygnatéw i generowanie plikéow FASTQ/UBAM

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, i

Alignment i generowanie plikéw BAM

l

Identyfikacja:

W INDEL  dlugich, strukturalnych s \v

zmian (fuzji/rearanzacii)

Lista wariantéw genetycznych (pliki VCF)

l

Generowanie wyniku dla klinicysty

l

Leczenie ukierunkowane molekularnie/immunoterapia

Analiza
bioinformatyczna

@

@





OEBPS/Images/cover.jpg
W GABINECIE

LEKARZA
SPECJALISTY

onkologia

Niedrobnokomorkowy
rak ptuca

TERAPIE UKIERUNKOWANE NA INNE
NIZ EGFR CELE MOLEKULARNE

2020/4(6)

Redakcja naukowa:
prof. dr hab. n. med. Pawet Krawczyk

Sekwencjonowanie nowej generacji
Diagnostyka rearanzacji ALK

Inhibitory ALK - algorytm postepowania
terapeutycznego

Inhibitory ROS1

Inhibitory NTRK

Inne cele molekularne dla terapii NDRP

73

L AT
(& PzwL






