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Liczne badania bardzo dobrze dokumentuja wazna role,
jaka w patomechanizmie nowotwordéw ztosliwych odgry-
wa nieprawidtowa aktywnos$¢ genéw uczestniczacych
w regulacji kluczowych proceséw zyciowych komorki -
jej cyklu, ré6znicowania, dojrzewania, starzenia i apopto-
zy. Niekontrolowany wzrost guza nowotworowego jest
efektem zachwiania fizjologicznej réwnowagi poprzez
aktywacje protoonkogenoéw, odpowiadajacych za inten-
sywny wzrost patologicznych tkanek, oraz unieczynnienie
genoéw supresorowych transformacji nowotworowej (ang.
tumour suppressor genes, TSG). Za sprawa modyfikacji
genetycznych (mutacje, aberracje chromosomowe, utrata
heterozygotycznosci) badz epigenetycznych (metylacja,
aktywnosé mikroRNA) istotnym zmianom ulega ekspresja
wielu genéw, w tym onkogenéw i gendw supresorowych
nowotworow, lub czynnos¢ kodowanych przez nie biatek,
w wyniku czego zaburzona zostaje efektywno$¢ natural-
nych mechanizmoéw regulujgcych homeostaze komérek
i tkanek organizmu. Od czasu zdefiniowania na nowo raka
ptuca, jako choroby genetycznej, zmienito sie rowniez
podejscie do diagnozowania i leczenia tej patologii, co
przyczynito sie do rozwoju medycyny personalizowanej.
Medycyna personalizowana wymaga zintegrowanego po-
dejsciaklinicznego, faczacego precyzyjne diagnozowanie
choroby na poziomie molekularnym i terapie z uzyciem
selektywnych lekow, dziatajacych specyficznie na komorki
nowotworowe obarczone konkretng zmiang genetyczna.

Niedrobnokomoérkowy rak ptuca (NDRP) jest trudnym
celem diagnostycznym zaréwno ze wzgledu na znaczace
zréznicowanie klonéw komérek nowotworowych w sa-
mym guzie, jak i utrudniony dostep do dobrego jako-
sciowo, informatywnego materiatu diagnostycznego.
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W miare rozwoju nowotworu zmienia sie réwniez profil
ekspresji markerow molekularnych. Dlatego tez scharak-
teryzowanie zaburzeh molekularnych towarzyszacych
kolejnym stadiom rozwoju NDRP, majacych jednoczesnie
walor diagnostyczny nastrecza trudnosci, pomimo bardzo
intensywnych poszukiwan prowadzonych przez wiele
osrodkéw na catym swiecie.

Nowoczesne techniki biologii molekularnej sg skutecz-
nym narzedziem diagnostycznym, szeroko stosowanym
we wspotczesnej medycynie. W ostatnich latach rosnie
ich znaczenie réwniez w diagnostyce raka ptuca, w miare
wdrazania do codziennej praktyki wynikéw badan na-
ukowych. Obecnie jedna z najintensywniej rozwijanych
metod jest sekwencjonowanie nowej generacji. Pomi-
mo ogromnej mocy przerobowej oraz szeregu innych
zalet wdrozenie sekwencjonowania nowej generacji do
rutynowej diagnostyki molekularnej raka ptuca stanowi
aktualnie przedmiot wielu kontrowersji.

Diagnostyka molekularna raka ptuca dysponuje szere-
giem technik laboratoryjnych umozliwiajacych skutecz-
na analize zmian genetycznych o znaczeniu klinicznym,
przede wszystkim mutacji somatycznych i rearanzacji
genow. W ciaggu ostatniej dekady metody wykorzystuja-
ce amplifikacje DNA technikg PCR (tancuchowa reakcja
polimerazy — ang. polymerase chain reaction) w czasie
rzeczywistym, zwana takze ilosciowym PCR (ang. real-time
PCR, quantitative PCR, qPCR), oraz sekwencjonowanie DNA
metoda Sangera uwazano za ,ztoty standard” w analizie
mutacji genu EGFR, podobnie jak metode FISH (ang. flu-
orescence in situ hybridization), w wykrywaniu rearanzacji
gendw ALKi ROST.

Gléwna zaleta metod opartych na technice real-time
PCR jest bardzo wysoka czutos¢ detekcji, siegajaca 1%
allelu zmutowanego w mieszaninie DNA genomowego
(allelospecyficzna amplifikacja PCR), przy jednocze$nie
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bardzo wysokiej specyficznosci i szerokim zakresie dy-
namicznym, pozwalajgcym analizowac prébki o réznym
stezeniu DNA (réznica 6-8 rzedoéw wielkosci). Ponadto
amplifikacja krétkich fragmentéw DNA, zwykle okoto
100 par zasad, zapewnia wysoka skutecznos¢ badania
materiatéw o niskiej jakosci DNA, takich jak utrwalone
w bloczkach parafinowych (ang. formalin-fixed, paraffin-
-embedded tissue, FFPE) skrawki tkanki nowotworowej
lub materiat cytologiczny z biopsji cienkoigtowej (cyto-
bloki). Inng wazng zaleta real-time PCR jest mozliwos¢
multipleksowania reakcji, czyli jednoczesnej amplifikacji
dwoch i wiecej matryc DNA w tej samej mieszaninie re-
akcyjnej (probéwce), co znaczaco skraca czas i zmniejsza
koszt wykonania oznaczen (zamiast kilku reakcji PCR
wykonywana jest jedna), pozwala zuzy¢ mniej matrycy
DNA (szczegdlnie wazne, gdy dysponujemy minimalnymi
ilosciami unikatowego materiatu genetycznego), a takze
daje mozliwo$¢ zastosowania wewnetrznej kontroliam-
plifikacji w reakcjach, w ktérych stwierdza sie obecnos¢
lub brak produktu (dodatni/ujemny). Obecnie najbar-
dziej zaawansowane multipleksy allelospecyficznego
PCR w czasie rzeczywistym pozwalajg na jednoczesng
analize ponad 40 r6znych mutacjiw 18,19,20i 21 eksonie
genu EGFR w 30 prébach DNA podczas jednego cyklu
pracy aparatu.

W diagnostyce rearanzacji genu ALK metoda FISH za-
stosowano unikatowe rozwigzanie w postaci pary specy-
ficznych sond typu break-apart, rozpoznajacych wszystkie
nieprawidtowe warianty fuzyjne genu, cho¢ bez rézni-
cowania ich. Metoda ta jest jednak praco- i czasochton-
na oraz obarczona duzym ryzykiem btedu (zwtaszcza
wynikéw fatszywie dodatnich), poniewaz wiarygodnos¢
badania uzalezniona jest tu od do$wiadczenia diagnosty
laboratoryjnego w zakresie wykonania procedury i in-
terpretacji obrazu spod mikroskopu fluorescencyjnego.
Mimo to préby badania transkryptéw mRNA z komérek
nowotworowych metoda odwrotnej transkrypcji i PCR
w czasie rzeczywistym (RT-qPCR) pod katem obecno-
$ci wariantow fuzyjnych EML4-ALK nadal nie wydaja sie
wystarczajaca alternatywa dla metody FISH, z uwagi na
ograniczona do kilkunastu liczbe mozliwych do wykrycia
zmian, a przez to duze ryzyko wynikéw fatszywie ujem-
nych. Ponadto optymalizacja metod diagnostycznych
opartych na RT-qPCR pod katem identyfikacji niedawno
opisanych rzadkich wariantéw fuzyjnych ALK z genami
TFG lub KIF5B moze okazac sie bardzo trudna w praktyce.

Nalezy podkresli¢, ze pomimo szeregu zalet zaréwno
real-time PCR, jak i FISH sa technikami o niskiej przepu-
stowosci, umozliwiajacymi analize kilku—kilkudziesieciu
znanych zmian molekularnych w obrebie zaledwie jed-
nego genu i w ograniczonej liczbie préobek (zwykle im
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wieksza liczba wykrywanych zmian molekularnych, tym
mniejsza liczba prébek badanych w jednym cyklu pracy).

Sekwencjonowanie DNA, w ogélnym pojeciu, obejmuje
zbiér technik laboratoryjnych wykorzystywanych w gene-
tyce i biologii molekularnej do odczytywania sekwencji,
czyli kolejnosci par nukleotydowych w czasteczce DNA.
Podstawy metodyki sekwencjonowania DNA stworzyty
niezaleznie dwa zespoty naukowcéw w latach 70. XX w.:
zespot Fredericka Sangera, ktéry opracowat metode opar-
tg na syntezie DNA przez polimeraze DNA in vitro (tzw.
sekwencjonowanie Sangera), oraz zesp6t Waltera Gilberta,
ktérego metoda wykorzystywata specyficzna, chemiczng
degradacje DNA (tzw. metoda Maxama-Gilberta, obec-
nie rzadko stosowana). W metodzie Sangera do reakgji
dodaje sie niewielka ilos¢ trifosforanéw dideoksynukle-
otyddéw (ddNTP), ktére sg wbudowywane w DNA, ale ich
dofaczenie uniemozliwia dalsze wydtuzanie nici. W ten
sposob otrzymuje sie fragmenty DNA o réznej diugosci
zakonczone specyficznym nukleotydem. Produkty reakcji
rozdziela sie elektroforetycznie, co powoduje ich segre-
gacje pod wzgledem wielkosci.

Dzieki automatyzacji enzymatycznego procesu syn-
tezy nici DNA, rozdziatu elektroforetycznego w kapilarze
i odczytu sekwencji na podstawie pozycji znakowanych
fluorescencyjnie trifosforanéw dideoksynukleotydéw
(cztery rozne znaczniki fluorescencyjne dla kazdego
z czterech nukleotydéw: adeninowego, guaninowego,
cytozynowego i tyminowego) metoda Sangera byta
przez niemal trzy dekady najpopularniejsza technika
sekwencjonowania DNA, powszechnie wykorzystywang
w badaniach naukowych i diagnostyce genetycznej. Naj-
nowoczesniejsze sekwenatory kapilarne moga analizowa¢
sekwencje 384 prob DNA w jednym cyklu pracy, cho¢
najpopularniejsze sg aparaty 8- i 16-kapilarne. Przyblizony
czas odczytu 1000 nukleotyddéw to 125 min (ryc. 1).

Klasyczna metoda Sangera wcigz stanowi standard
sekwencjonowania DNA i jest powszechnie wykorzysty-
wana w rutynowej diagnostyce genetycznej, czesto stuzac
do sprawdzania wiarygodnosci wynikéw uzyskiwanych
w urzadzeniach o wiekszej przepustowosci. W diagnosty-
ce molekularnej raka ptuca ta metoda sekwencjonowania
DNA jest najczesciej uzywana do potwierdzania wynikow
testow opartych na technice PCR w czasie rzeczywistym
z certyfikatem IVD, gtéwnie w analizie somatycznych mu-
tacji genu EGFR. Mozliwo$¢ odczytu stosunkowo dtugich
fragmentéw w pojedynczej reakgji (100-1000 par zasad)
przy jednoczesnej bardzo duzej trafnosciijednoznaczno-
$ci uzyskiwanych wynikéw powoduje, ze metoda Sangera
jest szeroko stosowana do analizy sekwencji DNA w po-
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Schemat prezentujacy gtéwne etapy procedury sekwencjonowania DNA metoda Sangera

szukiwaniu mutacji pojedynczych nukleotydéw, a takze
niewielkich delecji i insercji.

Pomimo wysokiej specyficznosci podstawowym pro-
blemem ograniczajagcym zastosowanie metody Sangera
w diagnostyce mutacji somatycznych nowotworéw jest
relatywnie niska czuto$¢. W optymalnych warunkach,
wykorzystujgc matryce DNA o wysokiej jakosci, sekwen-
cjonowanie metoda Sangera moze osiggac czutos¢ de-
tekcji do 20-25% allelu zmutowanego na tle wariantu
natywnego (ang. wild-type allele) dla danego genu. Wiele
materiatéw diagnostycznych, przede wszystkim utrwalo-
nych FFPE, charakteryzuje sie jednak wysokim stopniem
degradacji DNA, co ma istotnie negatywny wptyw na
odczytiinterpretacje analizowanej sekwencji. Zaleca sie
zatem, aby w praktyce diagnostycznej metoda sekwen-
cjonowania kapilarnego analizowac¢ jedynie materiaty
zawierajace przynajmniej 50% komorek nowotworowych.
Sekwencjonowanie metoda Sangera doskonale nadaje
sie do analizy sekwencji pojedynczych genéw, jest jednak
zbyt kosztowne i pracochtonne, by mozna je byto efek-
tywnie zastosowac do badania kilkudziesieciu czy kilkuset
gendéw w standardowych warunkach laboratoryjnych.

Rozwoj technik sekwencjonowania DNA, niejako w od-
powiedzi na potrzebe stworzenia metody doskonatej,
wolnej od gtéwnych ograniczen rozwigzan pierwszej
generacji, czyli niskiej przepustowosci i czutosci anali-
tycznej, zaowocowat opracowaniem szeregu innowacyj-
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nych koncepcji technologicznych, ktére miaty wprowadzi¢
analize sekwencji DNA w XXI w. Metody te nazywa sie
ogdlnie sekwencjonowaniem nowej generacji (ang. next
generation sequencing, NGS) lub réwnolegtym sekwen-
cjonowaniem wielu fragmentéw DNA (ang. massively
parallel sequencing, MPS).

W poréwnaniu z klasycznymi sekwenatorami sange-
rowskimi urzadzenia NGS charakteryzuje wyzsza prze-
pustowos¢, pozwalajaca sekwencjonowad w tym samym
czasie wiele regionéw w obrebie genomu, w duzej liczbie
probek DNA (np. od réznych pacjentéw), pod katem réz-
nych zmian genetycznych (mutacje punktowe, insercje,
delecje, CNV), w ciaggu jednego cyklu pracy maszyny
(tab. 1). Ponadto techniki NGS sg znacznie czulsze od
sekwencjonowania pierwszej generacji, wymagaja wiec
prébek o wielokrotnie nizszym stezeniu DNA. Czutos¢
detekcji najpopularniejszych systeméw NGS pozwala
wykrywac 2-10% allelu zmutowanego w tle wariantu na-
tywnego, aistnieja specjalne protokoty (m.in. dla pozako-
modrkowego DNA) umozliwiajgce jeszcze czulsza analize.
W dodatku NGS jest metoda zaréwno jakosciowa (odczyt
sekwencji DNA, wykrycie mutacji), jak i ilosciowa, gdyz
zapewnia doktadny pomiar liczby kopii fragmentéw DNA
zawierajacych dang mutacje. Ma to takze szczegdlne zna-
czenie przy analizie zaburzen genetycznych polegajacych
na zwielokrotnieniu liczby kopii danego genu w obrebie
genomu (ang. copy number variation, CNV).

Procedury analityczne wiekszosci dostepnych syste-
mow NGS zawieraja te same etapy, z ktérych najbardziej
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Producent/System Smplitiasia Sekwencjonowanie ilos¢ DNA diugosc odczytu przepustowosé e (G5 El
DNA 1 btedu pracy
w prébie (par zasad) (par zasad/1 cykl pracy)

Sekwencjonowanie metoda Sangera (pierwsza generacja)

LifeTechnologies

3500 Genetic Analyzer przez synteze DNA 8 Kb 2 godz.

(8 kapilar) PCR (dideoxy chain 10-150 ng* 1000 >0,001%

3730xI DNA Analyzer termination) ~84 Kb 3 godz.

(96 kapilar)

Sekwencjonowanie nowej generacji

Roche 454 GS Junior Clonal 400 35Mb 10 godz.
emulsion pirosekwencjonowanie o

Roche 454 FLX PCR 500ng 1000 700 Mb 05% 54 godz.

Titanium

LifeTechnologies Clonal

5500 SOLID emulsion przez ligacje 10ng -5 pug 75 90 Gb 0,1% 7 dni
PCR

LifeTechnologies 400 2Gb 8 godz.
Clonal

lon Torrent PGM emulsion przez synteze DNA 50ng -1 1%

LifeTechnologies (detekcja HY) 9-1Hg 200 10 Gb ° 4 godz.
PCR

lon Torrent Proton

IIIum!na M|Seq CIQnaI przez s'ynteze D'NA' 30ng -2 g 2 x300 15 Gb 0,2% 48 goFJz.

Illumina HiSeq bridge PCR (reversible termination) 2x150 600 Gb 11 dni

* Zaleznie od dtugosci sekwencjonowanego fragmentu DNA

Wymagana

Maksymalna

Maksymalna

Zestawienie najwazniejszych parametréw technicznych popularnych systeméw NGS

praco- i czasochfonne jest przygotowanie tzw. bibliotek
DNA (lub RNA) oraz analiza bioinformatyczna surowych
danych (ryc. 2). Na rynku dostepnych jest wiele réznych
zestawow odczynnikowych, przeznaczonych dla dane-
go systemu NGS oraz réznych aplikacji diagnostycznych
i naukowych, np. sekwencjonowanie panelu kilkudzie-
sieciu onkogendw pod katem obecnosci mutacji soma-

Przygotowanie Przygotowanie

Wzbogacenie

tycznych w danym typie nowotworu (sekwencjonowanie
celowane - ang. targeted sequencing), sekwencjonowanie
transkryptomu (ang. RNA sequencing, RNA-Seq), sekwen-
cjonowanie catego eksomu (ang. whole exome sequencing,
WES), sekwencjonowanie genomu (ang. whole genome se-
quencing, WGS), sekwencjonowanie mikroRNA (ang. small
RNA sequencing, smallRNA-Seq) i in.

Illumina MiSeq

Alignment

—> Sekwencjonowanie —>

probki DNA/RNA biblioteki DNA biblioteki & analiza sekwengji
+ lzolacja DNA/RNA + Fragmentacja Klonalna Synteza nowej + Przyréwnanie
+ Pomiar ilosci DNA amplifikacja nici DNA odczytanej
DNA/RNA +  Enzymatyczna PCR (tworzenie Wigczanie sekwencji do
- Odwrotna naprawa koncow klastrow) znakowanych standardu
transkrypcja - Ligacja Selekcja nukleotydéw « Analiza zmian
RNA - cDNA adapterow wybranej frakcji Detekcja sygnatu w odczytanej
 Kontrola jakosci do koncow na podstawie fluorescencji sekwencji
probki fragmentow wielkosci AGCT (detekcja
DNA Kontrola jakosci wariantow)
Mozliwa izolacja DNA lub Mozliwe btedy Mozliwe btedy Wymaga
Lo Krytyczny etap . . " L L. TF
RNA z tkanek Swiezych w wyniku amplifikacji w detekcji i analizie specjalistycznego
. protokofu NGS . " .
i utrwalanych (FFPE) PCR sygnatow fluorescencji oprogramowania
i wiedzy
Schemat prezentujacy gtéwne etapy procedury sekwencjonowania DNA bioinformatycznej

metodami drugiej generacji, wspdlne dla wiekszosci popularnych systeméw NGS
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Zgodnie z zatozeniami koncepcji medycyny personalizo-
wanej efektywna identyfikacja onkogennych zaburzen
genetycznych w tkance nowotworowej stwarza lepsze
mozliwosci diagnozowania, rokowania i wyboru opty-
malnej strategii terapeutycznej dla konkretnego pacjenta.
Liczne prace badawcze opublikowane w ostatnim 5-leciu
dowodzg, ze wprowadzenie metody NGS do praktyki kli-
nicznej raka ptuca moze znaczaco poprawic skutecznosc¢
leczenia. Dla przyktadu Lim et al. wykazali, ze 58% bada-
nych z grupy chorych na NDRP z negatywnym wynikiem
badania molekularnego na obecnos¢ zaburzen soma-
tycznych w genach EGFR, KRAS, ALK, przeprowadzonego
za pomoca metod podstawowych, nadal prezentowato
szereg innych zmian molekularnych, dla ktérych obecnie
rozwijane s terapie celowane (mozliwosc¢ uczestniczenia
w badaniu klinicznym), gdy badanie powtérzono metoda
NGS [1]. Z kolei Scarpa et al. juz w 2013 roku dowiedli
skutecznosci badania molekularnego metodg NGS w ska-
pokomorkowym materiale cytologicznym od chorych na
NDRP typu gruczotowego, pomimo ze wiekszo$¢ zesta-
woéw odczynnikowych byta wéwczas optymalizowana
pod katem tkanek FFPE [2]. Stworzyto to szanse na pogte-
biong diagnostyke molekularng i analize setek zaburzen
genetycznych, jednoczesnie na podstawie bardzo matej
ilosci DNA (> 10 ng), co do tej pory nie byto mozliwe przy
uzyciu metod podstawowych. W szerszej perspektywie
nawet 60% chorych na NDRP mogtoby skorzystac z dia-
gnostyki opartej na metodzie NGS, poniewaz taki odsetek
pacjentéw jest diagnozowany w péznych stadiach za-
awansowania choroby, kiedy mozliwosci uzyskania tkanki
nowotworowej do badania droga resekcji sg ograniczone,
a biopsja nie dostarcza materiatu o odpowiedniej jakosci
lubilosci.

Ponizej opisano aktualne mozliwosci zastosowania
metody NGS w diagnostyce molekularnej raka ptuca
i przedstawiono potencjalne korzysci kliniczne ptynace
z pogtebionej analizy genetycznej, ktére pogrupowano
wedtug dostepnych strategii leczenia personalizowanego.

Skutecznos¢ kliniczna ukierunkowanej molekularnie tera-
pii raka ptuca zalezy przede wszystkim od wtasciwej kwa-
lifikacji chorych na podstawie wiarygodnej oceny statusu
biomarkeréw predykcyjnych, m.in. aktywujgcych mutacji
genu EGFR dla leczenia inhibitorami kinazy tyrozynowej
EGFR (IKT EGFR). Najwiekszym ograniczeniem stosowania
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IKT EGFR jest opornos¢ na te leki. Moze ona miec¢ charakter
pierwotny, warunkowany gtéwnie przez tzw. mutacje
opornosci, od poczatku obecne w komérkach guza, row-
nolegle do mutacji aktywujacych, albo charakter nabyty,
kiedy mutacje opornosci i inne zmiany epigenetyczne
rozwijaja sie w trakcie terapii IKT EGFR. Niemal wszyscy
chorzy na niedrobnokomérkowego raka ptuca, ktérzy
poczatkowo wykazujg korzystng odpowiedz na IKT EGFR,
z czasem nabywajg opornos¢ na te leki, zwykle miedzy
9 a 12 miesigcem leczenia. Zrozumienie mechanizméw
opornosci nabywanej przez chorych w trakcie pierwszej
linii leczenia IKT EGFR (erlotynib, gefitynib, afatynib) ma
szczegdlne znaczenie dla wyboru pdzniejszej strategii
terapeutycznej (leczenie Il linii).

Do najczestszych mechanizmdw pierwotneji nabytej
opornoscina leczenie IKT EGFR zalicza sie mutacje opor-
nosciw genie EGFR (T790M, D761Y, L747S,T854A, C797S),
zmiany w szlaku sygnatowym MAPK/ERK (mutacje genéw
KRAS i BRAF), aktywacje obocznych Sciezek sygnatowych
(amplifikacja MET, nadekspresja HGF, mutacje w genie
PIK3CA, utrata PTEN, fuzja gendw EML4-ALK). Szacuje
sie, ze u 30% chorych mechanizmy nabytej opornosci
na IKT EGFR sa wciaz nieznane.

Guz pierwotny ptuca jest genetycznie heterogen-
ny. Oznacza to, ze mozliwe jest wspétistnienie klonéw
komorek nowotworowych z mutacjg aktywujacg EGFR
i z natywng forma genu, a nawet komérek wrazliwych
i opornych na leczenie IKT EGFR. Prowadzenie terapii
ukierunkowanej molekularnie powoduje eliminacje
klonu wrazliwego i selekcje komoérek bez mutacji ak-
tywujacych lub mutacji warunkujacych opornos¢, co
klinicznie daje obraz czesciowej remisji/wznowy czy tez
ograniczonej odpowiedzi na leczenie - w zaleznosci od
udziatu odsetkowego poszczegdlnych populacji komér-
kowych w guzie.

Wraz z pogtebianiem naszej wiedzy w zakresie me-
chanizmoéw molekularnych, warunkujacych skutecznos¢
leczenia inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR, ro$nie
réwniez potrzeba poszerzenia listy zaburzen genetycz-
nych analizowanych w ramach rutynowej diagnostyki
molekularnej raka ptuca. Wydaje sie oczywiste, ze naj-
powszechniej wykorzystywane metody diagnostyki
molekularnej — real-time PCR, FISH, sekwencjonowanie
sangerowskie — nie beda w stanie zapewni¢ wystarcza-
jacej mocy przerobowej dla wiekszej liczby badanych
gendéw i nowych terapii celowanych. Sekwencjonowanie
nowej generacji oferuje rozwigzania komercyjne przezna-
czone do pogtebionej diagnostyki punktowych mutacji
somatycznych, insercji i delecji w obrebie kilkudziesieciu
gendw tworzacych gtéwne szlaki sygnatowe, zaangazo-
wane w odpowiedz na leczenie IKT EGFR (tab. 2).
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ABL1 EGFR GNAS
AKT1 ERBB2 HNF1A
ALK ERBB4 HRAS
APC FBXW7 IDH1
ATM FGFR1 JAK2
BRAF FGFR2 JAK3
CDH1 FGFR3 KDR
CDKN2A FLT3 KIT
CSFIR GNAT1 KRAS
CTNNBT GNAQ MET

MLH1 RET

MPL SMADA4
NOTCH1 SMARCB1
NPM1 SMO

NRAS SRC
PDGFRA STK11
PIK3CA TP53

PTEN VHL

PTPNT1 -
RB1 -

Przyktadowa lista 48 genéw zaangazowanych w proces nowotworzenia, o potencjalnym znaczeniu klinicznym,
ktore mozna badac zestawem odczynnikowym TruSeq Amplicon - Cancer Panel firmy lllumina pod katem mutacji

somatycznych na aparatach MiSeq i HiSeq (lllumina).

Na kolorowo zaznaczono geny o najwiekszym znaczeniu klinicznym z punktu widzenia istniejacych (kolor zielony) lub

aktualnie rozwijanych terapii ukierunkowanych molekularnie (kolor szary) dla raka niedrobnokomérkowego ptuca. Zestaw

zwalidowany do badania stosunkowo niewielkiej ilosci DNA (< 250 ng) izolowanego z materiatéw diagnostycznych w postaci

bloczkéw parafinowych (FFPE) w ciaggu 12 godzin roboczych. Maksymalna dtugos¢ odczytu rzedu 150-300 par zasad

w aparatach lllumina spetnia wymagania analityczne dotyczace badania pofragmentowanego DNA z FFPE

(opracowano na podstawie broszury handlowej lllumina)

Stale udoskonalane technologie NGS umozliwiaja
efektywng analize transkryptéw wszystkich wariantéw
fuzyjnych dla wielu gendéw jednoczesnie w zaledwie kil-
kunastu—kilkudziesieciu nanogramach catkowitego RNA
izolowanego z FFPE (tab. 3). W przypadku diagnostyki
molekularnej raka ptuca najwieksza wartos¢ predykcyjna
dla aktualnie dostepnej terapii ukierunkowanej mole-
kularnie maja rearanzacje genéw ALKi ROST (w leczeniu
kryzotynibem). Prowadzone sg réwniez badania kliniczne
oceniajace skutecznos¢ inhibitoréw skierowanych prze-
ciwko biatkom receptorowym, kodowanym przez fuzyjne
warianty genow RET, NTRK1 i FGFR1/2/3.

Niedawno opublikowane wyniki z obserwacji kli-
nicznej 55 chorych na NDRP typu gruczotowego z po-
twierdzona metoda IHC/FISH rearanzacjg ALK, leczonych
kryzotynibem, wskazuja, ze odpowiedz chorego na lek
jest w istotny sposéb uzalezniona od typu wariantu fu-
zyjnego [3]. W niniejszym badaniu mediana czasu wol-
nego od progresji byta istotnie wyzsza w grupie chorych
zwariantem typu 1[n=19; 11 miesiecy (95% Cl: 6,5-43,0
miesigce)] niz w grupie z innymi wariantami fuzyjnymi
[n=16;4,2 miesigca (95% Cl: 1,6-10,2 miesigca), p < 0,05].
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Pogtebiona analize réznicujaca wyniki FISH przeprowa-
dzono metoda RT-qPCR, ktéra identyfikuje jedynie naj-
czestsze warianty fuzyjne EML4-ALK.W innej pracy istotne
réznice w odpowiedzi na leczenie kryzotynibem obserwo-
wano wytacznie wsrdd chorych, dla ktérych diagnostyke
réznicujacq warianty fuzyjne genu ALK przeprowadzono
metoda NGS (p = 0,016). Wyniki z analizy FISH nie rézni-
cowaty chorych pod wzgledem odpowiedzi na leczenie
(p=0,73) [4]. Bezposrednia analiza poréwnawcza metod
FISH i NGS w wykrywaniu rearanzacji genu ALK w mate-
riatach FFPE od chorych na niedrobnokomérkowego raka
ptuca wykazata 65-procentowg zgodnos¢ obu technik
(20/31 materiatéw) w potwierdzeniu wyniku dodatnie-
go, podczas gdy pozostate 35% (n = 11) przypadkéw
prezentowato wynik dodatni jedynie w metodzie NGS.
Przypadki te dotyczyly szczegéinie rzadkich wariantéw
fuzyjnych, m.in. KIF5B-ALK, CLCTC-ALK, TFG-ALK, PPM1B-
-ALK, EIF2AK3-ALK, ktorych czestos¢ wystepowania nie
przekracza 2%. Wiekszos¢ (70%) sposréd 11 chorych
prezentujacych wynik FISH-ujemny/NGS-dodatni od-
powiedziata na leczenie kryzotynibem [5]. Warto takze
wspomnie¢, ze w badaniach poréwnujacych skutecznos¢
trzech réznych systeméw NGS w analizie rearanzacji genu
ALKwykazano niemal 90-procentowa zgodno$¢ wynikow
dla tych platform [6].
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Powyzsze badania do$¢ jednoznacznie wskazuja na
potrzebe uzupetnienia aktualnie stosowanych metod IHC
i FISH w diagnostyce rearanzacji genu ALK o czute testy
molekularne, umozliwiajace pogtebiona analize réznicuja-
ca warianty fuzyjne. W przeciwienstwie do wspomnianej
wczesniej metody RT-gPCR metoda NGS oferuje o wiele
szerszy panel wykrywanych wariantéw fuzyjnych (w prak-
tyce mozna identyfikowa¢ wszystkie warianty) oraz po-
zwala nainterpretacje wynikéw w kontekscie ilosciowym
(odsetek transkryptow fuzyjnych w mieszaninie catko-
witego RNA), co réwniez moze mie¢ znaczenie kliniczne
w prognozowaniu odpowiedzi na leczenie.

Jednym zkluczowych czynnikéw warunkujacych sku-
tecznos¢ metody NGS w analizie zaburzen genetycznych
jest jakos¢ materiatu genetycznego (stopien integralnosci
RNA, RIN > 7), izolowanego z preparatéw FFPE, na ktorg
bezposredni wptyw maja czas utrwalania tkanki, rodzaj
uzytych utrwalaczy chemicznych oraz odpowiednie za-
bezpieczenie oczyszczonego RNA przed degradujacym
dziataniem RNaz. Zastosowanie metody NGS w analizie
rearanzacji genéw wymaga zatem gruntownej optymali-
zacji catego algorytmu diagnostycznego, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem fazy przedanalitycznej.

Metoda FISH przez dtugi czas uznawana byta za , ztoty
standard”w diagnostyce rearanzacji genu ALK, chociazby
z uwagi na protokoty wigczania chorych do badan klinicz-
nych pod katem rejestracji kryzotynibu czy inhibitoréw
drugiej generacji (cerytynibu, alektynibu) oraz brak alter-
natywnych technik diagnostycznych o nie gorszej czutosci
i specyficznosci (IHCi RT-gPCR jako metody uzupetniaja-
ce). Wobec wysokiego, blisko 35-procentowego odsetka
wynikéw fatszywie ujemnych w metodzie FISH wdrozenie
NGS do rutynowej diagnostyki molekularnej raka ptuca
wydaje sie klinicznie i ekonomicznie uzasadnione.

Badanie tkanki nowotworowej nadal pozostaje ztotym
standardem w klinicznej diagnostyce molekularnej raka
ptuca. Diagnostyka oparta na materiale tkankowym jest
jednak obarczona szeregiem ograniczen, ktére w istotny
sposéb wptywaja na skutecznos$¢ stosowanych metod
molekularnych. Przede wszystkim biopsja to inwazyjny
zabieg pozyskania probek tkanki, a pobrany materiat zwy-
kle reprezentuje tylko jedno umiejscowienie nowotworu,
co nie pozwala oceni¢ genetycznych zmian odlegtych
przerzutéw. Ponadto heterogennos¢ komérkowa i mo-
lekularna tkanki nowotworowej znaczaco obniza czutos¢
badania molekularnego. W dobie rozwoju terapii perso-
nalizowanej konieczna jest zaréwno wiarygodna anali-
za zaburzen genetycznych o znaczeniu predykcyjnym
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Tkanka nowotworowa utrwalona
w parafinie (FFPE)

Rodzaj materiatu
diagnostycznego

Zastosowanie
diagnostyczne

Detekcja somatycznych zaburzen
genetycznych

Identyfikowane
zaburzenia

Ponad 70 wariantéw fuzyjnych
genéw ALK, RET, ROS1, NTRK1

Rodzaj analizy
molekularnej

Analiza transkryptéw mRNA
genow fuzyjnych

83 pary starteréw o unikalnych
sekwencjach w pojedynczej
mieszaninie

85 amplikonéw w $redniej
dtugosci 136 par zasad

Konstrukcja testu

Minimalna ilos¢
RNA w prébie

10 ng catkowitego RNA

Detekcja 1% transkryptow

Czutos¢ testu fuzyjnych w mieszaninie

catkowitego RNA

Jednoczesna analiza 16 préb na
Zalecana lon 318 Chip przy co najmniej
procedura P przy ) )

20 000 odczytéw na biblioteke

Charakterystyka testu NGS do analizy
transkryptow mRNA genéw fuzyjnych ALK, RET, ROS1
na przyktadzie zestawu lon AmpliSeq RNA Fusion
Lung Cancer Research Panel firmy LifeTechnologies
(ThermoFisherScientific).

Zestaw odczynnikowy jest przeznaczony do badania
RNA izolowanego ze skrawkdéw tkanki nowotworowej
zatopionej w bloczku parafinowym (FFPE), uzyskanej
od chorych na raka ptuca, na sekwenatorach lon Torrent
Life Technologies (opracowano na podstawie broszury
handlowej ThermoFisherScientific).

w pierwotnym materiale nowotworowym, uzyskanym od
chorego przed wdrozeniem leczenia, jak i monitorowanie
statusu szeregu zmian molekularnych warunkujacych
opornos¢ na leczenie celowane. W praktyce klinicznej
wykonanie powtérnej biopsji choremu z progresja raka
ptuca, w celu pogtebionej analizy molekularnej, jest czesto
trudne, chociazby ze wzgledu na inwazyjnos¢ zabiegu.

Analiza pozakomérkowego DNA krazacego w krwio-
biegu (ang. cell-free DNA, free-circulating DNA) chorego
na nowotwor jest obecnie wdrazana do diagnostyki
molekularnej raka ptuca jako alternatywa dla badania
tkanki nowotworowej, przede wszystkim w tych przy-
padkach, gdy tradycyjna biopsja nie jest mozliwa lub
pozyskany ta droga materiat tkankowy jest z réznych
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przyczyn nieadekwatny do badania. Analiza krwi obwo-
dowej i obecnego w niej materiatu genetycznego, pocho-
dzacego bezposrednio zkomdrek nowotworu, jako tzw.
ptynnej biopsji (ang. liquid biopsy), oferuje szereg korzysci,
ktére zadecydowaty o szerokim zainteresowaniu tym te-
matem na catym Swiecie pod katem oceny potencjalnych
aplikacji klinicznych. Oprécz oczywistych zalet - minimal-
nej inwazyjnosci, ogdlnej dostepnosci i powtarzalnosci
zabiegu pobrania krwi — ptynna biopsja dostarcza DNA
pochodzace z réznych lokalizacji ognisk nowotworowych
(zguza pierwotnego, z odlegtych przerzutéw, z krazacych
we krwi mikroprzerzutéw) oraz réznych klonéw komérek
rakowych, natomiast pomija problem heterogennosci
tkanki nowotworowej. Nalezy takze podkresli¢, ze poza-
komoérkowe DNA uwalniane jest przez komoérki nowo-
tworowe w sposéb ciagly, co zapewnia dostateczng ilos¢
materiatu genetycznego do analiz molekularnych przez
caty okres rozwoju choroby nowotworowej. Niestety, nie
da sie jednoznacznie okresli¢, jaki procent w catkowitej
mieszaninie pozakomérkowego DNA stanowig fragmenty
pochodzace bezposrednio zkomorek nowotworu (frakcja
ctDNA - ang. circulating tumor DNA), a jaki fragmenty
uwolnione przez komorki prawidtowe. W przypadku dia-
gnostyki mutacji genu EGFR chorzy na NDRP z dodatnim
wynikiem badania ptynnej biopsji odnosza podobne ko-
rzyscikliniczne z leczenia inhibitorami jak ci kwalifikowani
na podstawie badania tkanki.

Technologie NGS juz na obecnym etapie rozwoju
umozliwiaja skuteczna analize pozakomérkowego DNA
zkrwi chorych naraka ptuca pod katem szeregu zaburzen
genetycznych o potwierdzonym badz potencjalnym zna-
czeniu klinicznym, m.in. mutacji genéw, hipermetylacji,
zmian liczby kopii genu (CNV) itd. Dostepne sg komer-
cyjne zestawy odczynnikowe o podwyzszonej czutosci
detekcji (w zakresie 0,1-0,01% zmutowanego allelu),
przeznaczone do analizy pozakomérkowego DNA na kon-
kretnych platformach NGS. Badania ostatnich lat wykazaty
bardzo wysoka zgodnos¢ (60-95%) profiléw zaburzen
genetycznych oznaczanych metodg NGS w preparatach
tkanki nowotworowej i prébach krwi od tych samych
chorych. Przewaga metody NGS nad testami opartymi na
real-time PCR jest mozliwos$¢ identyfikowania nie jedynie
tych zdefiniowanych, lecz wszystkich zmian w obrebie
genu, szczegdlnie rzadkich mutacji genu EGFR, ktére nie
sa wykrywane technikami podstawowymi (np. mutacji
C797S, warunkujacej opornos¢ na leczenie ozymerty-
nibem).

W 2016 roku zespo6t amerykanskich naukowcéw
przeprowadzit poréwnawcza analize mutacji 70 genéw
w pozakomérkowym DNA z krwi oraz materiatach tkan-
kowych od 102 chorych na raka ptuca, wykorzystujac
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metode NGS (targeted DNA sequencing).W sumie w ptyn-
nej biopsji wykryto 275 zmian w sekwencji 45 gendw,
z czego 86 (84%) chorych prezentowato przynajmniej
jedno zaburzenie genetyczne w pozakomérkowym DNA.
Najczesciej obserwowane byty mutacje genu EGFR; ziden-
tyfikowano 50 mutacji o charakterze aktywujacym i 12
mutacji warunkujacych opornos¢. Dodatkowo wykryto
zmiany w sekwencjach 22 gendw, dla ktérych obecnie
rozwijane sg nowe terapie ukierunkowane molekularnie.
Co ciekawe, sekwencjonowanie DNA z materiatu tkanko-
wego powiodto sie zaledwie u 50 chorych (49%). Ogdlna
zgodno$¢ dla mutacji EGFR wykrytych w tkance i krwi
wyniosta 79%, co potwierdza duzg wartos¢ diagnostyczng
ptynnej biops;ji [7].

W badaniu oceniajacym skutecznos¢ NGS w analizie
wariantéw fuzyjnych genu ALK w pozakomérkowym DNA
od 24 chorych z potwierdzonym uprzednio zaburzeniem
w tkance ogdlna czutos¢, specyficznosc i precyzja wynio-
sty odpowiednio 54,2%, 100% i 71,8%. Wyzszg czutos¢
(64,7%) osiggnieto w grupie chorych z odlegtymi prze-
rzutami (M1b). Pomimo nielicznej grupy metoda NGS
umozliwita wykrycie dwéch rzadkich wariantéw fuzyj-
nych: FAM179A-ALK oraz COL25A1-ALK [8].

W najwiekszym jak dotad badaniu pozakomérkowe-
go DNA metoda NGS przebadano krew od ponad 5 tys.
chorych na NDRP, pobrang w celu kwalifikacji do terapii
celowanej (15% przypadkoéw) lub w czasie progresji cho-
roby (85% przypadkéw), z uwagi na brak dostepnosci
odpowiedniego materiatu tkankowego. Zaburzenia so-
matyczne o charakterze mutacji lub rearanzacji genéw
wykryto u 86% chorych (najczestsze mutacje EGFR - 25%
imutacje KRAS-17%).Coistotne, u 1111 chorych w czasie
progresji po leczeniu inhibitorami kinazy tyrozynowej
EGFR wykryto szereg zaburzen genetycznych identy-
fikujagcych mechanizm nabytej opornosci z czestoscia
zblizong do tej obserwowanej w badaniach tkanki: mu-
tacja T790M - 47% przypadkdw, amplifikacja MET — 5%,
amplifikacja ERBB2 - 5%, fuzje genu FGFR3 - 0,4%, fuzje
ALK - 1%, mutacje BRAF - 1,8%, inaktywacja PTEN - 2,5%,
inaktywacja NFT - 3%, mutacje KRAS — 1,9% [9].

Powyzsze przyktady dowodzg mozliwosci i zasadnosci
wykorzystania metody NGS w diagnostyce molekularnej
raka ptuca opartej na krwi obwodowej. Nalezy jednak
miec na uwadze wciagz pionierski charakter tych badan
oraz ogromne doswiadczenie naukowcoéw w pracy z tech-
nikami NGS, ktore jest konieczne do osiggniecia tak spek-
takularnych wynikéw. Biorac pod uwage tempo rozwoju
technik NGS, mozna oczekiwac, ze podobne rozwigzania,
walidowane pod katem diagnostyki molekularnej choréb
nowotworowych z ptynnej biopsji, stang sie dostepne
komercyjnie w perspektywie kilku najblizszych lat.
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Postep badarn naukowych nad lepszym zrozumieniem
mechanizméw odpowiedziimmunologicznej skierowanej
przeciwko komérkom nowotworu zaowocowat w ostat-
nich latach rozwojem nowe;j strategii leczenia zaawanso-
wanego NDRP - immunoterapii opartej na inhibitorach
immunologicznych punktéw kontrolnych (ang. immune
checkpoint inhibitors). Leki te specyficznie blokuja szlaki
sygnatowe pozostajace pod kontrolg biatka receptoro-
wego PD-1 (ang. programmed cell death protein-1) i jego
ligandu PD-L1 (ang. programmed cell death ligand-1).
Badania kliniczne inhibitoréw PD-1/PD-L1 wykazaty
skutecznos¢ tych lekow u chorych na zaawansowane
postaci NDRP.

Obecnie w Unii Europejskiej dostepne sg trzy leki
zgrupy inhibitoréw immunologicznych punktéw kontrol-
nych: niwolumab i pembrolizumab (inhibitory receptora
PD-1 znajdujacego sie na komérkach immunologicznie
kompetentnych) oraz atezolizumab (blokujacy ligand
dla receptora PD-1, zlokalizowany na komérkach nowo-
tworowych). Stosowanie niwolumabu w krajach UE jest
mozliwe w grupie chorych na NDRP w Il linii leczenia,
po niepowodzeniu chemioterapii | linii, bez wzgledu na
wynik ekspresji PD-L1, ocenianejimmunohistochemicznie
na komérkach raka. Z kolei pembrolizumab moze by¢ po-
dawany zaréwno w |, jaki Il linii leczenia w grupie chorych
z zaawansowang postacig NDRP, u ktérych stwierdza sie
ekspresje PD-L1 w ponad 50% komérek w kwalifikacji do
I linii leczenia, natomiast w ponad 1% komorek raka w Il
linii. Atezolizumab oczekuje obecnie na rejestracje w UE
i jest przeznaczony do leczenia ll linii u chorych na NDRP,
niezaleznie od ekspresji PD-L1.

Wobec kontrowersji zwigzanych z efektywnoscia ro-
kowania odpowiedzi chorych naimmunoterapie jedynie
na podstawie badan ekspresji PD-L1 na komérkach no-
wotworu i/lub immunologicznie kompetentnych oraz
problemdéw wynikajacych ze stosowania réznych testow,
dotyczacych poszczegdlnych lekéw, przy ograniczonej
ilosci materiatu diagnostycznego, nadal poszukuje sie
dodatkowych biomarkeréw predykcyjnych dla tej stra-
tegii leczenia raka ptuca. Wsréd badanych kandydatéow
sq m.in. ekspresja PD-L1 na komdérkach uktadu immu-
nologicznego chorego (limfocytach T, komdrkach den-
drytycznych, makrofagach), markery aktywacji ukfadu
immunologicznego oraz ogélne obcigzenie nowotworu
mutacjami somatycznymi (ang. total mutational load, TML;
total mutational burden, TMB).

Badania kliniczne wykazaty, ze czerniak oraz niedrob-
nokomorkowy rak ptuca nalezag do nowotwordéw o naj-
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wyzszym wskazniku obcigzenia mutacjami somatycznymi,
co z kolei istotnie koreluje z odsetkiem odpowiedzi na
immunoterapie w tych nowotworach. Analiza materiatu
nowotworowego, najczesciej w postaci FFPE lub cyto-
bloku, pod katem obciazenia mutacjami somatycznymi
wymaga zaprzegniecia jednej z technik NGS - sekwencjo-
nowania catego eksomu (WES). Eksomem nazywamy te
cze$¢ genomu ludzkiego, na ktérg sktadaja sie wytacznie
sekwencje eksondéw, a wiec fragmenty genéw, ktoére ko-
duja biatka i ulegaja transkrypcji do mRNA. Ludzki eksom
sktada sie z okoto 180 tys. eksonéw dtugosci okoto 30 min
par zasad (30 Mb), co stanowi zaledwie 1% catkowitego
genomowego DNA. Sekwencjonowanie DNA metoda
WES pozwala zidentyfikowac te zaburzenia genetyczne
(mutacje), ktére maja bezposredni wptyw na strukture
ifunkcjonowanie biatek, stanowigcych nowa klase neoan-
tygendw nowotworowych. Zwykle wskaznik catkowitego
obcigzenia mutacjami somatycznymi (TMB) oblicza sie
jako liczbe wykrytych zaburzen genetycznych na 1 min
par zasad catego genomu (liczba mutacji/Mb genomu).
Z uwagi na duzy stopien skomplikowania catej procedury
analitycznej, a zwfaszcza bioinformatycznej analizy wy-
nikéw, ostatnio zaproponowano uproszczony schemat
oceny TMB poprzez sekwencjonowanie mniejszej liczby
(230-315) wyselekcjonowanych genéw. Wskaznik TMB
obliczony uproszczong metoda nadal doskonale kore-
lowat z wynikami badania metoda WES [10].

W badaniu amerykanskim na grupie 64 chorych na
NDRP leczonych inhibitorami PD-1/PD-L1 (niwolumab,
pembrolizumab, awelumab) wykazano istotne réznice
w medianie czasu leczenia zaleznie od wskaznika TMB:
17 tygodni dla TMB < 15 i 64 tygodnie dla TMB > 15
(HR = 0,396; 95% Cl: 0,190-0,825; P =0,010) [11]. W in-
nym badaniu wyzszy wskaznik TMB istotnie korelowat
z odpowiedzig na leczenie pembrolizumabem w grupie
16 chorych na NDRP. Mediana liczby mutacji u chorych
prezentujgcych czesciowa lub stabilng odpowiedzZ na
leczenie (powyzej 6 miesiecy) wynosita 302, w przeciwien-
stwie do 148 mutacji wykrywanych przecietnie u chorych
nieodpowiadajacych na immunoterapie (p = 0,02). Me-
diana czasu przezycia wolnego od progresji w pierwszej
grupie wynosita 14,5 miesigca, w drugiej — 3,7 miesigca
(P=0,01;HR=0,19; 95% Cl: 0,05-0,70).

Skutecznos¢ immunoterapii powigzano réwniez
w istotny sposdb ze statusem palenia chorego, liczba
zidentyfikowanych neoantygenéw oraz okreslonymi
mutacjami w szlakach naprawy DNA [12].

Wyniki prezentujace skutecznos¢ analizy obcigzenia
mutacjami somatycznymi jako markera predykcyjnego
dla immunoterapii NDRP nadal wymagaja potwierdze-
nia w badaniach prospektywnych na wiekszych gru-
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pach chorych. Jednak juz dzi$ wida¢ ogromny potencjat
drzemiacy w wykorzystaniu technik NGS w profilowaniu
molekularnych zaburzern nowotworu i identyfikowaniu
tych o kluczowym znaczeniu dla powodzenia danej stra-
tegii leczenia.

Sukces technologii NGS w badaniach podstawowych nad
molekularna patogeneza raka ptuca przez niemal dekade
nie zdofat przetozy¢ sie na powszechne wykorzystanie
tej metody w diagnostyce onkologicznej. Mozna $miato
stwierdzi¢, ze powszechne wprowadzenie metody NGS
do laboratoriéw diagnostycznych nadal ma tylu zwo-
lennikéw, co przeciwnikéw. Obydwie strony prezentu-
ja jednak rézne punkty widzenia i argumenty, ktérych
nie da sie poréwnacé w sposéb jednoznaczny. Oprécz
oczywistych korzysci klinicznych, opisanych powyzej,
ptynacych z wykorzystania NGS w diagnostyce mole-
kularnej NDRP, wystepuje takze szereg nierozwigzanych
kwestii ekonomicznych, organizacyjnych, prawnych,
a nawet etycznych (ryc. 3). Jednym z najwazniejszych
argumentoéw przeciwnikéw diagnostyki onkologicz-
nej opartej na metodzie NGS jest bardzo wysoki koszt
aparatury, odczynnikéw oraz infrastruktury koniecznej
do utrzymania i konserwacji systemu. Obliczen eko-
nomicznych nalezy jednak dokonywaé na podstawie

maksymalnej mocy przerobowej systemu NGS, ktéra
nakazuje podzieli¢ ogdlne koszty przez liczbe badanych
probiliczbe identyfikowanych zaburzen genetycznych
o znaczeniu klinicznym. Okaze sie, ze NGS jest metoda
o wiele bardziej optacalna niz szereg metod podstawo-
wych, ale tylko w laboratorium o duzej liczbie zlecen
na badania molekularne w ciggu roku. Opracowanie
i wprowadzenie nowych lekéw dla ukierunkowanych
molekularnie terapii chorych na NDRP spowoduje jednak
w przysztosci konieczno$¢ oznaczania wiekszej liczby
markeréw genetycznych, a tym samym wymusi stoso-
wanie metod o wysokiej przepustowosci.

Nadal duzym problemem pozostang jednak kwestie
zwigzane z analizg wynikéw NGS, zarzadzaniem bazami
o ogromnej liczbie danych oraz ich awieloletnim prze-
chowywaniem. Obecnie analiza surowych danych z se-
kwencjonowania eksomu czy genomu wymaga pracy
wyspecjalizowanego bioinformatyka. Pomijajac koszty
wynagrodzenia takiego pracownika, nalezy zwrdci¢
uwage na wcigz matg liczbe specjalistow w zakresie bio-
informatyki na rynku pracy, ktéra aktualnie mogtaby nie
wystarczy¢ do zapewnienia sprawnej diagnostyki mole-
kularnej w skali kraju, gdyby metoda NGS juz dzi$ stata-
by sie narzedziem powszechnie stosowanym. Obecnie
pewnym rozwigzaniem tych kwestii bytoby wdrozenie
systemu o Sredniej przepustowosci, przeznaczonego
do analizy panelu zaburzen genetycznych o faktycznie

Wiaczenie technik sekwencjonowania nowej generacji (NGS)
w algorytm diagnostyki molekularnej raka ptuca
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aplikacji NGS
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przedanalitycznej
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do paneli diagnostycznych

« Poréwnanie réznych protokotéw, odczynnikow
i systemoéw NGS pod katem certyfikacji IVD

«  Skomplikowana analiza bioinformatyczna wynikéw

«  Koniecznos¢ przechowania ogromnej liczby danych
cyfrowych (terabajty pamieci)

+  Koniecznos$¢ ponownej walidacji protokotéw po
aktualizacji systemu
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w diagnostyce molekularnej raka ptuca
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potwierdzonym znaczeniu klinicznym (dostepne terapie
celowane), ktéry nie wymagatby specjalistycznej wie-
dzy bioinformatycznej, a umozliwiatby jednoznaczna
weryfikacje danych pod katem wydania wyniku bada-
nia diagnostycznego. System GeneRead Sequencing
firmy Qiagen, wprowadzony na rynek w 2016 roku, jest
pierwsza prébg stworzenia systemu NGS dostosowanego
typowo do potrzeb diagnostyki molekularnej. Nowator-
skie podejscie do postulowanych probleméw polega tu
przede wszystkim na zaproponowaniu klientowi systemu
kompletnego, obejmujacego caty proces analizy NGS:
poczynajac od zautomatyzowanej izolacji DNA, poprzez
wydajne sekwencjonowanie kilkunastu-kilkudziesieciu
onkogendw, a na automatycznej analizie danych kon-
czac, i ktéry uda sie zwalidowa¢ pod katem certyfikatu
IVD. Nalezy pamietac, ze w przypadku kazdej rewolugji,
a taka niewatpliwie jest wprowadzenie technologii NGS
do szeroko pojetej onkologii, skutki mozna ocenic¢ dopie-
ro z perspektywy lat. Wydaje sie, ze wtasnie podazanie
przemystu biotechnologicznego za potrzebami sektora
medycznego jest najlepszym kierunkiem w tej rewolucgji,
w ktérej ostatecznym wygranym bedzie pacjent.
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