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1.

Wprowadzenie

Rak piersijest najczestszym nowotworem ztosliwym wystepujgcym wsrod kobiet.
W ciagu ostatnich lat jest rozpoznawany na swiecie u okoto 2,1 miliona kobiet,
I stanowi okoto 25% wszystkich zdiagnozowanych nowotwordéw wsréd kobiet.
Ostatnie lata pokazujg znamienne zahamowanie tempa wzrostu zachorowalno-
$ciw krajach rozwinietych w poréwnaniu z regionami o nizszym indeksie rozwoju
spotecznego (HDI - Human Development Index). W tych regionach $wiata obser-
wuje sie zjawisko odwrotne —wzrost zachorowalnosci ze wzgledu na zmiany cywi-
lizacyjne oraz stylu zycia. Nowotwor ten wystepuje rowniez, ale niezwykle rzadko,

u mezczyzn. (1-3)



Na Swiecie z powodu raka piersi umiera po-
nad 500 tysiecy kobiet rocznie. Wskaznik
umieralnosci z powodu tego nowotworu
w Unii Europejskiej ulegt w ciggu dekady
2002-2012 zmniejszeniu z 17,9/10° do 15,2/10°.
Sposrod  krajow europejskich  najwieksze
spadki wskaznikéw umieralnosci odnotowa-
no w Wielkiej Brytanii oraz krajach pétnocnej
i zachodniej Europy. (3)

Dla poréwnania w Stanach Zjednoczonych
szacuje sie, ze w 2021 roku u 281 550 kobiet
zostanie zdiagnozowany inwazyjny rak piersi,
a u 49 290 kobiet zostanie rozpoznana jego
posta¢ nieinwazyjna (in situ). Od 2008 do
2017 roku czestos¢ zachorowania na inwa-
zyjnego raka piersi u kobiet wzrastata o pot
procent kazdego roku. Dla poréwnania w USA
u mezczyzn rocznie inwazyjny rak piersi dia-
gnozuje sie u 2 650 mezczyzn.(4)

Dane z Krajowego Rejestru Nowotworow
(KRN) pokazaty, ze w 2017 roku w Polsce od-
notowano 18 529 nowych zachorowan i 6 493
zgonow w przebiegu raka piersi. Standa-
ryzowany wspotczynnik zachorowalnosci
wyniést 53,0/10° za$ umieralno$ci 15,0/10°.
WPolsceobserwujesiewzrostzachorowalno-
$ci naraka piersi, Ta dynamika nalezy do naj-
wyzszych sposréd schorzen onkologicznych
w polskiej populacji (wyzsza obserwuje sie
jedynie w dla raka ptuca u kobiet). Polska na
tle najbardziej rozwinietych krajow Europy
charakteryzuje sie niska, jednak wzrastaja-
€3 zachorowalnoscig na raka piersi. Na ob-
serwowany wzrost ma wptyw wprowadzony
w 2006 roku program populacyjnych badan
skryningowych w kierunku wczesnego wy-

krycia raka piersi. U kobiet w przedziale wie-
kowym 50-69 lat przetozyto sie to na zna-
mienny wzrost rozpoznawanych przypadkdéw
raka piersi. Mniej zachorowan odnotowano
u chorych pomiedzy 70 a 90 rokiem zycia.
Wedtug danych KRN w Polsce odsetki prze-
zy¢ catkowitych jednorocznych- trzyletnich
| piecioletnich w 2016 roku wynosity — odpo-
wiednio - 94,4%, 84,8% i 78,5%. (5)

U kobiet w Polsce rak piersi jest drugg, po
raku ptuca, przyczyng zgondéw z powodu no-
wotwordw ztosliwych. Analizujac umieralnosc
na raka piersi stwierdza sie, ze po okresie
statego wzrostu w potowie lat 90, (standa-
ryzowany wspotczynnik umieralnosci) do
16/10° w latach 1996-2010 zaobserwowano
istotny spadek. Natomiast w kolejnej deka-
dzie (od 2010) stwierdza sie ponowny wzrost
umieralnosci z powodu raka piersi —w 2017 .
ten wspotczynnik wynidst 15/10%.(6,7)
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2.

Etiopatogeneza

Zdefiniowano wiele czynnikéw ryzyka wptywajacych na powstawanie raka pier-
si jednak doktadnej etiopatogenezy nie udato sie dotychczas ustalic. Wsréd
najistotniejszych postrzega sie: rodzinny wywiad raka piersi, starszy wiek, no-
sicielstwo okres$lonych zaburzen genetycznych (w tym — mutacje gendéw wyso-
kiego ryzyka zachorowania jak: BRCA1, BRCA2, PALB2, CHEK2) oraz ekspozycja
na promieniowanie jonizujgce. Wsrod innych czynnikow ryzyka wymienia sie
zwykle te, ktore sg zwigzane z aspektami hormonalnymi kobiet tzn. z dtuzsza
ekspozycja na estrogeny jak: wczesna pierwsza miesigczka, pézna menopauza,
bezdzietnos¢, pozny wiek urodzenia pierwszego dziecka. Ocenia sie, ze urodze-
nie co najmniej jednego dziecka zmniejsza ryzyko zachorowania o okoto 25%
w poréwnaniu do kobiet, ktére nie rodzity wcale. Wsrdd korzystnych aspektow

macierzynstwa na zmniejszenie wystapienia raka piersi ma wptyw dtugotrwate

karmienie piersia.(6)



W wielu badaniach populacyjnych stwierdzo-
no, ze dtugotrwate stosowanie hormonalnej
terapii zastepczej (HZT) moze wigzac sie ze
wzrostem ryzyka raka piersi.(8) Jednak istnie-
ja duze rozbieznosci miedzy uzyskiwanymi
wynikami. Moga one wynikac z roznic pomie-
dzy wtaczanymi populacjami kobiet, rodza-
ju i schematéw HTZ. W przeprowadzonych
dotychczas badaniach na duzych kohortach
pacjentek zaobserwowano, ze leczenie HTZ
jedynie estrogenami wigzato sie z efektem
ochronnym dla zachorowania na raka piersi
(w badaniu Womens' Health Initiative, WHI),
jednak w innych badaniach obserwacyj-
nych, stwierdzano wrecz odwrotny efekt tzn.
zwiekszone ryzyko wzgledne (RR) w zakresie
1,1-1,3 (9,10). Schematy HTZ estrogenowo-pro-
gestagenowe wykazujg zwykle w badaniach
populacyjnych wyzsze ryzyko wystapienia
raka piersi (RR w zakresie 1,5-2) (911). Nie-
mniej jednak nie wszystkie schematy es-
trogenowo-progestagenowe HTZ wigza sie
z takim samym ryzykiem raka piersi. Octan
medroksyprogesteronu, lewonorgestrel i oc-
tan noretisteronu wigza sie z wyzszym ryzy-
kiem zachorowania na raka piersi (RR w za-
kresie 1,5-2) niz mikronizowany progesteron
czy dydrogesteron (RR w zakresie 11-1,3) (11).
W zwiazku z powyzszymi danymi wydaje sie
by¢ uzasadnione informowanie kobiet sto-
sujacych przewlekle HZT o mozliwym nieko-
rzystnym wptywie na zwiekszenie ryzyka za-
chorowania na raka piersi (12).

Wiele prac wskazuje na zwigzek otytosci z ry-
zykiem zachorowania na raka piersi. U oty-
tych pacjentéw na raka piersi odnotowuje sie
takze wyzszy odsetek powiktan po leczeniu
i zwiekszone ryzyko wznowy. Ztozonos¢ pato-

genezy zaréwno otytosci, jak i raka piersi sta-
nowi wyzwanie w okresleniu wptywu otytosci
na ryzyko powstawania tego nowotworu. Me-
chanizmy zidentyfikowane w mikrosrodowi-
sku guza, a takze w mikrosrodowisku tkanki
ttuszczowej, takie jak insulinoopornos¢, na-
silenie proceséw zapalnych moga istotnie
przyczynia¢ sie do rozwoju i progresji raka
piersi. (13) W badaniach doswiadczalnych za-
obserwowano istotne réznice w mikrosrodo-
wisku immunologicznym guza w zaleznosci
od obecnosci otytosci u pacjentéw. Stwier-
dzono, ze wraz z wiekiem obserwuje sie po-
gorszenie funkcji limfocytéw T, ktore istotnie
nasilata otytos¢ i zwigzana z nig zwiekszona
ekspresja leptyny. Otyli pacjenci wykazywali
zmniejszona zdolnos¢ proliferacyjng i zwiek-
szona ekspresje receptoréw programowanej
$Smierci komorki (PD-L1) w komérkach guza
(14) Dodatkowo nalezy zauwazy¢, ze tkanka
ttuszczowa wydziela szereg hormondéw jak:
insuling, hormony ptciowe, insulinopodob-
ny czynnik wzrostu, a takze czynnik martwicy
nowotworow o, czynnik jadrowy kB, interle-
ukine 6, adiponektyny, inhibitor aktywato-
ra plazminogenu i angiotensyny. Nie mozna
wykluczy¢, ze czynnikiem inicjujacym jest in-
terakcja miedzy krazacym estrogenem a in-
sulinoopodobnym czynnikiem wzrostu oraz
wptyw hiperinsulinomii na promocje raka
piersi (15).

Istotne znaczenie w rozwoju raka piersi majg
zaburzenia genetyczne, z ktorych najsilniej-
szy wptyw ma przede wszystkim nosicielstwo
mutacji gendw BRCAT i BRCA2. Szacuje sie,
ze mutacje tych genéw w ogolnej populacji
stwierdza sie u okoto 1/1300-1/1800 kobiet,
a w Polsce u 1/170. Kobiety z nosicielstwem
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mutacji genu BRCAT maja zwiekszone ry-
zyko zachorowania na raka piersi, ktore do
osiemdziesigtego roku zycia wynosi 45-90%.
Z kolei, nosicielki mutacji genu BRCA2 majg
okoto 31-56% ryzyko zachorowania na raka
piersi (16). Czesto$¢ wystepowania mutacji
w genach BRCA w raku piersi wynosi okoto 5%.
Obecnos¢ mutacji w genach BRCAT i 2 moze
predysponowac do zwiekszonego ryzyka raka
piersi odpowiednio o 60 i 30%. Nowotwor
ten u kobiet z mutacja germinalng gendw
BRCA jest rozpoznawany wczesniej (mediana
- ponizej 50. roku zycia) niz w przypadkach
sporadycznych. Niektérych czynniki niezdro-
wego stylu zycia moga miec istotny wptyw na
zwiekszanie ryzyka raka piersi u tych kobiet
tj. palenie tytoniu, nadwaga, brak aktywno-
sci fizycznej, zwtaszcza w wieku pomenopau-
zalnym. Dodatkowo ryzyko zachorowania na
raka piersi u nosicielek mutacji genéw BRCA
moga modyfikowac¢ czynniki
i reprodukcyjne takie jak: ilos¢ ciaz, laktacja
i stosowanie doustnych s$rodkéw antykon-
cepcyjnych. (1718)

hormonalne

Rak piersi rozwijajacy sie na podtozu zabu-
rzen w obrebie genéw BRCA zwykle charak-
teryzuje sie wiekszym stopniem ztosliwo-
$ci oraz towarzyszaca mutacja w genie TP53
a takze brakiem ekspresji receptoréw estro-
genowych i progesteronowych. Rokowanie
u chorych na raka piersi bedacych nosicielka-

mi mutacji gendéw BRCA jest niekorzystne. (2)

W metaanalizie oceniajacej 30 badan i dane
ok. 36 tys chorych wykazano, ze pacjenci
z mutacja BRCAT mieli istotnie krétsze prze-
zycie catkowite OS (HR [95% CI] 1,2 [1,08, 1,33];
P < 0,001), za$ z mutacjag BRCA2 miata istot-

nie krotszy czas przezycia wolny od wznowy
choroby DFS (HR [95% CI] 1,35 [11, 1,67]; P =
0,0049) (19) W badaniu analizujgcym popu-
lacje ponad 100 000 chorych na raka piersi,
w ktorej stwierdzono 3,4% nosicielek mutacji
w genach BRCA, stwierdzono , ze obecnosc
mutacji BRCAT byta niekorzystnym czynni-
kiem rokowniczym w poréwnaniu do cho-
rych nie obcigzonych tym zaburzeniem (20).
Z kolei, w metaanalizie 16 badan na populacji
10 180 chorych zaobserwowano, ze ekspresja
receptoréw estrogenowych moze zmieniac
odpowiedz na leczenie u pacjentéw z muta-
Cja BRCAT, natomiast w populacji z mutacja
BRCA2 pozostawata bez wptywu (21). Autorzy
tego badania zauwazyli, ze mutacja w ge-
nach BRCA nie miata niezaleznego wptywu
prognostycznego natomiast inne jak stopien
zaawansowania choroby oraz obecnoscig
innych zmian molekularnych wykazywaty
takie znaczenie. Wsrod zaburzen genetycz-
nych wystapienia raka piersi wymienia sie
u 1% chorych nosicielstwo mutacji w genach
o wysokiej penetracji takich jak PTEN, TP53,
LKB1, STK11 i CDHT oraz u 2% o niskiej (ATM,
BRIP1, CHEK2, PALB2) (2).

Badanie patomorfologiczne guza jest pod-
stawa raka piersi. Materiat
tkankowy uzyskuje sie droga biopsji grubo-
igtowej, biopsji mammotomicznej, pobrania
wycinkéw z guza lub podczas zabiegu ope-
racyjnego. Rodzaj zastosowanej biopsji wa-

rozpoznania

runkuje mozliwos¢ postawienia komplek-
sowego rozpoznania. Nie rekomenduje sie
wykonywania biopsji cienkoigtowych (BAC)
guza piersi, poniewaz ocena materiatu pod
wzgledem statusu receptora HER2 (human
epidermal receptor 2), a takze rdéznicowa-
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nie pomiedzy postaciami przedinwazyjny-
mi zrazikowymi (lobular carcinoma in situ;
LCIS) i przewodowymi (ductal carcinoma in
situ; DCIS) a inwazyjnymi nie s3 mozliwe.
W zwiazku z tym rekomendowang biopsja dla
postawienia wiarygodnego rozpoznania hi-
stopatologicznego raka piersi sa: gruboigto-
wa lub mammotomiczna, ktére umozliwiajg
wtasciwg ocene patomorfologiczna podtypu
histologicznego oraz ekspresji receptorow
estrogenowych (ER) i progesteronowych (PR)
oraz statusu HER2, indeksu proliferacyjnego
Ki67 | stopnia zréznicowania histologicznego
guza. BAC moze by¢ uzyteczne jedynie do we-
ryfikacji statusu regionalnych weztéw chton-
nych lub podejrzanych ognisk przerzutowych.
(2,22)

Zmiany prekursorowe

Zmianami prekursorowymi raka piersi sa:
LCIS, DCIS. Postac LCIS oraz atypowa hiper-
plazja zrazikowa (ALH, atypical lobular hy-
perplasia) nie s3 uznawane za stany przedra-
kowye. Posta¢ przewodowa przedinwazyjna
jest rozrostem nieprawidtowych komaorek
nabtonkowych przewodéw mlekowych wyka-
zujacych cechy ztosliwosci, ale z naciekiem
nie przechodzacym przez btone podstawna.
W badaniu MMG zwykle posta¢ DCIS przed-
stawia sie jako skupiska mikro zwapnien lub

zmiana guzkowa (2,22).
Raki naciekajace

Wsrod rakéw piersi naciekajacych najczest-
sza postacig w okoto 70-80% jest rak bez
specjalnego typu (NST), dawniej okre$lany
jako przewodowym. Kolejnym, pod wzgledem
czestosci wystepowania, jest rak zrazikowy.

Pozostate podtypy wystepuja rzadziej i obej-
muja postacie: rdzeniasta, sluzowotwdrcza,
cewkowa. Raki molekularnie klasyfikowa-
ne jako bazalno-podobne w obrazie mikro-
skopowym majg nierbwne granice, czesto
stwierdza sie naciek limfoplazmatyczny, kté-
ry jednak nie jest cecha specyficzng i moze
by¢ widoczny w innych podtypach raka piersi.
Czesto stwierdza sie centralne bezkomorko-
we obszary hialinizacji lub martwicy. Inte-
gralna czescig badania patomorfologicznego
powinno by¢ przeprowadzenie oceny immu-
nohistochemicznej (IHC) zawierajgcej ocene
statusu receptorow ER, PR, HER2 a takze in-
deksu proliferacji Ki-67 (23,24).

Zgodnie ze Swiatowymi rekomendacjami,
w tym zaleceniami ASCO ocene stanu HER2
dokonuje w pierwszym etapie patomorfolog
na podstawie badania IHC, a w przypadku
wyniku watpliwego (ekspresja 2+) koniecz-
na jest ocena fluoroscencyjnej hybrydyzacji
in situ (fluorescencje in situ hybridization,
FISH) amplifikacji genu HER2/neu. Ocena wy-
nikéw FISH jest dokonywana w tych samych
obszarach preparatu, w ktorych stwierdzono
ekspresje HER2 w badaniach IHC. Ostatecznie
na podstawie zastosowanego algorytmu pa-
tomorfolog dokonuje oceny statusu HER2. Za
wynik dodatni uznawany jest odczyn okresla-
ny jako 3+ ujemny 0-1. W przypadku stwier-
dzonej ekspresji 2+ w badaniu IHC nalezy
oceni¢ wynik metoda FISH lub CISH (chro-
mogenic in situ hybridization). Stwierdzenie
co najmniej 6 kopii (amplifikacja) genu lub
Co najmniej 2,2 x wartosci ilorazu liczby ko-
pii genu HER2 i liczby kopii chromosomu 17
w komorce nowotworowej daje podstawe
aby uznac taki wynik za dodatni (2,22,24,25).
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Rodzaj zmiany

tagodne zmiany
proliferacyjne

Wewnatrzprzewodowe

zmiany proliferacyjne

Zmiany prekursorowe

Zmiany brodawkowate

Naciekajacy rak piersi

Nowotwory
mezenchymalne

Nowotwory wtéknisto-
nabtonkowe

Tabela nr 1. Zmiany patomorfologiczne w piersiach*

Nazwa jednostki chorobowe;j

Gruczolisto$¢ stwardniajaca (sclerosing adenosis)

Gruczolisto$¢ apokrynowa (apocrine adenosis)

Blizna promienista/ztozona zmiana stwardniajaca (radial scar/ /complex
sclerosing lesion)

Gruczolak cewkowy (tubular adenoma)

Gruczolak przewodowy (ductal adenoma)

Zwykta hiperplazja przewodowa (usual ductal hyperplasia)

Zmiany walcowatokomorkowe (w tym ptaska atypia nabtonkowa) (columnar
cell changes including flat epithelial atypia)

Atypowa hiperplazja przewodowa (atypical ductal hyperplasia)

Rak przewodowy in situ (DCIS, ductal carcinoma in situ)

Neoplazja zrazikowa (rak zrazikowy in situ, atypowa hiperplazja zrazikowa)
(lobular neoplasia, lobular carcinoma in situ, LCIS, atypical lobular
hyperplasia)

Brodawczak wewnatrzprzewodowy (intraductal papilloma):

- z atypowa hiperplazja (with atypical hyperplasia)

- z rakiem przewodowym in situ (z DCIS)

- z rakiem zrazikowym in situ (z LCIS)

Wewnatrzprzewodowy rak brodawkowy (intraductal papillary carcinoma)

Lity rak brodawkowy in situ (solid papillary carcinoma)

Rak mikroinwazyjny (microinvasive carcinoma)

Rak naciekajacy bez specjalnego typu (invasive carcinoma of no special type;
NST)

Rak naciekajacy zrazikowy (invasive lobular carcinoma)

Rak cewkowy (tubular carcinoma)

Rak sitowaty (cribriform carcinoma)

Rak $luzowy (mucinous carcinoma)

Rak metaplastyczny (metaplasic carcinoma)

Rak rdzeniasty (medularny) (medullary carcinoma)

Guzkowe zapalenie powiezi (nodular fascitis)

Naczyniak (angioma)

Miesak naczyniowy (angiosarcoma)

Gruczolakowtdkniak (fibroadenoma)

Guz lisciasty (phyllodes tumor)

- tagodny (benign)

- graniczny (borderline)

- ztosliwy (malignant)

* Na podstawie Jassem J, Krzakowski M, Bobek-Billewicz B et al. Breast cancer. Oncol Clin Pract 2018; 14. DOI:

10.5603/0CP2018.0027 (2)
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Kluczowe znaczenie ma okreslenie eksore-
sji receptoréw hormonalnych w komorkach
raka piersi. Wyniki randomizowanych badan
klinicznych wskazujg, ze rokowanie chorych
na hormono-zaleznego raka piersi w zakresie
catkowitego czasu przezycia jest korzystniej-
sze. Chociaz odpowiedz komdérkowa jest za-
lezna od ekspres;ji izoform ER alfa i beta, ko-
dowanych przez geny odpowiednio w 6q25.1
I 14022-q24, to w praktyce klinicznej receptor
jadrowy ER alfa o wielkosci 65 kDa, ktérego
podstawowym ligandem jest 17-p-estradiol,
jest najbardziej poznanym. Wiazanie z ligan-
dem stymuluje dimeryzacje, a nastepnie ak-
tywuje wigzanie ze specyficznymi sekwencja-
mi DNA, co indukuje transkrypcje genu, a tym
samym odpowiedz komdérkowa. To dziatanie
mozna zahamowac¢ albo przez zablokowa-
nie receptora, albo pozbawienie go kraza-
cego ligandu. Jego nadmierna ekspresja jest
waznym czynnikiem prognostycznym w raku
piersi. Obecnosc¢ ekspresji ER alfa wigze sie
powolng dynamika wzrostu guza, wysokim
stopniem dojrzatosci histologicznej, obecno-
$cig diploidii (26).

Rak piersi z ekspresjg ER alfa najlepiej od-
powiada na hormonoterapie. Jednak w przy-
padku re-ekspresji ER alfa w komdrce no-
wotworowej bez ekspresji receptoréw ER nie
jest mozliwe przywrdcenia fenotypu dodat-
niego na obecnos¢ ER alfa, szczegblnie pod
wzgledem odpowiedzi na leczenie. Pomiar
poziomu mMRNA w pierwotnych guzach pier-
si w poréwnaniu do prawidtowych komarek
nabtonkowych w materiale pooperacyjnym
wskazuje na wysoki poziom ER alfa w subpo-
pulacji rakéw piersi w podgrupie nowotwo-
row HER2-dodatnich i wigze sie z agresywnym

przebiegiem nowotworu oraz utratg funkcjo-
nalnosci ER alfa. Niektérzy autorzy uwazaja,
na podstawie przeprowadzonych badan mo-
lekularnych, ze mozna wigzac ekspresje ER
alfa w raku piersi ze zwiekszonym ryzykiem
nawrotu i niekorzystnym przebiegiem klinicz-
nym (26).

Podtypy molekularne

Ocena molekularna guzoéw piersi stata sie
mozliwa dzieki pionierskim pracom gru-
py Stanforda, dotyczacego oceny ekspresji
genow technika mikromacierzy cDNA. Wy-
rozniono piec¢ biologicznych podtypéw raka
piersi: luminalny A, luminalny B, z nadeks-

presja
i seminormalny. Podziat ten odzwierciedla

receptora HER2, bazalnopodobny

zardbwno réznice w przebiegu klinicznym cho-
roby i rokowaniu jak tez pokazuje biologiczne
podtoze heterogennosci klinicznej raka pier-
si. W roku 2011 podczas konferencji St. Gallen
zaproponowano, aby w codziennej praktyce
klinicznej zastgpi¢ te podtypy wymagajace
trudno dostepnych badan genetycznych, ich
surogatami, opartymi na rutynowo ocenia-
nych kryteriach kliniczno-patologicznych, ta-
kich jak: ekspresja receptorow steroidowych,
HER2, wskazniku proliferacji Ki67.(27) Obecnie
uwaza sie, ze zastosowanie testow IHC z wy-
korzystaniem przeciwciat monoklonalnych
przeciwko Ki67 z wartoscig odciecia 13,25%
wraz z przeciwciatami przeciwko ER i PgR oraz
HER2 pozwala na odréznienie podtypu lumi-

nalnego A i luminalnego B (23,28).

W codziennej praktyce klinicznej podtypy
luminalne, ktére stanowig okoto 60% rakow
piersi, charakteryzuja sie mniej dynamicznym
charakterem wzrostu, obecnoscia ekspresji
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Tabela nr 2. Podtypy molekularne*

Podtyp raka piersi

Rodzaj zmian molekularnych

ER/PgR (+)

Luminalny A

HER (-)

Ki-67 < 20%

ER (+)

PgR kazdy

Luminalny B

HER (-)

Ki-67 220%

ER(+)

PgR <20%

Luminalny B

HER (-)

Ki-67 kazdy

ER+

Luminalny HER (+)

PgR kazdy

Ki-67 kazdy

ER(-)

Nieluminalny HER (+)

PgR ()

Ki- 67 kazdy

ER(-)

PgR (-)

Trojujemny

HER (-)

Ki — 67 kazdy

Skroty: ER - receptor estrogenowy (estrogen receptor); PgR - receptor progesteronowy (progesteron receptor);

HER - receptor naskdérkowego czynnika wzrostu (human epidermal receptor)

* Na podstawie Jassem J, Krzakowski M, Bobek-Billewicz B et al. Breast cancer. Oncol Clin Pract 2018; 14. DOI:

10.5603/0CP2018.0027 (2)

ER oraz wrazliwoscia na hormonoterapie.
W przypadku podtypu B (HER2-dodatni lub
HER2-ujemny) rokowanie jest gorsze (szcze-
golnie w przypadku obecnosci cechy HER2
i ujemnego stanu ER i PgR) (23)

U ok. 15% chorych na raka piersi rozpoznaje
sie tzw. potrdjnie ujemnego raka piersi (ang.
triple negative breast cancer - TNBC), tzn. nie
wykazujacych ekspresji receptoréw hormo-

nalnych ER, PR oraz HER2, co dla populacji
polskiej moze stanowi¢ ok. 3 000 zachoro-
wan rocznie. Cechuje sie duza agresywno-
Scig i sktonnoscig do powstawania w krétkim
czasie odlegtych przerzutéw, zwtaszcza do
narzadow migzszowych. Charakterystyka mo-
lekularna TNBC wskazuje gtéwnie (ok. 81%)
na profil bazalnopodobny ekspresji gendw.
(29) Maja one cechy mioepitelialne i charak-
teryzuja sie wysoka aktywnoscig mitotyczna
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i jadrowa, koekspresja cytokeratyn o wyso-
kiej masie czasteczkowej | wimentyny. Bazal-
no-podobne raki piersi wykazuja ekspresje
gendw uprzednio zwigzanych z komorka-
mi podstawnymi/mioepitelialnymi, w tym
CK5 i CK17, integryna 4, lamining, integryna
CD117, 6, metalotioneing IX, biatkiem 7 wia-
zacym kwasy ttuszczowe, P-kadheryng, EGFR,
jaskoling 1 1 2, i czynnikiem jadrowym kB
(30) Obecna jest tez ekspresja wielu innych
gendw zwigzanych z aktywacja szlakow sy-
gnatowych, proliferacja mitotycznych genow
kontrolnych oraz gendéw odpowiedzialnych
za wzrost komaérek i genéw zaangazowanych
w transdukcje sygnatu i czynniki transkryp-
cyjne. Stwierdza sie tez mutacje genu TP53
z ekspresjg biatka p53. Chore z mutacjami
genu BRCAT czesto wykazujg fenotyp raka
bazalno-podobnego [60-66]. Komorki rakdw
bazalno - podobnych nie wykazujg ekspresji
ER i PgR, czynnikéw transkrypcyjnych, onko-
gendw (np. HER2/neu, GATA3) podstawowego
czynnika transkrypcyjnego 3, biatka 1 wigza-
cego X-box i innych (31,32).

W obrebie chorych na raka piersi nie mozna
wykluczy¢ obecnosci zréznicowanych profili
ekspresji genow oraz wzorcéw molekular-
nych. Wskazuje to na odmienne, korzystne
rokowanie u chorych, ktére uzyskaty catkowi-
ta odpowiedz patomorfologiczna na leczenie
neoadjuwantowe w poréwnaniu do chorych,
u ktérych mamy do czynienia z odpowiedzia
czesciowa.

Czynniki prognostyczne i predykcyjne

Stopien zaawansowania wedtug klasyfikacji
TNM uznaje sie za najwazniejszy czynnik pro-
gnostyczny w raku piersi. Znaczenie ma nie

tylko wielkos¢ guza i stan weztéw chtonnych,
ale réwniez wazna jest obecnos¢ przerzutow
odlegtych. Istotnymi elementami s3 stopien
zréznicowania nowotworu oraz typ histolo-
giczny. Niekorzystne znaczenie ma obecnosc
duzych guzéw powyzej 3 cm, zajecie weztow
chtonnych, obecnos¢ zatoréw z komaérek no-
wotworowych w naczyniach krwionosnych
lub dodatni stan HER2 lub wieksza ekspre-
sja Ki67. Postac trojujemnego raka piersi ma
bardzo niekorzystne rokowanie, co do czasu
przezycia i nawrotu (23,33).

Eksperci Amerykanskiego Potgczonego Komi-
tetu Nowotwordw (AJCC, American Joint Can-
cer Committee) okreslili biologiczne czynniki
prognostyczne, ktérymi sa: wskaznik prolife-
racji, ekspresja receptorow ER i PR, nadeks-
presja HER2, stopien zréznicowania histo-
patologicznego, oraz charakterystyka paneli
wielogenowych. Stwierdzono, ze panele mo-
lekularne wykorzystywane dla szacowania
ryzyka nawrotu i doboru rodzaju leczenia
uzupetniajacego maja klinicznie znamienna
wartos¢ i powinno sie je wtacza¢ do oceny
rokowania. Autorzy konsensusu podkreslili,
ze VIl edycja AJCC TNM pozwala na doktad-
ng ocene stopnia zaawansowania w oparciu
o klasyczne czynniki anatomiczne, ktére
moga by¢ modyfikowane o zastosowanie
biomarkeréw oraz analiz wieloczynnikowych

pochodzacych z paneli genetycznych (34).

Przyktadem kompleksowej oceny progno-
stycznej w raku piersi sg wyniki badania MIN-
DACT wykazujacego, ze 5-letni OS u chorych
z niskim ryzykiem okreslonym na podstawie
statusu gendw, ktére pomimo wysokiego ry-
zyka klinicznego nawrotu a nie otrzymaty
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uzupetniajacej chemioterapii, byty zblizone
do rokowania u kobiet, ktére byty leczone
uzupetniajaco (35). W oparciu o tabele ro-
kownicza opracowana przez MD Anderson
Cancer Center mozna stwierdzi¢, ze 5-let-
ni DFS u chorych z rakiem piersi w stopniu
zaawansowania |IB, brakiem ekspresji ER,
ujemnym stanem HER2 oraz wysokim stop-
niem ztosliwosci (G3) wynosi 92%, podczas,
gdy u chorych z obecnga ekspresja ER, cechg
HER2 (-) oraz niskim stopniem zto$liwosci
(G1) wspomniany wskaznik osiaga 97% (36).

Rak piersi nalezy do nowotwordéw o relatyw-
nie powolnej dynamice wzrostu guza. Dopie-
ro po okresie od 8 do 20 lat osiaga wielkos¢
mozliwg do wykrycia w badaniu fizykalnym,
10 mm. Stwierdza sie jednak przerzuty od-
legte réwniez u chorych z niewielkim guzem
pierwotnym lub nawet bez jego uwidocznie-
nia. (33) Zdaniem niektérych autoréw, rak
piersi jest juz w chwili rozpoznania choroba
systemowg o charakterze przewlektym i zréz-
nicowanym przebiegu. Ryzyko nawrotu ist-
nieje nawet po 20-30 latach od zakonczenia
leczenia radykalnego (37).

Rak piersi moze sie szerzy¢ droga naczyn
krwionosnych i chtonnych. W niektérych
przypadkach ognisko pierwotne moze wy-
stepowac w piersi wieloogniskowo, szcze-
golnie w podtypie zrazikowym. Pierwotnie
obustronny rak piersi wystepuje rzadko. Miej-
scowo choroba rozprzestrzenia sie droga na-
czyn chtonnych dajac przerzuty w pachowych
weztach chtonnych u okoto 30-40% chorych
(w drugiej kolejnosci — wezty piersiowe we-
wnetrzne) (23). Analizujac lokalizacje narza-
dowa przerzutow stwierdza sie zaleznos¢ od

okreslonych podtypéw molekularnych oraz
od charakterystyki mikrosrodkowiska guza.
Przerzuty odlegte rozpoznawane s3 najcze-
$ciej w kosciach (60 to 85%), ptucach (ok.
45%), mbzgu (ok. 50%), watrobie (ok. 32%),
skorze, tkankach miekkich oraz wielonarza-
dowo (1520 %). Wiekszo$¢ nawrotéw choro-
by wystepuje miedzy 2. a 3. rokiem obserwa-
cji. Przerzuty odlegte wystepuja u blisko 60%
chorych, a wznowy miejscowe u 30% (38).

Wdrozenie nowoczesnych metod diagno-
stycznych i terapeutycznych do codziennej
praktyki klinicznej zmienito wspotczesng on-
kologie. Pogtebiona ocena molekularna staje
sie koniecznoscig do poprawy wynikow le-
czenia chorych na raka piersi oraz pozwala
na wdrozenie innowacyjnych metod terapii
obecnie definiowanych jako leczenie sperso-
nalizowane. Obecnie trwaja liczne badania |,
[1'i 11l fazy klinicznej z zastosowaniem nowych
lekéw ukierunkowanych molekularnie dzia-
tajgcych na rézne punkty uchwytu w szlakach
przesytania sygnatu w komaorce. Personaliza-
cja postepowania diagnostycznego - tera-
peutycznego staje sie szansa na przetamanie
impasu w jakim znalazta sie onkologia z jej
tradycyjnymi metodami leczenia. Niektore
z metod molekularnego leczenia celowane-
go znalazty juz miejsce w praktyce klinicznej
u chorych na raka piersi.
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3.

Wprowadzenie do badan
genetycznych wykonywanych
w raku piersi

Rak piersi jest przyktadem nowotworu, w ktérym badania genetyczne odgry-
waja bardzo duza role juz od dtuzszego czasu. Najbardziej powszechne bada-
nia genetyczne dotycza zmian w genach BRCAT i BRCA2 odpowiedzialnych za
uwarunkowang genetycznie postac¢ tego nowotworu stanowiacg od 5 do 10%
przypadkow. Poza genami BRCA istotne w patogenezie raka piersi sa rowniez
zmiany wystepujace w takich genach jak: TP53, PTEN, STK11, CHEK2, ATM, RAD51C,
RAD50, PALB2, BRIP. MRETIA, ATM, NBST, CDH1 i BARD [1, 2]. Zmiany w powyzszych
genach majg charakter germinalny, czyli sa obecne we wszystkich komorkach
organizmu. Dziedziczy sie je po rodzicach, a nastepnie mogg zostac przekazane
potomstwu. Najczesciej ocenia sie je na poziomie DNA izolowanego z komadrek
jadrzastych krwi obwodowej. Badania te dotycza tzw. genetyki zmian konsty-
tutywnych 1 sa zlecane przez genetykdéw klinicznych po konsultacji w poradni
genetyczne). Ten rodzaj badan stuzy przede wszystkim weryfikacji rozpozna-
nia klinicznego, znalezienia nosicieli mutacji np. BRCAT i BRCA2, co ma na celu

okreslenie ryzyka wystgpienia nowotworu w rodzinie i wdrozenia odpowiednio

szybko badan profilaktycznych.



Laboratoria genetyczne stosuja rozne strate-
gie diagnostyczne w poszukiwaniu mutacji.
Zwykle badania rozpoczyna sie od prostych
technik
zmiany typowe dla danej populacji. Przykta-
dowo okoto 90% zmian identyfikowanych
w genie BRCAT w populacji polskiej stano-
wig trzy mutacje c.5266dupC (inna nazwa

przesiewowych identyfikujgcych

5382insC), ¢181T>G p.(Cys61Gly), c4034delA
(inna nazwa 4153delA) [1]. Najczesciej stoso-
wane techniki w badaniach przesiewowych
to sekwencjonowanie bezposrednie meto-
da Sangera, technika genotypowania oparta
0 metode ilo$ciowego PCR (gPCR). Do ba-
dan duzych rearanzacji genowych stosuje sie
zwykle metode MLPA (rysunek nr 1).

Rysunek nr 1. Strategia testowania BRCA1/BRCA2 — metody klasyczne
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Materiat do badania
genetycznego: krew
obwodowa

Badanie obecnosci typowych dla danej
populacji mutacji technikami takimi jak:
sekwencjonowanie bezposrednie metoda

—

Badanie rozlegtych rearanzacji
np. metodg MLPA

Sangera lub metoda qPCR

Do zaawansowanej diagnostyki genetycznej
wykorzystuje sie technike sekwencjonowa-
nia nastepnej generacji (NGS), (rysunek nr 2).
Umozliwia ona zbadanie catej sekwencji ko-
dujacej gendw BRCAT/2 i innych gendw klu-
czowych dla raka piersi w jednym badaniu.
Jest to szczegOlnie istotne poniewaz geny
BRCAT 1 BRCA2 sg bardzo duze, a zmiany istot-

ne klinicznie moga byc¢ zlokalizowane w ob-
rebie catej sekwencji kodujacej. Przyktadowo
gen BRCAT sktada sie z 23 eksondw, a liczba
znanych mutacji to 1781 (wg Breast Cancer
Information Core (BIC database). Natomiast
gen BRCA2 sktada sie z 27 eksondw, a liczba
znanych mutacji to 2000 (wg Breast Cancer
Information Core (BIC database).

Rysunek nr 2. Strategia testowania BRCAT/BRCA2 — NGS
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Weryfikacja obecnosci mutacji
metodami klasycznymi
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Nalezy zaznaczy¢, ze kazda zmiana zidentyfi-
kowana w badaniu NGS powinna by¢ potwier-
dzona klasyczna technika np. sekwencjono-
waniem bezposrednim metoda Sangera.

Druga, bardzo wazna kategorie badan ge-
netycznych wykonywanych w nowotworach
piersi stanowig badania mutacji somatycz-
nych, czyli zmian nabytych, obecnych jedynie
w komdrkach nowotworowych. Takich zmian
nie dziedziczy sie od rodzicow, ani nie prze-
kazuje potomstwu. Genetyka zmian soma-
tycznych jest wykorzystywana do kwalifikacji
pacjentéw do terapii onkologicznych ukie-
runkowanych molekularnie, monitorowania
procesu leczenia oraz réznicowania i klasyfi-
kacji nowotwordéw. Sa to bardzo ztozone ba-
dania, w ktérych kluczowa role odgrywa wiele
etapow przedanalitycznych takich jak: wta-
sciwe pobranie materiatu nowotworowego
od pacjenta, wtasciwe utrwalenie materiatu
w postaci bloczka parafinowego oraz wta-
sciwa kwalifikacja materiatu do badania ge-
netycznego przez patomorfologa. Do pracy z
materiatem tkankowym zatopionym w blocz-
ku parafinowym, wielu modyfikacji wyma-
gajg réwniez techniki biologii molekularnej
stuzagce do ekstrakcji kwasow nukleinowych
I identyfikacji zmian genetycznych. Metody
musza charakteryzowac¢ sie odpowiednim
stopniem czutosci oraz powinny umozliwic
identyfikacje roznych klas mutacji, takich jak
zmiany punktowe, mate delecje i insercje,
amplifikacje gendw oraz fuzje genowe.

Typowym przyktadem badania zmian soma-
tycznych w raku piersi jest ocena amplifikacji
genu HER2 z wykorzystaniem techniki FISH

(fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ) w celu

kwalifikacji pacjentéw do leczenia celowane-
go herceptyna. Przez wiele lat byto to jedyne
badanie zmian somatycznych w raku piersi.

Obecnie trwaja badania nad identyfikacja
kolejnych potencjalnych genetycznych mar-
kerow nowotworowych, m.in. fuzji genowych.
Duze nadzieje wigzano z badaniem NTRK
w potréjnie ujemnych rakach piersi, ponie-
waz dla tych chorych nie ma zadnego efek-
tywnego leczenia. Pojawita sie wiec nadzieja,
ze obecnos¢ fuzji genu NTRK bedzie warto-
Sciowym wskaznikiem u tych chorych. Nie-
stety, fuzja genu NTRK wystepuje u ponizej
1% pacjentek z rakiem piersi, cho¢ jest ona
charakterystyczna dla, bardzo rzadkich, wy-
dzielniczych rakéw piersi. Dla chorych z ta-
kim rodzajem zaburzenia genetycznego sa
juz dostepne w Europie bardzo efektywne
leki.

Kolejnym obiecujgcym celem molekularnym
w raku piersi jest biatko PIK3CA (3-kinaza
fosfatydyloinozytolu). U pacjentek, u kto-
rych stwierdzimy mutacje w genie PIK3CA,
w komaérkach nowotworowych, bedzie mozna
w przysztosci wprowadzi¢ leczenie celowane.

3.1. Znaczenie szlaku PI3K w HR+ raku piersi

Kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) (ang.
Phosphatidil-inositol 3-kinases) stanowia
rodzine lipidowych kinaz, ktére posiadaja
zdolnos¢ fosforylowania grupy hydroksylo-
wej w pozycji 3 pierscienia fosfatydyloinozy-
tolu. Biatka te tworza heterodimery ztozone
z jednostki katalitycznej i regulatorowej. Wa-
rianty podjednostek kodowane s3 przez réz-

ne geny i podlegajg procesowi alternatywne-
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go sktadania. Kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
s3 waznymi regulatorami wzrostu komarek,
transformacji, adhezji, apoptozy, przezycia
i mobilnosci. Zaktywowana kinaza wytwarza
przekaznik sygnatow wewngtrzkomdrkowych
PIP3, w wyniku konwersji fosfatydyloinozy-
tolo-4,5-dwufosforanu (PIP2) do fosfatydy-
loinozytolo-3,4,5-trifosforanu (PIP3), przeno-
szac grupe y-fosforanowa z ATP. Aktywnosc
PI3K jest hamowana przez fosfataze PTEN -
homolog fosfatazy i tensyny, ktéry defosfory-
luje PIP3 [3.4].

Ze wzgledu na budowe, specyficznos¢ wobec
lipidowego substratu oraz rodzaj jednostek
regulatorowych kinazy PI3K dzieli sie na 3
klasy, | (AiB), Il'i lll. W procesie tumorogenezy
najistotniejsza role odgrywaja kinazy zalicza-
ne do klasy IA. Kinazy z tej grupy zawieraja ka-

talityczna jednostke p110a oraz regulatorowa
jednostke p85. Gen kodujacy podjednostke
p110a kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PIK3CA)
zlokalizowany jest na chromosomie 3g26.3
i zawiera 20 eksonéw. Koduje on peptyd licza-
cy 1068 aminokwaséw o0 masie czasteczkowej
124 kDa. Podjednostka ta sktada sie z pieciu
domen, domeny wiazacej adapter (ABD) (ta
domena wiaze sie podjednostka p85), dome-
ny wiagzacej RAS (RBD), domeny C2, domeny
helikalnej oraz domeny kinazowej (rysunek
nr 3) [4,5].

W stanie nieaktywnym podjednostka p110a
zwigzana jest podjednostka p85, hamujaca
aktywnos¢ kinazy.

Mutacje PIK3CA prowadza do konstytutywnej
aktywacji biatka i wystepuja w wielu nowo-

Rysunek nr 3. Rycina przedstawia schemat budowy PIK3CA (katalitycznej podjednostki p110a
kinazy PI3K), poszczegblne domeny oraz lokalizacje najczestszych mutacji somatycznych [3]

N345K (2.4%)
C420R (1.2%)

Domena B Domena
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H1047R (14.9%)
H1047L (2.2%)

Dommena
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542K (4.2%)
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tworach. Najczesciej pojawiaja sie w poz-
nych etapach tumorogenezy, tuz przed eta-
pem przerzutowania [6]. Dotycza one przede
wszystkim nowotwordw jelita grubego (32%),
mobzgu (27%), zotadka (25%) oraz tzw. hormo-
nozaleznych rakéw piersi (40%) [3,]. Zidenty-
fikowano wiele réznych mutacji punktowych,
jednak wiekszos¢ z nich, ponad 85%, dotyczy
kodondw 542, 545 i 1047 [7]. Mutacje p.Glu-
542Lys i p.Glu545Lys wystepuja w eksonie 9
kodujgcym domene helikalng i prowadzg do
zaburzenia interakcji z jednostka regulatoro-
wa p85, natomiast zmiana p.His1047Arg znaj-
duje sie w eksonie 20 kodujacym domene ki-
nazowg i prowadzi do znacznego zwiekszenia
jej aktywnosci. Wzmozona aktywnos$¢ kinazy
moze byc¢ takze spowodowana amplifikacja
genu [6].

PI3K podlega czestym zmianom w HR+ raku
piersi i uwaza sie, ze odpowiada on za opor-
no$¢ na terapie hormonalne [7,8]. W okoto
40% przypadkédw HR+ raka piersi wystepuje
mutacja PIK3CA, prowadzaca do nadmiernej
aktywacji szlaku PI3K [9,1011]. Wykazano, ze
szlak sygnatowy PI3K sprzyja niezaleznemu
od estrogenu wzrostowi komoérek ER+ raka
piersi [1213], a wzrost ten ulega zahamowa-
niu w wyniku dodania inhibitoréw PI3K do
antyestrogendw [14]. Co istotne, jak wspo-
mniano powyzej, heterodimer PI3K sktada
sie z podjednostki katalitycznej i regulato-
rowej [1516], przy czym istnieja 4 izoformy
katalitycznej podjednostki PI3K (gen PIK3CA
koduje izoforme alfa [15]). Powszechne Inhi-
bitory anty-PI3K sg ukierunkowane na wiele
izoform PI3K, prowadzac do nadmiernej tok-
sycznosci i niewielkiej skutecznosci [17,18,19].
Natomiast Alpelisyb (BYL719) jest swoistym

inhibitorem izoformy alfa PI3K wykazujgcym
dziatanie przeciwnowotworowe w modelach
przedklinicznych, w ktérych oceniano przy-
padki ze zmutowanym PIK3CA [20].

3.2. Aspekty metodyczne w badaniu PIK3CA
i zakres analizy

3.2.1. Przygotowanie materiatu pochodzace-
go z bloczkéw parafinowych do badan gene-
tycznych

Jednym z gtéwnych probleméw zwigzanych
z oznaczaniem mutacji w tkance nowotwo-
rowej jest duza heterogennos$c¢ guza. W prze-
wazajacej liczbie przypadkéw preparat zato-
piony w bloku parafinowym zwiera znaczny
odsetek komdrek prawidtowych. Nie stanowi
to duzego problemu w aspekcie postawienia
rozpoznania histopatologicznego, natomiast
ze wzgledu na znacznie ograniczona mozli-
wos¢ wyodrebnienia komorek nowotworo-
wych do badania molekularnego, moze pro-
wadzi¢ do btednego wyniku badania. DNA
izolowany jest bowiem z catego fragmentu
tkanki, w ktorego sktad wchodza komorki
guza, jego mikrosrodowiska, np. aktywowane
fibroblasty, aktywowane makrofagi, limfocy-
ty, komorki srodbtonka naczyn krwionosnych
i limfatycznych oraz komdérki prawidtowe.
Dlatego kluczowym etapem przygotowania
preparatu do analizy molekularnej jest wery-
fikacja materiatu przez patologa i upewnienie
sie, ze w materiale przeznaczonym do tego
badania wystepuje odpowiednio wysoki od-
setek komdrek nowotworowych w stosunku
do prawidtowych. Na tym etapie kluczowym
elementem jest procentowa ocena utkania
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nowotworowego w preparacie przeprowa-
dzona po barwieniu HE. Patolog zaznacza na
preparacie obszar utkania nowotworowego,
a materiat do izolacji DNA powinien zostac
pobrany jedynie z tego obszaru. Z bloczkéw
parafinowych skrawa sa nastepnie kilka frag-
mentow tzw. skrawkow. Ich liczba jest uza-
lezniona od wielkosSci tkanki nowotworowe]
zatopionej w bloczku.

Konieczny podkreslenia jest rowniez fakt, iz
preparat wybarwiony HE do oceny zawartosci
procentowej nowotworu musi by¢ wykonany
bezposrednio przed preparatem do analizy
molekularnej. W przeciwnym razie zawartosc¢
komadrek guza w preparacie wybarwionym HE
i w preparatach przygotowanych do badania
molekularnego moze sie znaczaco roznic,
a to z kolei moze spowodowac fatszywy wynik
badania molekularnego.

Przyjmuje sie, ze do uzyskania wiarygodnego
wyniku, analizowany preparat powinien za-
wierac nie mniej niz 20% utkania nowotworo-
wego. Zaleca sie jednak, aby kazdy preparat
byt tak przygotowany aby analizie podda-
wane byty niemal wytacznie komaorki nowo-
tworowe. Zapobiega to btedowi przedanali-
tycznemu polegajacemu na analizie sygnatu
pochodzacego z DNA komorek prawidtowych.
W wyjatkowych przypadkach dopuszcza sie
stosowanie preparatow zawierajacych mniej-
sze utkanie nowotworowe, jednak w takich
sytuacjach niezbedne jest uzycie metody
analitycznej o podwyzszonej czutosci. W celu
uzyskania wysokiego odsetka komoérek no-
wotworowych stosuje sie tzw. makrodysekcje
polegajaca na manualnym odseparowaniu
tkanki prawidtowej od nowotworowe;.

Kolejnym etapem postepowania jest ekstrak-
cja kwasow nukleinowych. Obecnie zaleca sie
stosowanie zestawéw komercyjnych prze-
znaczonych do izolacji materiatu utrwalone-
go w parafinie, dzieki czemu mamy pewnos¢,
ze izolaty beda prawidtowo oczyszczone
z inhibitoréw reakcji enzymatycznych stoso-
wanych w metodach analitycznych. Mogg to
by¢ zestawy manualne lub przeznaczone na
automatyczne stacje do izolacji kwasoéw nu-
kleinowych.

Wyizolowany materiat genetyczny podaje
sie ocenie jakosciowej i ilosciowej. W tym
celu powinno stosowac sie systemy flu-
orymetryczne wykorzystujgce pomiar ilosci
substancji specyficznie wiazacej sie z DNA
lub RNA. Pomiary DNA/RNA otrzymanego
z bloczkéw parafinowych wykonywane na
spektrofotometrach sg zwykle obarczone du-
zym btedem z uwagi na obecnos¢ w izolacje
wielu zwigzkéw zaktécajgcych odczyt. Ma to
szczegble znaczenie gdy wybrana metoda
analityczna oparta jest o technologie gqPCR
lub sekwencjonowanie nastepnej generacji,
gdzie precyzyjny pomiar ma znaczenie dla
powodzenia catej procedury. Mozna takze
zastosowac ocene ilosci i jakosci DNA opar-
ta o ilosciowa reakcje gPCR. Taki test ocenia
rowniez stopien degradacji materiatu i moze
wskaza¢ na koniecznos¢ odstapienia od dal-
szej analizy | wyboru innego preparatu.

W momencie kiedy dysponujemy juz wyizo-
lowanym DNA/RNA w wystarczajgcej do ba-
dan molekularnych ilosci i stopniu czystosci,
mozna przystapi¢ do wyboru techniki ozna-
czania mutacji. Wybierajac metode nalezy
zwroci¢ uwage na nastepujace parametry:
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dostepnos¢ technologii oraz wymaganego
do niej sprzetu, czutosc i specyficznos¢ me-
tody, czas niezbedny na przeprowadzenie
kompletnej analizy, zakres informacyjnosci
otrzymywanych wynikéw. Czas, w jakim uda
sie wykonac jest uzalezniony od zastosowa-
nej metody detekcji mutacji. Metody oparte o
PCR charakteryzuja sie najkrotszym czasem,
poniewaz wynik mozna uzyskac juz na pozio-
mie pierwszej reakcji, natomiast wielkoskalo-
we metody, takie jak sekwencjonowanie na-
stepnej generacji (NGS), wymagaja znacznie
wiecej czasu ze wzgledu na wieloetapowos¢
procesu.

3.2.2. Zakres analizy molekularnej

Zidentyfikowano wiele réznych mutacji
punktowych, jednak wiekszos¢ z nich, ponad
85%, dotyczy kodonow 542, 545 i 1047 [7]. Dla-
tego zakres analizy genu PIK3CA powinien
obejmowac przynajmniej wszystkie mutacje

w eksonach 9 i 20. Stosujgc metody oparte
o sekwencjonowanie metoda Sangera (anali-
za fragmentéw genu) lub nastepnej generacji
(analiza fragmentéw genu lub catej sekwen-
¢ji kodujacej genu prawdopodobienstwo
pominiecia znanej mutacji lub rzadkiej jest
znikome, przy zatozeniu, ze stopien utkania
nowotworowego w probce przekracza 20%.
Z kolei techniki oparte o qPCR, identyfiku-
ja wytacznie okreslone warianty genetycz-
ne. Dlatego przy stosowaniu zestawow dia-
gnostycznych opartych o technologie gPCR,
istotne jest, aby identyfikowane byty przy-
najmniej mutacje w kodonach 420, 542, 545,
546 11047. Jednym z rekomendowanych przez
FDA zestawéw komercyjnych CE-IVD gPCR
jest test diagnostyczny therascreen® PIK3CA
RGQ PCR Kit, (QIAGEN Manchester, Ltd.) wy-
krywajacy obecnos¢ mutacji PIK3CA w tkance
guza i/lub krazacym DNA izolowanym z krwi
obwodowej. Zakres identyfikowanych muta-
¢ji przedstawiono w Tabeli nr 3.

Tabela nr 3. Zakres zmian identyfikowanych przez zestaw therascreen® PIK3CA RGQ PCR Kit,

(QIAGEN Manchester, Ltd.)

Numer
eksonu

Mutacja w genie
kodujacego PIK3CA

genu PIK3CA

Zmiana na poziomie biatkowym

Numer w bazie
COSMIC

Zmiana na poziomie
nukleotydowym

C420R NM_006218.2:p.(Cys420Arg) NM_006218.2:¢.1258T>C 757
E542K NM_006218.2:p.(Glu542Lys) NM_006218.2:c.1624G>A 760
E545A NM_006218.2:p.(Glu545Ala) NM_006218.2:c.1634A>C 12458
E545D NM_006218.2:p.(Glu545Asp) NM_006218.2:c.1635G>T 765
E545G NM_006218.2:p.(GLu545Gly) NM_006218.2:c.1634A>G 764
E545K NM_006218.2:p.(Glu545Lys) NM_006218.2:c.1633G>A 763
Q546E NM_006218.2:p.(Gln546Glu) NM_006218.2:c.1636C>G 6147
Q546R NM_006218.2:p.(GIn546Arg) NM_006218.2:c.1637A>G 12459
H1047L NM_006218.2:p.(His1047Leu) NM_006218.2:c.3140A>T 776
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H1047R NM_006218.2:p.(His1047Glu) NM_006218.2:c.3140A>G 775

H1047Y NM_006218.2:p.(His1047Tyr) NM_006218.2:¢.3139C>T 774

Kolejnym rekomendowanym zesatwem gqPCR
CE-IVD dedykowanym do oceny statusu genu
PIK3CA jest zestaw The cobas® PIK3CA Muta-

tion Test (CE-IVD) firmy Roche. Zestaw cha-
rakteryzuje szerokie spektrum identyfiko-

wanych zmian, jest on jednak dedykowany
jedynie do tkanki guza. Nie umozliwia zatem
detekcji mutacji na poziomie ctDNA (ptynna
biopsja). Zakres identyfikowanych mutagji
przedstawiono w Tabeli nr 4.

Tabela nr 4. Zakres zmian identyfikowanych przez zestaw The cobas® PIK3CA Mutation Test
(CE-IVD) firmy Roche

Numer

gkgr?l?sj;;l?(e:%(}_\ Mutart’:ljlzz3v::Agen|e Zmiana na poziomie biatkowym Zﬂ‘:ﬁ;g@gﬁ:\sg'e Nurré((e)rsvh\;"t::ame
R88Q NM_006218.2:p.(Arg88GlIn) NM_006218.2:c.263G>A 746
N345K NM_006218.2:p.(Asn345Lys) NM_006218.2:1035T>A 754
C420R NM_006218.2:p.(Cys420Arg) NM_006218.2:¢1258T>C 757
E542K NM_006218.2:p.(Glu542Lys) NM_006218.2:c1624G>A 760
E545A NM_006218.2:p.(Glu545Ala) NM_006218.2:c.1634A>C 12458
E545D NM_006218.2:p.(Glu545Asp) NM_006218.2:c1635G>T 765
E545G NM_006218.2:p.(Glu545Gly) NM_006218.2:c.1634A>G 764
E545K NM_006218.2:p.(Glu545Lys) NM_006218.2:c1633G>A 763
Q546E NM_006218.2:p.(GIn546Glu) NM_006218.2:c1636C>G 6147
Q546K NM_006218.2:p.(GIn546Lys) NM_006218.2:c1636C>A 766
Q5461 NM_006218.2:p.(Glu546Leu) NM_006218.2:c1637A>T 25041
Q546R NM_006218.2:p.(GIn546Arg) NM_006218.2:c1637A>G 12459
H1047L NM_006218.2:p.(His1047Leu) NM_006218.2:c.3140A>T 776
H1047R NM_006218.2:p.(His1047Glu) NM_006218.2:c.3140A>G 775
H1047Y NM_006218.2:p.(His1047Tyr) NM_006218.2:c.3139C>T 774
G1049R NM_006218.2:p.(Gly1049Glu) NM_006218.2:¢.3145G>C 12597
M1043] NM_006218.2:p.(Met1043Ile) NM_006218.2:C.3129G>A 773
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3.2.3. Techniki biologii molekularnej stoso-
wane do diagnostyki mutacji PIK3CA

zestaw odczynnikéw. Dlatego, jesli w bada-
nym materiale obecne sa inne warianty (np.

. , . . _mniej powszechne mutacje) zestaw qPCR ich
Istnieje wiele metod biologii molekularnej

stosowanych do identyfikacji mutacji punk-
towych (zmiany pojedynczych nukleotyddw),
czyli wtasnie takich zmian jakie identyfiku-
jemy w genie PIK3CA (rysunek nr 4). Najbar-
dziej praktyczng metoda jest genotypowanie
z wykorzystaniem techniki ilosciowego PCR
(gPCR), a wtasciwie jego jakoSciowego wa-
riantu. Metoda bazuje na sondach moleku-
larnych, ktére identyfikuja konkretne zmiany
lub grupy zmian w badanym DNA. Wada me-
tody jest identyfikacja tylko tych wariantow
genetycznych na jakie zostat zaprojektowany

nie wykryje. Niewatpliwg zaletg tej metody
jest natomiast bardzo wysoka czuto$¢ (zesta-
wy moga identyfikowa¢ mutacje na poziomie
1% zmutowanego DNA w stosunku 99% pra-
widtowego DNA), sa rowniez tatwe w przygo-
towaniu, czas analizy jest krétki, a sprzet do
wykonywania oznaczen szeroko powszechny
w laboratoriach. Wysoka czutos¢ pozwala
rowniez na ocene mutacji na poziomie ctDNA
(ptynna biopsja) jesli zestaw ma walidacje na
taki rodzaj materiatu.

Rysunek nr 4. Techniki biologii molekularnej powszechnie stosowane do oznaczania mutacji
w genie PIK3CA

Oznaczanie mutacji w genie PIK3CA:
metoda zalecana (walidacja dla bloczka i ctDNA - Therascreen (Oiagen) lub dla bloczka cobas PIK3CA (Roche) - qPCR,
Sekwencjonowanie bezposrednie Sangera, Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS)
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[ 5-7
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Izolacja DNA z bloczkéw parafinowych
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% utkania nowotworowego 1-5 %
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Analiza konczy sie raportem
z poréwnania préb kontrolnych
z pozytywnymi kontrolami dla Rl

kazdej z mutacji
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Techniki oparte o sekwencjonowanie catych
fragmentow genow pozwalaja natomiast zi-
dentyfikowac¢ wszystkie warianty genetyczne
wystepujace w badanych fragmentach ge-
now. Odznaczaja sie jednak mniejsza czuto-
$cig, wymagaja wiecej czasu, doswiadczenia
i bardziej kosztownego sprzetu i odczynni-
kéw. Badanie statusu genu PIK3CA z wykorzy-
staniem techniki wielkoskalowej jaka jest se-
kwencjonowanie nastepnej generacji nie jest
zbyt powszechne. W metodzie tej badanie sie
cate duze panele genowe gdzie PIK3CA jest
jednym z wielu analizowanych genéw. Koszt
analizy jest bardzo wysoki, a stosowanie
duzych paneli genetycznych do oznaczania
mutacji somatycznych w raku piersi nie jest
powszechne. Sekwencjonowanie bezposred-
nie metoda Sangera jest natomiast szeroko
stosowanga technika do oznaczania mutacji
PIK3CA zwtaszcza przez bardziej doswiadczo-
ne laboratoria. Jest to technika stosowana
jako metoda bazowa do oznaczania mutacji
lub druga, alternatywna metoda stuzaca do
weryfikacji wynikow watpliwych otrzymanych
np. metodg gPCR. Stosujac ta technike nale-
zy jednak posiadac¢ duze doswiadczenie gdyz,
w przypadku oceny mutacji somatycznych,
wymaga ona bardzo ztozonej walidacji ze
wzgledu na stosunkowo niska czutos$¢ (pre-
paraty wymagaja czesto makrodysekcji, aby
otrzymac¢ minimum 20% utkania nowotworo-
wego) oraz zaprojektowania reakcji PCR tak,
aby efektywnie amplifikowa¢ materiat gene-
tyczny wyizolowany z bloczkéw parafinowych
(jest to zwykle materiat w pewnym stopniu
zdegradowany oraz zawierajacy inhibitory
reakcji PCR). Ponadto, w przypadku oceny
statusu genu PIK3CA nalezy zwrdéci¢ uwage, iz

w genomie znajduje sie pseudogen zawie-
rajacy sekwencje o wysokiej homologii z se-
kwencjg eksonow 9, 11-13 i czesci eksonu 10
genu PIK3CA. Co istotne, w regionie pseudoge-
nu homologicznym do eksonu 9 znajduje sie
zmiana pojedynczego nukleotydu odpowia-
dajaca wariantowi patogennemu c1634A>C
(p.Glus45Ala). Jest to kluczowa informacja
z punktu widzenia procesu diagnostycznego
i unikniecia ryzyka wyniku fatszywie dodat-
niego. (rysunek nr 5).

Przy interpretacji wynikdw NGS réwniez nale-
zy zwrdci¢ uwage czy zastosowane oprogra-
mowanie nie zgtasza zmian w pseudogenie.

Podsumowujac, Kazda metoda winna by¢
zwalidowana pod wzgledem nastepujacych
parametréw: ilosci i jakosci oraz stezenia
DNA branego do analizy; ustalenia wartosci
progowej dla odrdznienia wariantu zmu-
towanego od prawidtowego; czutosci testu
(np. seria rozcienczen); zastosowania meto-
dy referencyjnej do weryfikacji uzyskanych
wynikow; powtarzalnosci stosowanych me-
tod. Czutos¢ metody powinna oscylowac wo-
két 1% komorek nowotworowych dla metod
opartych o allelospecyficzny PCR lub 20-30%
dla sekwencjonowania bezposredniego, czy
NGS. Testy powinny wykrywac przynajmniej
typowe zmiany wystepujace w eksonach 9
I 20. Akceptowalny czas przeprowadzenia ca-
tej procedury powinien trwac¢ od 5 do 10 dni
roboczych.
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Rysunek nr 5.

A. Fluorogram reakcji sekwencjonowania bezposredniego metodg Sangera. Na ilustracji widac¢ nato-
zone sekwencje genu PIK3CA | wysoce homologicznego fragmentu eksonu 9 pseudogenu powstate na
skutek jednoczesnej amplifikacji genu i pseudogenu w reakcji PCR; B. Przyrownanie fragmentu sekwen-
¢ji genu PIK3CA | wysoce homologicznego fragmentu eksonu 9 pseudogenu. Strzatki oznaczajqg miej-
sca wystepowania réznic pomiedzy sekwencjami: czerwona w miejscu wystepowania mutacji c.1634A>C
(p.Glus45Ala) genu PIK3CA (w prawidtowej sekwencji genu w pozycji ¢.1634 wystepuje nukleotyd A, a w
pseudogenie znajduje sie C) ; niebieska w regionie nukleotydéw G i T w pozycjach c.1658 i ¢.1659 se-
kwencji genu PIK3CA (w sekwencji pseudogenu w tym miejscu znajduje sie pojedynczy nukleotyd C).
Wystepowanie zmian w pozycji 1658 i 1659 genu wzgledem pseudogenu umozliwia tatwg weryfikacje
analizowanej sekwencji i okreslenie, czy produktem amplifikacji jest sekwencja genu, czy pseudoge-
nu. Ma to Rluczowe znaczenie dla procesu diagnostycznego, poniewaz zmiana c.1634A>C (p.Glu545Ala)
w genie PIK3CA ma charakter patogenny.

A

TGAGCAGGAGAAAGATTTTCTATGGAGTCACAG PIKICA
[T Tl 1l
TGCGCAGGAGRAAGATTTTCTATGGAC-CACAGPSEUDOGEN

3.2.4. Alternatywne techniki oceny mutacji
PIK3CA (ctDNA)

w sposob minimalizujgcy mozliwos¢ rozpadu
komorek krwi, a wiec systemem (np. motyl-

kowym) pozwalajgcym na swobodny i powol-
Biopsja ptynna (ctDNA) pozwala na analize ym) p Jacy yip

profilu genomowego nowotworu, nawet jesli
guz znajduje sie w obszarze niedostepnym

ny wyptyw krwi z zyty. Istotne jest aby krew
byta pobierana do probéwek dedykowanych
do przechowywania i izolacji ctDNA, ktére za-
wieraja stabilizatory (K3-EDTA) zapobiegajace
lizie komorek jadrzastych krwi i uwalnianiu

do wykonania tradycyjnej biopsji oraz w przy-
padkach, gdy materiat histologiczny od pa-
cjenta nie jest dostepny z innych powoddéw
(materiat niediagnostyczny, brak materiatu
tkankowego np. bloczka - niedostepny lub
wykorzystany catkowicie do innych badan,
niewystarczajaca ilos¢ materiatu histologicz-

z nich DNA. Pojawienie sie, wskutek lizy ko-
morek jadrzastych krwi, DNA nienowotworo-
wego spowodowatoby zmniejszenie odset-
ka ctDNA w prébce i w rezultacie mogtoby
uniemozliwi¢ oznaczenie materiatu pocho-
dzacego z nowotworu. Nalezy réwniez zwro-
ci¢ szczegbdlng uwage na warunki przecho-

nego do przeprowadzenia badan genetycz-
nych). Niewatpliwa zaleta ptynnej biopsji jest

rowniez fakt, iz materiat do badan pozyskuje , . ,
, , , , wywania samych probowek - jeszcze przed

sie w sposob matoinwazyjny. _ _ . o ,
pobraniem materiatu: nie mozna ich zbytnio

Do oznaczenia ctDNA wykorzystuje sie krew
obwodowa pacjenta. Krew musi by¢ pobrana

wychtodzi¢ ani trzymac¢ w temperaturze po-
wyzej 25°C, gdyz parametry jakosciowe ctDNA
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uzyskane z krwi pobranej do zle przechowy-
wanych probowek dramatycznie maleja.

Kolejnym aspektem jest czas w jakim nalezy
wyizolowac ctDNA. Najlepsze efekty uzyskuje
sie po przeprowadzeniu izolacji w mozliwie
najkrétszym czasie po pobraniu. Optymalne
jest zatem korzystanie z przylaboratoryjnych
punktow pobran, co niweluje koniecznos¢
transportu prébki. Tym niemniej mozliwe
jest takze dtuzsze przechowywanie krwi (na-
wet do 5 dni) oraz transport, ze szczegblna
ostroznoscig, w dedykowanych do tego celu
opakowaniach transportowych z wktadem
utrzymujacym temperature 15 do 25°C.

Analizy ctDNA dokonuje sie przy uzyciu naj-
nowoczesniejszych technologii genetyki mo-
lekularnej: wysokoczutych testéw opartych
na qPCR, PCR emulsyjnyjm (droplet digital
PCR - ddPCR) i sekwencjonowaniu nastep-
nej generacji (next generation sequencing
- NGS). Nalezy zwrdci¢ uwage, iz stosowane
testy musza by¢ dedykowane do pracy na

CtDNA i charakteryzowac sie czutoscia <1%.

3.3. Algorytm diagnostyczny

Lekarz klinicysta dokonuje zlecenia na wyko-
nanie badania statusu genu PIK3CA w przy-
padku gdy wynik badania oceny receptorow
jest dodatni i mamy do czynienie z rakiem
hormonozaleznym (HR+). W przypadku raka
potréjnie ujemnego lub HER2+ nie ma pod-
staw do wykonania badania PIK3CA. Materia-
tem referencyjnym do badania jest materiat
tkankowy zatopiona w bloczku parafinowym
(moze by¢ to zmiana pierwotna lub przerzu-
towa). W przypadku zidentyfikowania warian-
tu patogennego w PIK3CA nalezy rozwazyc
zastosowanie terapii celowanej. Natomiast
przy braku mutacji nalezy zastosowac al-
ternatywne terapie. W sytuacji gdy nie ma
mozliwosci wykonania badania z tkanki guza
(brak materiatu lub materiat niediagnostycz-
ny) badanie mozna wykona¢ z tzw. ptynnej
biopsji ctDNA. W przypadku gdy na poziomie
ctDNA mutacja nie zostanie wykryta nalezy
zastanowi¢ sie na rebiopsja. Schemat dia-
gnostyczny PIK3CA w raku piersi przedstawia
rysunek nr 6.

Rysunek nr 6. Schemat diagnostyczny PIK3CA w raku piersi

Badanie immunohistochemiczne (IHC)
oceniajace tzw. panel piersiowy.

Zidentyfikowano hormonozalezny typ

nowotworu (HR+)

Brak mozliwosci

Analiza ctDNA

Wariant niezidentyfikowany zide:tl\j;ilzg:vany

Alternatywna terapia

Nalezy rozwazyé
terapie celowang

wykonania analizy z tkanki
Analiza tkanki guza guza

Wariant niezidentyfikowany

(brak tkanki, materiat

niediagnostyczny, szybka
analiza)

\

Wariant Nalezy rozwazyé
zidentyfikowany terapie celowang

N

Analiza materiatu
archiwalnego lub rebiopsja

Wariant niezidentyfikowany

Alternatywna terapia
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3.4. Raportowanie uzyskanych wynikoéw nia badania, informacje dotyczace rodzaju
. . , o materiatu przeznaczonego do analizy (w tym:
Kolejna niezwykle istotna kwestig jest rapor- . ,

_ . , informacje zweryfikowane przez patologa, ta-
towanie otrzymanego wyniku w postaci wta-
sciwego formularza sprawozdania z badania
genetycznego. Zgodnie z Rozporzadzeniem

Ministra Zdrowia w Sprawie Standardow Ja-

kie jak rozpoznanie oraz procent utkania no-
wotworowego w preparacie skierowanym na
badanie molekularne), zastosowane metody

L 3 , badawcze (wraz z opisem jej czuto$ci i specy-
kosci dla Laboratoriow Diagnostycznych

i Mikrobiologicznych (Dz.U. 2019 poz. 1923)
formularz sprawozdania z analizy moleku-
larnej powinien zawiera¢ doktadne dane pa-
cjenta, jednostki i osoby zlecajacej badanie,
jednostki i 0s6b upowaznionych do wykona-

ficznosci), nazwy badanego genu/locus, opis
wykrytej zmiany zgodny z miedzynarodowymi
standardami (HGVS) oraz interpretacje kon-
cowa zrozumiata dla klinicysty, patomorfolo-
ga i pacjenta.
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Mozliwosci terapeutyczne

u pacjentek z hormonozaleznym
rakiem piersi z obecnoscia mutacji
w genie PIK3CA - przyktady kliniczne

Szlak sygnatowy kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) - kinazy biatkowej B (AKT) -
tzw. ssaczego celu rapamycyny (mammalian target of rapamycin, kinaza mTOR)
jest odpowiedzialny za regulacje kluczowych funkcji fizjologicznych i proceséw
molekularnych, w tym za proliferacje komérek, ich wzrost oraz metabolizm [1].
Kinazy 3-fosfatydyloinozytolu to grupa kinaz lipidowych podzielonych w zalez-
nosci od budowy | specyfiki substratu na trzy klasy, a u ssakéw klasa | kinaz PI3K
jest dodatkowo podzielona ze wzgledu na metode regulacji na podklasy IA i IB.
Kinazy PI3K podklasy IA to heterodimery sktadajace sie z podjednostki katali-
tycznej p110 oraz podjednostki regulatorowej p85. Trzy wysoce homologiczne
izoformy katalityczne kinaz klasy IA: p110 a, p110B | p1106 sg kodowane przez
3 geny (odpowiednio: PIK3CA, PIK3CB and PIK3CD). Ich wystepowanie jest bar-

dzo powszechne, poza izoforma p110 §, ktérej wystepowanie jest ograniczone

prawie wytacznie do leukocytéw [2-3].



Zaburzenia w przewodnictwie sygnatow
w szlaku PI3K-AKT-mTOR to jedno z czesciej
obserwowanych zaburzen molekularnych
wystepujacych w raku piersi. Jedng z przyczyn
tych zaburzen jest obecnos¢ mutacji aktywu-
jacej w genie PIK3CA. Wystepowanie tej mu-
tacji jest stosunkowo czeste, obserwowane
u okoto 45% wczesnych rakéw o podtypie lu-
minalnym A, ale wystepujace takze w innych
podtypach wczesnego raka piersi (39% rakow
HER2-dodatnich, 9% rakéw trojujemnych)
[4-6]. Podobne odsetki wystepowania mu-
tacji PIK3CA zaobserwowano w uogoélnionym
raku piersi [7]. Co do efektu wystepowania
tej mutacji, to jest on rézny w zaleznosci od
podtypu raka piersi i czasu jej pojawienia sie.
We wczesnym raku piersi z ekspresjg recep-
tora estrogenowego (ER - estrogen receptor)
obecnos¢ mutacji w genie PIK3CA jest zwig-
zana z dtuzszym czasem przezycia wolnego
od nawrotu (recurrence-free survival) i dtuz-
szym czasem przezycia wolnego od choroby
(DFS - disease-free survival) [8-9]. Natomiast
w zaawansowanym ER-dodatnim raku piersi
wystepowanie mutacji w genie PIK3CA zwig-
zane jest z gorszym rokowaniem i opornoscia
na chemioterapie [10]. Z kolei w raku piersi
HER2-dodatnim obecnos¢ mutacji jest zwia-
zana z gorszym rokowaniem, zarbwno we
wczesnym, jak i w uogdlnionym raku piersi
[11-12].

W zwigzku z ogromnym znaczeniem przekaz-
nictwa sygnatu w szlaku PI3K-AKT-mTOR oraz
wystepowaniem mutacji PIK3CA w rozwoju
oraz przebiegu raka piersi od dawna trwaty
badania nad wprowadzeniem lekéw oddzia-
tujacych na ten szlak sygnatowy, ktore do-
prowadzity do zsyntetyzowania inhibitorow

kinazy 3-fostatydyloinozytolu. Poczgtkowo
prowadzono badania nad pan-inhibitorami
PI3K, czyli lekami, ktére hamowaty wszystkie

4 izoformy katalityczne kinaz PI3K klasy I.

Jak nalezato sie jednak spodziewac, hamo-
wanie tak szerokiego spektrum celéw mole-
kularnych zwigzane byto z wystepowaniem
licznych dziatan niepozadanych, spowodo-
wanych powszechnoscig wystepowania kinaz
PI3K w wielu, takze zdrowych, komorkach.
Do pan-inhibitorow PI3K zaliczamy bupar-
lisib i piktilisib. Pierwszy z nich to doustny
pan-inhibitor PI3K, ktéry w warunkach in-
-vivo wykazywat dziatanie antyproliferacyj-
ne i apoptotyczne w liniach komorkowych
z zaburzeniami szlaku sygnatowego, w ktérym
brata udziat kinaza PI3K [13]. Dziatanie bupar-
lisibu zostato sprawdzone w 2 randomizowa-
nych badaniach klinicznych Il fazy: BELLE-2
| BELLE-3. Badanie BELLE-2 byto badaniem,
w ktérym wzieto udziat 1147 pacjentek z miej-
SCOWO zaawansowanym lub przerzutowym
ER-dodatnim/HER2-ujemnym rakiem piersi,
wczesniej leczonych inhibitorem aromatazy.
Chore otrzymywaty buparlisib z fulwestran-
tem lub placebo z fulwestrantem. Wykazano
statystycznie znamienne wydtuzenie me-
diany czasu przezycia wolnego od progresji
(PFS - progression-free survival): 5 miesiecy
w ramieniu kontrolnym wobec 6,9 miesigca
w ramieniu z buparlisibem (HR 0.78; 95% ClI
0.67-0.89; P<0.001) [14]. Zaobserwowano jed-
nak stosunkowo liczne przypadki koniecz-
nosci przerwania leczenia z powodu dziatan
niepozadanych, gtownie z powodu hipergli-
kemii, ale takze wzrostu poziomu transami-
naz oraz zaburzen nastroju.
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W badaniu BELLE-3 z kolei, braty udziat chore
otrzymujace wczesniej z powodu zaawanso-
wanego raka piersi hormonoterapie oraz in-
hibitor mTOR. W tym trialu takze wykazano
zysk w postaci wydtuzenia mediany PFS: 3,9
miesigca w ramieniu z buparlisibem wobec
1,8 miesigca w ramieniu z placebo (HR 0.67,
95% Cl 0.53-0.84; P<0.001) [15]. Wykazano tak-
ze znaczaco wyzsza skutecznos¢ buparlisibu
u chorych z mutacjg PIK3CA. Lek nie znalazt
jednak zastosowania w codziennej praktyce
ze wzgledu na czeste dziatania niepozadane,
wsrod ktorych najwiekszy niepokoj wzbudzity
powiktania psychiatryczne, w tym zaburzenia
lekowe, depresyjne oraz préby samobdjcze.

Skutecznos¢ drugiego z pan-inhibitorow, pik-
tilisibu, nie zostata ostatecznie potwierdzo-
na w dwodch przeprowadzonych badaniach
Il fazy: PEGGY | FERGI. W pierwszym z nich
chore otrzymywaty paklitaksel z piktilisibem
lub paklitaksel z placebo. Nie zaobserwo-
wano réznic w medianach PFS, i to zarowno
w populacji ogélnej, jak i w populacji chorych
z mutacja PIK3CA [16].

Badanie FERGI zostato

u pacjentek z ER-dodatnim/HER2-ujemnym

rakiem piersi leczonych wczesniej inhibito-

przeprowadzone

rem aromatazy. Chore otrzymywaty piktilisib
z fulwestrantem lub fulwestrant z placebo.
W tym badaniu takze nie zaobserwowano
statystycznie znamiennej réznicy w medianie
PFS [17]. W zwigzku z licznymi i czesto wyste-
pujacymi dziataniami niepozadanymi piktili-
sibu (wysypka, biegunka, zmeczenie, wzrost
transaminaz) zaniechano prowadzenia dal-
szych badan nad tym preparatem.

Negatywne doswiadczenia z badaniami nad
pan-inhibitorami kinazy PI3K doprowadzi-
ty wkrotce do opracowania izospecyficznych
inhibitoréw tej kinazy, hamujacych poszcze-
goélne jej izoformy. Na szczegdlna uwage za-
stuguje tu alpelisib, ktory dzieki pozytywnym
wynikom badania Il fazy stat sie jednym
z lekéw zaakceptowanych do stosowanych
w codziennej praktyce klinicznej. Alpelisib
to pierwszy doustny inhibitor PI3K selektyw-
nie hamujacy izoforme p110 o klasy | [18].
Juz w badaniach przedklinicznych na kseno-
graftach wykazano synergizm dziatania alpe-
lisibu z fulwestrantem [19].

W badaniu fazy 1b stosowano alpelisib
w skojarzeniu z fulwestrantem u przeleczo-
nych chorych na zaawansowanego raka pier-
Si z obecnoscia mutacji PIK3CA, uzyskujac
catkowita lub czesciowg odpowiedz u 29%
pacjentek [20].

W kolejnym etapie badan nad alpelisybem
byto badanie SOLAR-1. Byto to badanie ran-
domizowane, Il fazy, przeprowadzone u cho-
rych z ER-dodatnim/HER2-ujemnym rakiem
piersi, ktére otrzymywaty wczesniej hormo-
noterapie [21]. Co istotne, w badaniu mo-
gty brac¢ udziat pacjentki wczesniej leczone
inhibitorami kinaz zaleznych od cyklin 4 i 6
(CDK4/6), jednak stanowity one niewielki od-
setek wtaczonych pacjentek z uwagi na to, ze
CDKi nie byty jeszcze wowczas powszechnie
dostepne. W badaniu uczestniczyty zaréw-
no chore z rakiem piersi z mutacja PIK3CA,
jak i grupa pacjentek z rakiem bez mutacji
(PIK3CAwt - wild type). Chore otrzymywa-
ty fulwestrant z alpelisibem lub fulwestrant
z placebo. Pierwszorzedowym punktem kon-
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cowym badania byt czas do progresji choro-
by (PFS) w kohorcie z mutacja PIK3CA. Dru-
gorzedowymi punktami koncowymi byty: czas
przezycia catkowitego (OS - overall survival)
w kohorcie z mutacjg PIK3CA, PFS w kohorcie
bez mutacji PIK3CA, PFS oznaczone w kraza-
cym DNA guza (ctDNA - circulating tumour
DNA) w kohorcie z mutacja PIK3CA, OS w ko-
horcie bez mutacji PIK3CA, odsetek obiektyw-
nych odpowiedzi (ORR - objective response
rate) oraz bezpieczenstwo leczenia.

tacznie w badaniu wziety udziat 572 chore,
z czego u 341 potwierdzono obecnos¢ mu-
tacji PIK3CA. W tej kohorcie zaobserwowano
statystycznie znamienne wydtuzenie media-
ny PFS: 11 miesiecy w ramieniu z alpelisibem
wobec 5,7 miesigca w ramieniu z placebo (HR,
0.65; 95% Cl, 0.50-0.85; P<0001) [21]. Podob-
nego efektu nie zaobserwowano w kohorcie
PIK3CAwt (mediana PFS w grupie badanej 7,4
miesigca, a w grupie kontrolnej 5,6 miesigca;
HR 0.85; 95% Cl, 0.58-1.25). ORR w 0gblnej po-
pulacji byt wyzszy w ramieniu z alpelisibem
(26,6%, wobec 12,8% w ramieniu z placebo).

Badanie SOLAR-1
istotng roznice miedzy grupami alpelisib
plus fulwestrant i fulwestrant plus placebo
takze pod wzgledem korzysci klinicznej, de-
finiowanej jako trwajaca przez co najmniej
24 tygodnie catkowita lub czesciowa regresja

wykazato statystycznie

lub stabilizacja choroby. Korzys¢ kliniczng za-
obserwowano u 61,5% pacjentéw w grupie al-
pelisibu i 45,3% pacjentow w grupie placebo.

Najczesciej obserwowanymi dziataniami nie-
pozadanymi byty hiperglikemia (we wszyst-
kich stopniach wg. CTCAE wystapita az u 63,7%
chorych otrzymujacych alpelisib, wobec 9,8%

chorych w ramieniu z placebo), biegunka
(odpowiednio u 57,7% i 15,7%) oraz wysypka
(odpowiednio 35,6% i 59%). Hiperglikemia
i wysypka byty najczestszymi powodami prze-
rwania leczenia - nastgpito to u 25% chorych
otrzymujacych lek badany i u 4,2% pacjentow
z grupy przyjmujacej placebo.

Ciekawa obserwacja dotyczy samego sposo-
bu oznaczania mutacji, wykazano bowiem, ze
u chorych u ktérych mutacja PIK3CA ozna-
czana byta za pomoca biopsji ptynnej (ctD-
NA) mediana PFS byta dtuzsza, niz u chorych
u ktérych mutacje oznaczano w tkance guza
nowotworowego (10,9 wobec 3,7 miesiaca)

[22].

Niestety w badaniu SOLAR-1 nie wykaza-
no statystycznie znamiennego wydtuzenia
czasu przezycia catkowitego: mOS wyniosta
w ramieniu z alpelisibem 39,3 miesigca, na-
tomiast w ramieniu z placebo 31,4 miesigca
(HR 0.86 (95% Cl, 0.64-115; P=015) [23]. Me-
diana OS u pacjentéw z przerzutami do ptuc
i/lub watroby wyniosta 37,2 miesiaca i 22,8
miesigca odpowiednio w grupach alpelisibu
i placebo (HR = 0,68 (0,46 -1,00) 95% Cl) [23].

Na podstawie wynikéw badania SOLAR-1 al-
pelisib zostat w maju 2019 roku zatwierdzo-
ny przez amerykanska agencje Food and
Drug Administration (FDA) w leczeniu kobiet
PO menopauzie oraz mezczyzn z Miejscowo
zaawansowanym lub uogolnionym rakiem
piersi wykazujacym ekspresje receptora hor-

monalnego | niewykazujacym nadekspre-

sji ludzkiego naskdérkowego czynnika wzro-
stu typu 2 (HER2-ujemnym) oraz z mutacja
PIK3CA, w przypadku stwierdzenia progresji

choroby w trakcie lub po leczeniu opartym

MOLEKULARNE UWARUNKOWANIA LECZENIA RAKA PIERSI




o leki hormonalne. W lipcu 2020 zostat tez

zatwierdzony przez European Medicines
Agency (EMA) do leczenia leczeniu kobiet
PO menopauzie oraz mezczyzn Z mMiejscowo
zaawansowanym lub uog6lnionym rakiem
piersi wykazujacym ekspresje receptora hor-
monalnego i
sji ludzkiego naskoérkowego czynnika wzro-
stu typu 2 (HER2-ujemnym) oraz z mutacja

PIK3CA, w przypadku stwierdzenia progresji

niewykazujagcym nadekspre-

choroby w trakcie lub po leczeniu hormonal-
nym.

W badaniu SOLAR-1 zastosowanie alpelisybu
w skojarzeniu z fulwestrantem wigzato sie ze
statystycznie istotnym obnizeniem jakosci
zycia (wedtug EORTC QLQ-C30) w stosunku
do wartosci wyjsciowych, zwtaszcza z powo-
du utraty apetytu i biegunki w poréwnaniu
z grupa otrzymujaca placebo z fulwestran-
tem Zdarzenia niepozadane stopnia 3. | 4.
zwigzane z leczeniem zgtaszano szes¢ razy
czesciej w grupie leczonej alpelesibem i ful-
westrantem w poréwnaniu z grupg placebo
i fulwestrant (66,9% vs. 11,8%) [24].

Kolejnym opublikowanym badaniem, ktore
przeprowadzono z zastosowaniem alpelisy-
bu byto badanie BYLieve (badanie kliniczne
bez grupy kontrolnej). W kohorcie pacjentow
leczonych inhibitorem CDK4/6 w skojarzeniu
zinhibitorem aromatazy mediana PFS wynio-
sta 7,3 miesigca, mediana OS wyniosta 17,3
miesigca, a catkowity odsetek odpowiedzi
wynidst 17% [25].

Publikacja Turnera z 2021 r. poréwnujaca wy-
niki badania BYLive z wynikami uzyskanymi
z danych klinicznych wykazata istotnie staty-

stycznie wyzsza mediane PFS w populacji pa-

cjentow otrzymujacych alepelisib (pacjenci
z badania BYLieve) w poréwnaniu z popula-
Cja otrzymujacych leczenie w ramach rutyno-
wej praktyki klinicznej [26].

W wielu publikacjach dotyczacych alpeli-
sybu podkresla sie role edukacji pacjenta
oraz personelu medycznego opiekujacego
sie chorym w zakresie zarzadzania dziatania-
mi niepozadanymi leku, ktére odbiegaja od
profilu dziatan niepozadanych najczescie]
obserwowanego w przypadku terapii onkolo-
gicznych.

W wiekszosci przypadkéw powiktan o nie-
znacznym lub umiarkowanym nasileniu nie

ma powodu do modyfikacji planu lecze-
nia, jednak w razie potrzeby przewiduje sie
czasowg przerwe w podawaniu alpelisibu
I ewentualne zmniejszenie dawki prepara-
tu. Pierwsze zmniejszenie dawki przewiduje
zmniejszenie dawki leku do 250 mg/dobe
(1 tabletka 200 mg + 1 tabletka 50 mg), ko-
lejne zmniejszenie dawki przewiduje zasto-
sowanie alpelisibu w dawce 200 mg / dzien
(1 tabletka 200 mg). Zaleca sie maksymalnie
dwukrotne zmniejszenie dawki, a nastepnie,
o ile istnieje taka koniecznos$¢, trwate odsta-
wienie leczenia.

Chorzy na raka piersi z cukrzyca typu Il (cu-
krzyca typu | jest przeciwwskazaniem do
wtaczenia alpelisibu), stanem przedcukrzy-
cowym, wyjsciowym BMI=30 | pacjenci w wie-
ku 75 lat I wiecej maja istotnie wyzsze ryzyko
wystapienia hiperglikemii w trakcie leczenia
alpelisibem [27].

Ponize] przedstawiono dwa przypadki kli-

niczne pacjentow leczonych alpelisybem
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w Narodowym Instytucie Onkologii. Panstwo-
wym Instytucie Badawczym w Warszawie,
ktore doskonale ilustruja problemy i korzysci
wynikajace z zastosowania alpelisybu (Pigrey)
w leczeniu chorych na uogélninego, hormo-
nozaleznego, HER2-ujemnego rak piersi:

A. Pacjentka J-0, lat 53:

» 09.08.2016 pacjentka zgtosita sie powodu
zaawansowanego miejscowo guza piersi
prawej, ktéry zostat zweryfikowany jako
rak inwazyjny, NOS, ER 90%, PgR 80%,
HER2 0 -brak ekspresji, Ki67 15%, cT4a cNO
MO. Pacjentka byta negatywnie nastawio-
na do propozycji chemioterapii, zdecydo-
wata sie na hormonoterapie o zatozeniu
paliatywnym. Chora nie miesigczkowata

od 12.2014.

» W dniu 14.09.2016 rozpoczeto hormonote-
rapie letrozolem, ktére kontynuowata do
05.03.2021. W dniu 23.02.2021 wykonata TK,
w ktorym uwidoczniono przerzuty do wa-
troby. Wykonano biopsje zmiany w piersi,
ktéra potwierdzita wczesniejszy profil
receptorowy oraz pozwolita wykona¢ ba-
danie genetyczne stwierdzajace obecnosc
mutacji w genie PiK3CA (p.E545K) w tkance
nowotworowej, co umozliwito wtacznie
chorej do leczenia alpelisybem.

» Pacjentka nie zgtaszata zadnych dolegli-
wosci. Nie chorowata na zadne schorzenia
internistyczne. Bez otytosci, ani nadwagi.

» 0d 19.03.2021 rozpoczeto leczenie fulwe-
strantem w typowych dawkach w potacze-
niu z alpelisybem 2 x 300 mg p.o.. Obecnie
pacjentka kontynuuje terapie.

»

»

»

»

»

»

W kolejnych ocenach TK utrzymuje sie
stabilizacja choroby. W pierwszym cyklu
terapii odnotowano przejsciowy wzrost
poziomu transminaz w stopniu 2, zmiany
skérne (rush) gtownie na twarzy, szyi

i tutowiu w stopniu 2 oraz hyperglikemie
w stopniu 1w drugim tygodniu leczenia.
Opisane dolegliwosci nie wymagaty mo-
dyfikacji dawek alpelisybu. Zastosowano
jedynie krem ze sterydem na zmiany skor-
ne, ktére ustapity w 4 tygodniu terapii

i nie nawracaty w kolejnych miesigcach.

. Pacjentka B-B, lat 37:

W listopadzie 2016 pacjentka zauwazyta
guzek w piersi lewe;.

W dniu 2012.2016 - wykonano mastekto-
mie lewostronna z jednoczasowa rekon-
strukcja. W badaniu histopatologicznym
stwierdzono raka inwazyjego, pTic, NO, MO,
ER - reakcja dodatnia w 100, PGR - reakcja
dodatnia w 20%, HER2 — ujemny, pT1c pNO
MO, CS - IB

Zakwalifikowano chorg do hormonoterapii
uzupetniajacej tamoksyfen + goserelina
(od stycznia 2017 do lutego 2019).

W lutym 2019 stwierdzono przerzuty do
watroby oraz do $rodpiersia.

W dniu 25.02.2019 odbyta sie biopsja wa-
troby - potwierdzono przerzut z raka pier-
si: ER - pos, PGR - neg, HER2 - neg (meto-
da FISH).

Od marca 2019 rozpoczeta leczenie letrozo-
lem z palbocyclibem 1 x 125 mg p.o., konty-
nuowata takze gosereline 1x 3.6 mg sc
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»

»

»

»

»

W dniu 22.04.2019 przeprowadzono
obustronna owariektomie. Odstawiono
gosereline. Kontynuowata leczenie inhibi-
torem CDK4/6 oraz letrozol.

W dniu 10.03.2021 wykonano kontrolne
TK - progresja choroby. Chora czuta sie
bardzo dobrze, nie zgtaszata dolegliwosci
poza ostabieniem w stopniu 1.

Wykonano badanie genetyczne z materia-
tu pobranego wczesniej z watroby, stwier-
dzajace obecnos¢ mutacji w genie PIK3CA
(p.H1047R, p.E545K) w tkance nowotworo-
wej, co pozwolito na wtacznie chorej do
leczenia alpelisybem.

W wywiadzie bez choréb wspotistniejg-
cych, nie przyjmowata zadnych lekéw na
state. Bez otytosci, ani nadwagi.

0d 06.04.2021 rozpoczeto leczenie fulwe-
strantem w typowych dawkach w potgcze-
niu z alpelisybem 2 x 300 mg p.o..

W kolejnych ocenach TK utrzymuje sie
czesciowa regresja zmian przerzutowych.

» W pierwszym cyklu terapii obserwowano
zmiany skérne gtéwnie na twarzy i szyi
w stopniu 1 oraz hyperglikemie w stopniu
2 (poziom glikemii w granicach 160-250
mg%). Wtaczono leczenie preparatem
metforminy. Poziom glikemii znormali-
zowat sie w ciagu 7 dni. Chora regularnie
monitoruje poziomy glikemii zgodnie
z otrzymanymi instrukcjami oraz prze-
strzega diety z ograniczeniem spozycia
cukrow prostych. Obecnie poziom glikemii
nie przekracza 150 mg%. Opisane toksycz-
nosci nie wymagaty modyfikacji dawek
alpelisybu. Pacjentka kontynuuje terapie.

Obie pacjentki sa przyktadem bardzo dobrej
odpowiedzi na leczenie alpelisybem. Tole-
rancja terapii jest bardzo dobra. Jak dotych-
czas udato sie uniknac¢ koniecznosci zasto-
sowania chemioterapii w obu przypadkach,
co niewatpliwie pozwolito zachowac chorym
bardzo dobrg jakos¢ zycia pomimo zaawan-
sowanej choroby nowotworowej. Nalezy pod-
kresli¢, ze obie pracuja zawodowo
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Finansowanie diagnostycznych
badan genetycznych przez
publicznego ptatnika

5.1 Mozliwosci finansowania diagnostycznych badan genetycznych

Prawidtowo przeprowadzona diagnostyka nowotworu z uzyciem nowoczesnych
metod badawczych przektada sie pozytywnie na osiggane efekty leczenia cho-
rych, jednak wymaga dodatkowych naktadéw finansowych. Koszty badan ge-
netycznych u pacjentow onkologicznych sg wysoce zréznicowane, zaleznie od
uzytej techniki badawczej i liczby/rodzaju wykonanych oznaczen, niezbednych

dla uzyskania jednoznacznego, klinicznie uzytecznego wyniku.



Obecne rozwigzania sposobu refundacji ba-

dan genetycznych w chorobach nowotworo-

wych odbywa sie w ramach czterech umow

zawieranych przez swiadczeniodawcow z Na-

rodowym Funduszem Zdrowia (rysunek nr 7):

1. Umowy ambulatoryjnej opieki specjali-
stycznej, w ktorej jest mozliwosc rozlicze-
nia badan genetycznych za pomoca pro-
duktu rozliczeniowego (5.03.00.0000021)
wykrywanie RNA/DNA za pomocg badan
molekularnych PCR/PFGE), ktéry znajduje
sie w katalogu specjalistycznych swiad-
czen odrebnych. Wartos¢ swiadczenia

w AOS wynosi obecnie ok. 300 zt

. Do roku 2017 badania genetyczne byty
gtoéwnie rozliczane i finansowane przez
NFZ w ramach umowy swiadczen zdrowot-
nych kontraktowanych odrebnie tzw. umo-
wa SOK, za pomocg produktu rozlicze-

niowego (510.00.0000041) kompleksowa
diagnostyka genetyczna choréb nowotwo-
rowych o wartosci 532 zt z Katalogu zakre-
sow. Od 10.2017 Swiadczenia finansowane
w ramach ryczattu szpitalnego.

. Od poczatku 2017 roku umozliwiono

finansowanie diagnostycznych badan ge-
netycznych w chorobach nowotworowych
w umowie w rodzaju leczenie szpitalne
oparty o zastosowane technologie dia-
gnostyczne.

. Ponadto dopuszczalne jest rozliczenia

badan genetycznych w trakcie kwalifikacji
do programdéw lekowych w ramach umowy
programy lekowe, wytacznie w przypadku
programow hematoonkologicznych jako
Swiadczenie tzw. ryczatt diagnostyczny.

Rysunek nr 7. Finansowanie diagnostycznych badan genetycznych w ramach umoéw zawiera-

nych z NFZ przez swiadczeniodawcow

AOS

AMBULATORYJNA
OPIEKA
SPECJALISTYCZNA

PROGRAMY

LEKOWE

SOK

SWIADCZENIA
ZDROWOTNE

KONTRAKTOWANE

’ \ ODREBNIE

LECZENIA
SZPITALNE
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W obecnej sytuacji, wybor Sciezki rozlicze-
niowej badan genetycznych wykonywanych
w ramach diagnostyki choréb nowotworo-
wych, zalezy od kilku zasadniczych elemen-
tow, miedzy innymi od rodzaju i momentu
pobrania materiatu wykorzystanego do ba-
dania, tj.:

1. materiatu archiwalnego - dostarczonego
z innego osrodka lub pobranego w danym
podmiocie leczniczym podczas procedury
diagnostycznej w trakcie wczesniejszej
hospitalizacji (tzw. materiat archiwalny:
bloczki i szkietka),

2. materiatu aktualnie pobranego w ramach
procedury diagnostycznej w trakcie hospi-
talizacji lub porady ambulatoryjnej.

Biorac pod uwage rodzaj i moment pobrania
materiatu istnieja nastepujace mozliwosci
finansowania badan genetycznych w choro-
bach nowotworowych w ramach umoéw za-
wartych z publicznym ptatnikiem:

Lecznictwo Szpitalne:

A. materiat pobrany podczas hospitalizacji -
rozliczenie badan genetycznych w ramach
dedykowanych produktéw rozliczeniowych
z katalogu do sumowania (zat 1C'),

B. materiat archiwalny dostarczony z innego
osrodka lub pobrany w osrodku podczas
innej hospitalizacji (tzw. materiat archi-
walny: bloczki i szkietka) - rozliczenie
w ramach umowy w rodzaju leczenie szpi-
talne, w ramach produktéw rozliczenio-
wych z katalogu do sumowania oraz
z katalogu 1B? (zat. 1 ¢+ zat. b).

Ambulatoryjna Opieka Specjalistyczna:

A. materiat pobrany w trakcie procedury dia-
gnostycznej ambulatoryjnej — rozliczenie
w ramach umowy w rodzaju Swiadczenia
odrebnie kontraktowane (5.70.00.0000041)
kompleksowa diagnostyka genetyczna
choréb nowotworowych,

B. materiat pobrany podczas porady
(5.03.00.0000021) - Wykrywanie RNA/DNA
za pomocq badari molekularnych (PCR/
PFGE).

C. materiat archiwalny- rozliczany w ramach
umowy w rodzaju Swiadczenia odrebnie
kontraktowane (5.10.00.0000041) komplek-
sowa diagnostyka genetyczna chordb no-
wotworowych,

Programy lekowe:

A. materiat aktualnie pobrany — badania
genetyczne wykonywane w trakcie kwalifi-
kacji do programu lekowego dotyczacych
choréb hematoonkologicznych finanso-
wane w ramach odpowiedniego ryczattu
diagnostycznego

Istotna jest zatem umiejetnos¢ prawidtowe-
go rozrézniania rodzajoéw Swiadczen i oko-
licznosci, w ktérych mozemy przedstawi¢ do
rozliczenia rézne procedury czy produkty roz-
liczeniowe. Ponizej przedstawiono schemat
rozliczenia diagnostycznych badan genetycz-
nych w chorobach nowotworowych z zalez-
nosci rodzaju i momentu pobrania materiatu
do badan.

5.2. Zasady rozliczania badan
genetycznych w chorobach
nowotworowych w ramach umowy
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Rysunek nr 8. Schemat rozliczenia diagnostycznych badan genetycznych w chorobach nowo-
tworowych z zaleznos$ci rodzaju i momentu pobrania materiatu do badan
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leczenie szpitalne

5.2.1 Badania genetyczne w chorobach
nowotworowych z materiatu pobranego

w trakcie hospitalizacji

Finansowanie diagnostycznych badan ge-
netycznych w chorobach nowotworowych
oparte o rozliczenie swiadczen w zaleznosci
od zastosowanej technologii diagnostycznej
wprowadzono od stycznia 2017. Pierwotnie
sprawozdanie badan genetycznych wigzato
sie z koniecznoscig hospitalizacji pacjenta,
w trakcie ktérej pobrany zostat materiat do
wykonania badania diagnostycznego. Kolej-
na zmiana pojawita sie z poczatkiem 2018
roku. Wéwczas wprowadzono mozliwos¢ roz-
liczania diagnostycznych badan genetycz-
nych w trybie ambulatoryjnym wykonanych
z materiatu archiwalnego pobranego réwniez
u innych swiadczeniodawcow.

Zgodnie z zapisami Zarzadzenia Prezesa
Narodowego Funduszu Zdrowia w sprawie
okreslenia warunkéw zawierania i realizacji
uméw w rodzaju leczenie szpitalne (z pézn.
zm.) mozliwo$¢ rozliczania badan diagno-
stycznych genetycznych zostata przypisa-
na 15 zakresom zaréwno zachowawczym jak

i zabiegowym:

1. chirurgii dzieciecej: hospitalizacja/hospi-
talizacja - pakiet onkologiczny

2. chirurgii klatki piersiowej: hospitalizacja/
hospitalizacja — pakiet onkologiczny

3. chirurgii onkologicznej: hospitalizacja/
hospitalizacja — pakiet onkologiczny

4. chorobach ptuc/chorobach ptuc dla dzie-
ci: hospitalizacja pakiet onkologiczny

5. endokrynologii: hospitalizacja/ hospitali-
zacja pakiet onkologiczny

6. gastroenterologii: hospitalizacja/ hospi-
talizacja - pakiet onkologiczny

7. ginekologii onkologicznej: hospitalizacja/
hospitalizacja — paRiet onkologiczny

8. hematologii: hospitalizacja/ hospitaliza-
¢ja - pakiet onkologiczny

9. neonatologii / neonatologii - drugi p.ref.
/ neonatologii - trzeci p. ref.

10.neurochirurgii: hospitalizacja/ hospitali-
zacja - paRiet onkologiczny

11. onkologii i hematologii dzieciecej: hospi-
talizacja/ hospitalizacja — pakiet onkolo-
giczna

12. onkologii klinicznej: hospitalizacja/ ho-
spitalizacja - pakiet onkologiczny

13. otorynolaryngologii: hospitalizacja/ ho-
spitalizacja - pakiet onkologiczny

14. potoznictwie i ginekologii/pot. i gin. -
drugi p. ref./pot. i gin. - trzeci p. ref./ ho-
spitalizacja-pakiet onkologiczny

15. urologii: hospitalizacja/hospitalizacja -

pakiet onkologiczny

Nie ma mozliwosci rozliczenia badan gene-
tycznych w zakresie chirurgia ogélna.
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Rozliczeniu badan genetycznych w choro- « Podstawowe badania genetyczne

bach nowotworowych w ramach umowy le- w chorobach nowotworowych
czenie szpitalne dedykowane sa produkty (kod 5.53.01.0005001)
rozliczeniowe z katalogu 1c (do sumowania), - refundacja 649 zt

ktore pozwalaja sﬁ.nansowac wykonane dfa— . Ztozone badania genetyczne
gnostyczne badania ggnetyczqe z m?tena- w chorobach nowotworowych
tu pobranego w trakcie hospitalizacji oraz (kod 5.53.01.0005002)

z materiatu archiwalnego: - refundacja 1298 zt

« Zaawansowane badania genetyczne
w chorobach nowotworowych
(kod 5.53.01.0005003)
- refundacja 2 434 zt

Rysunek nr 9. Produkty rozliczeniowe dedykowane sprawozdaniu i sflannsowaniu badan
genetycznych w chorobach nowotworowych zgodnie z Zarzgdzeniem Prezesa NFZ w rodzaju
leczenie szpitalne, zatacznik 1c

» Podstawowe badania genetyczne w chorobach nowotworowych
Zarzadzenie Nr 118/2021/DS0Z (kod 5.53.01.0005001) 649
Prezesa

Narodowego Funduszu Zdrowia + Ztozone badania genetyczne w chorobach nowotworowych
(kod 5.53.01.0005002) 1298

+ Zaawansowane badania genetyczne w chorobach nowotworowych

z dnia 28.06.2021 .

zmieniajgce zarzadzenie w sprawie

okreslenia warunkéw zawierania (kod 5.53.01.0005003) 2 434
i realizacji umoéw w rodzaju leczenie
szpitalne oraz leczenie szpitalne -

4wiadczenia wysokospecjalistyczne « MOZLIWOSC SUMOWANIA TYLKO Z KATALOGIEM 1a
«  MOZLIWOSC ROZLICZENIA W PAKIECIE ONKOLOGICZNYM

Podstawowe badanie genetyczne
GRUPA JGP Ztozone badanie genetyczne
ROZLICZENIE NFZ Zaawansowane badanie genetyczne

katalog 1a
katalog 1c
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Podstawowym warunkiem rozliczenia badan
genetycznych w zakresie umowy w rodza-
ju leczenie szpitalne w chorobach nowo-
tworowych jest posiadanie kontraktu z NFZ
na udzielanie Swiadczen opieki zdrowotnej
w rodzaju leczenie szpitalne, w co najmniej
jednym z wymienionych zakresow z katalogu
1czarzadzenia. Hospitalizacja, w ramach kto-
rej pobieramy materiat do badania genetycz-
nego powinna by¢ uzasadniona wzgledami
medycznymi i wtasciwie udokumentowana.
Po otrzymaniu wyniku badania genetycznego
nalezy dosumowac¢ do grupy JGP z katalogu
1la odpowiedni, wskazany przez pracownie
genetyczna produkt rozliczeniowy: proste lub
ztozone lub zaawansowane badanie gene-
tyczne.

Zgodnie z zapisami zarzadzenia nie mozna
sprawozdawa¢ do NFZ tacznie wskazanych
produktéw, jak réwniez wykazywac je razem
z produktem "kompleksowa diagnostyka
genetyczna w chorobach nowotworowych”.
Nalezy pamieta¢, ze badania genetyczne
w chorobach nowotworowych mozna réw-
niez rozliczy¢ w pakiecie onkologicznym jako
Swiadczenia nielimitowane.

Po wykonaniu badania genetycznego i prze-
kazaniu wyniku niezbedne jest rozliczenie
ustugi. Ze wzgledu na fakt, ze s3 to $wiad-
czenia do sumowania z grupa JGP (katalog
1a) powyzsze rozliczenie powinno nastgpic
W miejscu, gdzie nastapito pobranie mate-
riatu tj. w oddziale szpitalnym i moze by¢
dokonane po zakonczeniu hospitalizacji. Nie
ma uzasadnienia dla przedtuzania pobytu
chorego w szpitalu do momentu otrzymania
wyniku.

Warunki rozliczenia badan genetycznych
w chorobach nowotworowych w zakresie
umowy lecznictwa szpitalnego w ramach ho-
spitalizacji to:

» pobranie materiatu do badania genetycz-
nego w datach hospitalizacji,

» uzasadnienie hospitalizacji oraz rozlicze-
nie hospitalizacja zgodnie z grupami JGP

» wskazanie rozpoznania ICD 10 z zakresu
listy rozpoznan: C15 - C20, C25, C34, (38,
C40, C41, C43, C47, C48, C49, C50, C54,C56,
(57, €61, Co4, C67, C69, C70, C71, C72, C73,
C74, C78.6, C82, €83, €85, €88, €90.0, €901,
(90.2, C91.0, €911, C 92.0, €921, €931, D33,
D45, D46, D47, D76 — (z rozszerzeniami do
pieciu znakéw)

» wystawienie skierowania na badanie ge-
netyczne w ramach dat hospitalizacji oraz
pozyskanie Swiadomej zgody pacjenta na
badanie genetyczne oraz pozyskanie zgo-
dy chorego na badanie genetyczne

» po otrzymaniu wyniku badania gene-
tycznego - dosumowanie (prostego lub
ztozonego lub zaawansowanego badania
genetycznego) do grupy JGP, nastepuje
dokonanie korekty sprawozdania i rozli-
czenia kosztéw badan genetycznych.

» mozliwos¢ rozliczenia w pakiecie onkolo-
gicznym jako swiadczenia nielimitowane.
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5.2.2 Badania genetyczne w chorobach

nowotworowych z materiatu archiwalnego

0Od 2018 roku umozliwiono finansowanie
diagnostycznych badan genetycznych w
umowie szpitalnej w trybie ambulatoryjnym
z materiatu archiwalnego. W takim przy-
padku wykorzystujemy produkt rozliczenio-
wy: kod 5.52.01.0001511 badanie genetyczne
Z materiatu archiwalnego - o wartosci 0,

ktéry umozliwia sprawozdanie i rozliczenie
badan genetycznych: prostych, ztozonych
I zaawansowanych w sytuacji koniecznosci
modyfikacji planu leczenia. Swiadczenie ba-
danie genetyczne z materiatu archiwalnego
(kod 5.52.01.0001511) jest dedykowane proce-
durze ambulatoryjnej, ale rozliczane w umo-
wie szpitalnej. Obowigzkowe jest sprawozda-
nie pierwotnej daty pobrania materiatu do
badan.

Rysunek nr 10. Produkt rozliczeniowy umozliwiajacy rozliczenie badan genetycznych w cho-
robach nowotworowych z materiatu archiwalnego w trybie ambulatoryjnym
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> do rozliczenia wytacznie z produktem: 5.53.01.0005001
i lub 5.53.01.0005002 lub 5.53.01.0005003, w sytuacji
Badanie konieczno$ci modyfikacji ustalonego plan leczenia,
enetyczne > Koni & ia i ; i
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materiatu materiafu do badan

> realizowane w trybie ambulatoryjnym

> zgodnie z § 26 pkt 21 zarzadzenia

§ 26 pkt 21 dopuszcza sie rozliczanie produktu: 5.52.01.0001511 Badanie genetyczne materiatu archiwalnego z kata-
logu produktéw odrebnych okreslonego w zatgczniku nr 1b do zarzgdzenia - w sytuacji wykonania badania ma-
teriatu archiwalnego, pobranego réwniez u innego swiadczeniodawcy, w sytuacji Roniecznosci modyfikacji przez

swiadczeniodawce ustalonego planu leczenia;
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Podstawowym warunkiem realizacji omawia-
nego swiadczenia jest wskazanie do rozlicze-
nia produktu rozliczeniowego: 5.52.01.0001511
Badanie genetyczne materiatu archiwalnego
0 wartosci punktowej ,0” i dosumowanie od-
powiedniej procedury diagnostycznej z kata-
logu 1c.

Nalezy mie¢ na uwadze, ze materiat archi-
walny moze by¢ pobrany réwniez u inne-
go Swiadczeniodawcy w trakcie Swiadczen
w trybie szpitalnym czy ambulatoryjnym,
ktory bedzie poddany ponownej ocenie mo-
lekularnej. Nie obowiazuje warunek czasowy
tj. procedura pobrania materiatu mogta za-
istnie¢ wiele miesiecy lub lat przed obecnym
wykonaniem badania diagnostycznego gene-
tycznego.

Rysunek nr 11. Warunki finansowania badan genetycznych z materiatu archiwalnego w trybie

ambulatoryjnym

Zarzadzenie Nr 118/2021/DS0Z
Prezesa
Narodowego Funduszu Zdrowia

z dnia 28.06.2021 .

zmieniajace zarzadzenie w sprawie
okreslenia warunkéw zawierania

i realizacji umoéw w rodzaju leczenie

szpitalne oraz leczenie szpitalne -

Swiadczenia wysokospecjalistyczne .

badanie

genetyczne
z materiatu

archiwalnego

ROZLICZENIE NFZ

katalog 1b

» Podstawowe badania genetyczne w chorobach nowotworowych
(kod 5.53.01.0005001) 649

+ Ztozone badania genetyczne w chorobach nowotworowych
(kod 5.53.01.0005002) 1298

+ Zaawansowane badania genetyczne w chorobach nowotworowych
(kod 5.53.01.0005003) 2 434

MOZLIWOSC SUMOWANIA TYLKO Z KATALOGIEM 1a
« MOZLIWOSC ROZLICZENIA W PAKIECIE ONKOLOGICZNYM

Podstawowe badanie genetyczne lub
Ztozone badanie genetyczne lub
Zaawansowane badanie genetyczne

katalog 1c

» W sytuacji wykonania badania materiatu archiwalnego, pobranego réwniez u innego Swiadczeniodawcy,
» w sytuacji koniecznosci modyfikacji przez swiadczeniodawce ustalonego planu leczenia;

» mozliwos$¢ rozliczenia w pakiecie onkologicznym
» tryb ambulatoryjny

Obecny stan prawny uniemozliwia rozlicze-
nie w trybie ambulatoryjnym badan gene-

tycznych pobranych z materiatu Swiezego,
np. krwi.
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5.2.3 Wykaz badan genetycznych
w chorobach nowotworowych
- zatacznik nr 7.

Finansowanie  diagnostyki  molekularnej
w umowie w rodzaju leczenie szpitalne uza-
leznione jest od zastosowanych technik, ich
ztozonosci i poniesionych kosztéw. W zatacz-
niku nr 7° tj. Wykazie badan genetycznych
w chorobach nowotworowych umieszczono
postepowania diagnostycznego

w nowotworach ztosliwych rekomendowa-

zalecenia

ne przez polskie towarzystwa naukowe oraz
wytyczne ekspertow w dziedzinie genetyki
onkologicznej. Przedstawione zakresy meto-
dyczne wykonywanych badan genetycznych
podzielono na trzy kategorie w zaleznosci od
ztozonosci uzytych technik biologii moleku-
larnej. Zakresy badan genetycznych podzie-
lono na badania proste, ztozone i zaawanso-
wane.

Nieustanny rozwoj wiedzy dotyczacej pod-
toza molekularnego nowotwordéw oraz stale
rosngca liczba dostepnych nowoczesnych
terapii celowanych powoduje, ze techniki
biologii molekularnej nie tylko umozliwia-
ja precyzyjne
i postawienie wtasciwego rozpoznania kli-
nicznego, ale sa doskonatym narzedziem

réznicowanie nowotworow

pozwalajacym na skuteczng kwalifikacje
pacjentow do odpowiednich terapii. Dla-
tego tez, wskazane jest uwzglednienie ko-
lejnych rozpoznan do zatacznika nr 7 co
umozliwi wykonanie badan genetycznych u
chorych z kolejnymi nowotworami. W 2021

zmodyfikowano zatacznik nr 7 do zarzadze-
nia* stanowiacy wykaz badan genetycznych
w chorobach nowotworowych. Dlatego tez,
w zatgczniku m. in. dodano kolejne rozpo-
znania, ktére umozliwia wykonanie badan
genetycznych u chorych z nastepujacymi
rozpoznaniami:

A. nowotwor gruczotu krokowego — C61,
B. nowotwor trzonu macicy — C54,

C. nowotwor ztosliwy pecherza moczowego
- (67,

D. nowotwor ztosliwy trzustki — C25;

oraz zaktualizowano zapisy w zataczniku nr
7 dotyczace rozliczania badan genetycznych
w poszczegbdlnych kategoriach, tj. badanie
proste, ztozone i zaawansowane, co pozwoli
na ich dostosowanie do obecnie wykorzysty-
wanych technik biologii molekularnej oraz
umozliwi prawidtowe rozliczanie wykonywa-
nych badan.

Prawidtowe opisanie technologii wykonania
procedury badania genetycznego pozostaje
w gestii pracowni genetycznej, wykonujacej
badanie (lub nastepujace po sobie badania)
u danego pacjenta. Okreslenie rodzaju ba-
dania (badanie proste, ztozone czy zaawan-
sowane) jest faktycznie mozliwe dopiero po
catkowitym zakonczeniu procedury diagno-
stycznej i uzyskaniu ostatecznego wyniku
W pracowni genetycznej. Dopiero w tym mo-
mencie bedzie mozliwa réwniez petna ocena
poniesionych naktadéw i wskazanie proce-
dury do rozliczenia.

3 Zarzgdzenie nr 118/2021/DSOZ Prezesa Narodowego Funduszu Zdrowia

4 ZARZADZENIE Nr 118/2021/DSOZ PREZESA NFZ z dnia 28.06.2021 r. zmieniajgce zarzqdzenie w sprawie okreslenia
warunkdw zawierania i realizacji uméw w rodzaju leczenie szpitalne oraz leczenie szpitalne — swiadczenia wyso-

kRospecjalistyczne
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Rysunek nr 12. Wykaz badan genetycznych w chorobach nowotworowych - zatacznik nr7

Wykaz badan genetycznych w chorobach nowotworowych
(ICD-10: C15-C20, C25, C34, C38, C40, C41, C43, C47, C48, C49, C50, C54, C56, C57, C61, C64, C67, C69, C70,
C71,C72,C73,C74,C78.6,C82, C83, €85, C88, €90.0,C390.1,C90.2, C31.0, C91.1, C 92.0, C92.1, C93.1, D33,

D45, D46, D47, D76 — z rozszerzenieniami do pieciu znakow)

Zakres badan

Lp. genetycznych

Proste
badanie genetyczne

Kategoria szczegotowa

1.1. Analiza kariotypu w komérkach nowotworowych przy uzyciu jednej meto-
dy prazkowej

1.2. FISH?/ISH? (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ) do komdrek nowotwo-
rowych z zastosowaniem jednej sondy DNA lub sondy z zestawem kontrolnym

1.3. Prosty test — badanie molekularne

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

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

Zlozone
badanie genetyczne

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

2.2. Analiza kariotypu w komdrkach nowotworowych przy uzyciu jednej meto-
dy prazkowej z réwnolegta analiza FISH?) z uzyciem 1-2 sond |ub z prostym
badaniem molekularnym

2.3 FISH2)/ISH3 do komdrek nowotworowych z zastosowaniem zestawu sond
(od 2 do 3 sond)

2.4. FISH2) do komdrek nowotworowych z zastosowaniem zestawu sond (od
1 do 2 sond) z rownolegta analiza kariotypu lub z prostym badaniem moleku-
larnym

2.5. C-1g-FISH? (Cytoplasmic Immunoglobulin FISH) ocena statusu kilku genéw
w wyodrebnionej populacji plazmocytow (zestaw sond zgodnie z zaleceniami
klinicznymi)

2.6. Ztozony test — badanie molekularne

Analiza 6-40 amplikonéw metodg sekwencjonowania Sangera lub NGS

lub analiza przy uzyciu prostej reakcji PCR1) z dodatkowym zastosowaniem
Southern Blot

lub badanie mutacji dynamicznych

lub analiza duplikacji/delecji

lub analiza metylacji

Zaawansowane badanie
genetyczne

3.1. Analiza kariotypu w komdrkach nowotworowych przy uzyciu jednej meto-
dy prazkowej z rownolegtymi badaniami analizg FISH z uzyciem >2 sond lub
z badaniem molekularnym (2 proste lub 1 ztozone badanie molekularne)

3.2. FISH/ISH?:3) do komdrek nowotworowych z zastosowaniem zestawu
co najmniej 4 sond lub z zastosowaniem co najmniej 34 sond
z rownolegtym badaniem molekularnym

3.3.Test zaawansowany — badanie molekularne

Profil ekspresji genéw GEP (Gene Expresion Profiling) — rézne zestawy diagno-
styczne dedykowane poszczegdlnym nowotworom

lub sekwencjonowanie NGS (powyzej 40 amplikonow)

1) - badanie metodqg PCR lub modyfikacjami tej metody (RT-PCR, RQ-PCR, nested-PCR, real time PCR i inne)

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

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

4) trzech zestawéw diagnostycznych identyfikujgcych niezalezne molekularne markery predykcyjne, o ile w réwnolegtym bada-
niu nie stwierdzono Rlinicznie istotnych wariantéw genetycznych.
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5.3. Analiza sprawozdanych

i rozliczonych badan genetycznych
w nowotworach piersi C50 w okresie
2017-2019

W zwigzku z nowymi mozliwosciami finanso-
wania badan genetycznych chorobach nowo-
tworowych Polska Koalicja Medycyny Perso-
nalizowanej przeprowadzita analize danych
dotyczacych realizacji tych badan w umo-
wie w rodzaju leczenie szpitalne jak rowniez
w umowie w rodzaju Swiadczenia odrebnie
kontraktowane w latach 2017-2019. Dane do
analizy pozyskano z Centrali NFZ na podstawie
zgody udzielonej przez Prezesa NFZ, w formie
plikow Excel wygenerowanych z centralnego
systemu informatycznego, elektronicznego
systemu sprawozdawania i rozliczania $wiad-
czen opieki zdrowotnej finansowanych ze
srodkow publicznych przekazywanych przez

Swiadczeniodawcow do bazy NFZ.

Udostepnione informacje odnoszg sie do ze-
stawow Swiadczen obejmujacych nastepuja-
ce badania genetyczne:

» Podstawowe badania genetyczne w cho-
robach nowotworowych

» Ztozone badania genetyczne w chorobach
nowotworowych

» Zaawansowane badania genetyczne
w chorobach nowotworowych

» Badania genetyczne z materiatu archiwal-
nego

» Kompleksowa diagnostyka genetyczna
choréb nowotworowych

Ponizej przedstawiono analize ocena wptywu
zmiany modelu finansowania na dostepnosc
diagnostycznych badan genetycznych dla

rozpoznania C50 — nowotwdr ztosliwy pier-
si, w ktorej uwzgledniono wytacznie bada-
nia genetyczne zrealizowane i sfinansowane
w ramach umow zawartych przez swiadcze-
niodawcéw z Narodowym Funduszem Zdro-
wia.

Szoste miejsce pod wzgledem liczby sfinan-
sowanych przez NFZ badan genetycznych
w chorobach nowotworowych zajmuje roz-
poznanie C50 - nowotwdr ztosliwy piersi.
W analizowanym okresie sprawozdano i roz-
liczono taczna liczbe 5281 zt diagnostycznych
badan genetycznych dla rozpoznania C50,
a kwota jaka zostata sfinansowana przez pu-
blicznego ptatnika wyniosta 3 657 396 zt (wy-
kres nr 1, wykres nr 2).

Wykres nr. 1. Liczba sprawozdawanych ba-
dan genetycznych w nowotworach piersi C50
w 2017-2019
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Wykres nr. 2. Wartos¢ genetycznych sfinan-
sowanych przez ptatnika badan dla rozpo-
znania C50
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Podstawowym badaniem genetycznym, ktore
moze byc rozliczone z materiatu Swiezego lub
archiwalnego jest badanie amplifikacji genu
HER2 metoda FISH. W zakresie zmian ger-
minalnych (poradnictwo genetyczne) mamy
mozliwos¢ analizy, poza genami BRCA1/2
rowniez kilku innych gendw, ktérych mutacje
moga powodowac raka piersi np. CHEK2, czy
PALB2. Obecnie najczesciej ocenia sie jedy-
nie pie¢ najczestszych mutacji genow BRCAT
I BRCA2 wystepujacych w polskiej populacji.
Geny BRCAT, BRCA2 sa duze, o bardzo dtugiej
sekwencji DNA. Na Swiecie standardem jest
juz ocena catych sekwencji kodujacych tych
genodw co powinno by¢ juz rutynowo wyko-
nywane w przypadku, gdy diagnostyka gene-
tyczna jest niezbedna. Kompleksowa ocena
mutacji w obu genach BRCA1/BRCA2 wymaga
zastosowania technologii sekwencjonowa-
nia nastepnej generacji (NGS). Takie badanie
moze byc¢ korzystnie rozliczone jako zaawan-
sowane w przypadku wykorzystania materia-
tu z bloczka parafinowego, a takze w niekto-
rych sytuacjach z krwi obwodowe;.

Aktualnie prowadzane sa badanie dotyczace
genu PIK3CA (3-Rinaza fosfatydyloinozytolu,).
U pacjentek, u ktorych zidentyfikuje sie mu-
tacje w PIK3CA bedzie mozna w przysztosci
zastosowac leczenie celowane. Innym poten-
cjalnym markerem genetycznym sa zmiany
zwane fuzjami genowymi. W raku piersi wy-
stepuje bardzo rzadka fuzja genu NTRK. Duze
nadzieje wigzano z badaniem NTRK w po-
trojnie ujemnych rakach piersi, poniewaz dla
tych chorych nie ma obecnie zadnego efek-
tywnego leczenia. Jednak fuzja genu NTRK
wystepuje u ponizej 1% pacjentek z rakiem
piersi.

W Polsce w okresie 2017-2019 liczba rozli-
czonych badan genetycznych w nowotworze
piersi zdecydowanie byta wieksza w ramach
umowy Swiadczenia odrebnie kontraktowa-
ne jako kompleksowa diagnostyka nowo-
tworowa i tacznie wynosita 3 628 o wartosci
1 875 676 zt (wykres nr 3).

Najwiecej badan diagnostycznych genetycz-
nych rozliczcono w umowie rodzaju lecznic-

Wykres nr 3. Liczba rozliczonych badan genetycznych dla rozpoznania C50 z podziatem na

umowy
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two szpitalne - zakres pakiet onkologiczny.
W limitowanych
(Swiadczenia poza pakietem i ryczatt) spra-
wozdano 1 070 badan o wartosci 2 224 148 zt.
W tym zdecydowany najwiekszy udziat pro-
centowy w nowotworach piersi w ramach

pozostatych zakresach

umowy leczenie szpitalne maja podstawowe
badania genetyczne w chorobach nowotwo-
rowych: 65%. (wykres nr 4)

Analiza odsetka wykonanych badan dla po-
szczegdlnych rodzajéw posrednio wskazuje,
ze tylko u okoto 35% wykonano oznaczenie
mutacji BRCAT i BRCA2 zaktadajac popraw-
nosc rozliczenia.

Dominujgcym zakresem w ktérym rozliczano
badania genetyczne wykonane z materiatu
Swiezego byta chirurgia onkologiczna, a dla
materiatu archiwalnego — onkologia klinicz-
na. Przy czym 999 badan z materiatu ,$wie-
zego” rozliczono w zakresie chirurgia onko-
logiczna, a 445 z materiatu archiwalnego
w onkologii klinicznej (tabela nr 5, 6).

Wykres nr. 4. Procentowy udziat rodzajéw
badan genetycznych w chorobach nowotwo-
rowych dla rozpoznania C50

18%
ztozone badanie genetyczne
w chorobach nowotworowych

65%

podstawowe badanie
genetyczne w chorobach
nowotworowych

17%
zaawansowane
badanie genetyczne
w chorobach
nowotworowych

Tabela nr 5. Liczba rozliczonych diagnostycznych badan genetycznych dla rozpoznania C50
w ramach nielimitowanych i limitowanych srodkéw finansowych w umowach NFZ

RODZAJE UMOW NFZ

liczba wartosc

UMOWA RODZAJU

liczba

wartosc liczba wartosc liczba wartosc

 LECTENIE STPITALNE 297 2415757t 563 6442557zt 793 895889zt 1653 1781720zt
ryczatt 24 16873z 12 184957t 71 88583zt 107 123951zt
pakiet onkologiczny 266 219511zt 400 478608zt 463 517221z 1129 1215340 z4
. Swiadczenia poza 7 5192zt 151 147152z 259 290085z 417 442 428 7t
pakietem onkologicznym
UMOWA RODZAJU
- $WIADCZENIA ODREBNIE 1212 6266047k 1200 620400zt 1216 6286727zt 3628 18756767
KONTRAKTOWANE (RYCZALT)
Razem liczba badan
genetycznych rozliczonych N4 10638zt 189 97713z 173 89uLlzt 576 297792 7t

dla rozpoznania icd10: C50
w umowach NFZ
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Tabela nr 6. Liczba sprawozdanych i rozliczonych diagnostycznych badan genetycznych dla
rozpoznania C50 w umowie rodzaju leczenie szpitalne w zakresach w latach 2017-2019

ZAKRESY W UMOWIE RODZAJU
LECZENIE SZPITALNE

liczba wartosc liczba

wartosc liczba wartosc liczba wartosc

BADANIA GENETYCZNE Z MATERIAtU ARCHIWALNEGO

Onkologia kliniczna 74 72 521 zt 3N 421662zt 445 494183 zt
Chirurgia onkologiczna 13 9 085 zt 94 71710zt 107 80 796 zt
Choroby ptuc 2 2596 zt 2 2 596 zt

BADANIA GENETYCZNE SZPITALNE (materiat ,Swiezy” pobrany w trakcie hospitalizacji)

Chirurgia onkologiczna 290 235735zt 444 525658 zt 265 332754zt 999 1094 147 zt
Onkologia kliniczna 6 5192 zt 27 33746zt 55 59 704 zt 88 98 642 zt

Inne zakresy 1 649 zt 5 3245 7t 6 7 463 zt 12 11357 zt

RAZEM 297 241575zt 563 644 255 zt 793 895889zt 1653 1781720zt

Najczesciej rozliczang grupa dla hospitali-
zacji podczas, ktérej pobrano materiat dla
wykonania badania diagnostycznego byta

grupa J02 — kompleksowe zabiegi w obrebie
piersi (wykres nr5).

Wykres nr 5. Liczba rozliczonych badan genetycznych w trakcie hospitalizacji z wykazanymi

najczesciej grupami zabiegowymi JGP
J03 Duze zabiegi w obrebie piersi

J01 Radykalne odjecie piersi z rekonstrukcja
JO3E Duze zabiegi w obrebie piersi >65 r.z.
JO3F Duze zabiegi w obrebie piersi <65 r.z.

J10 Biopsja mammotomiczna

J08 Choroby piersi ztosliwe

J06 Mata chirurgia piersi

J02 Kompleksowe zabiegi w obrebie piersi

Od 2018 roku istotnie zwiekszyta sie liczba
rozliczanych badan ztozonych w chorobach
nowotworowych. Nie mozna wykluczy¢, ze
przyczyna jest oznaczanie mutacji w genach

592

BRCAT i BRCA2 w tym rozpoznaniu poniewaz
oznaczenie amplifikacji genu HER2 powinno
by¢ rozliczone jako badanie proste.
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Wykres nr 6. Liczba sfinansowanych badan genetycznych w chorobach nowotworowych dla
rozpoznania C50 w ramach umowy leczenie szpitalne z podziatem na produkty rozliczeniowe
w latach 2017-2019
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=== Podstawowe badanie genetyczne w chorobach nowotworowych
=== Zaawansowane badanie genetyczne w chorobach nowotworowych
=== Zlozone badanie genetyczne w chorobach nowotworowych

W tabeli nr7inawykresie nr7 przedstawiono  styki genetycznej choréb nowotworowych:
liczbe oraz wartos¢ poszczegélnych produk- 3 628 badan o wartosci 1 875 676 zt. Kolej-
tow rozliczeniowych dzieki, ktorym mozemy  nym pod wzgledem ilosciowym produktem
sfinansowac zrealizowane badania genetycz-  rozliczeniowy jest podstawowe badanie ge-
ne w nowotworach piersi. | tak zdecydowanie  netyczne: 1 068 o wartosci 693 089 zt.
najwiecej wykonano kompleksowej diagno-

Tabela nr 7. Produkty rozliczeniowe w umowach NFZ dot. badan genetycznych w chorobach
nowotworowych dla rozpoznania C50 sfinansowane w pakiecie onkologicznym i zakresach
limitowanych

2018 2009 ;:Jc'gjva
UMOWA RODZAJU LECZENIE SZPITALNE 563 793 1653
Ztozone badanie genetyczne w chorobach nowotworowych 34 64 197 295
Swiadczenia rozliczone w ryczatcie 2 0 16 18
Swiadczenia rozliczone w pakiecie onkologicznym 31 46 59 136
Swiadczenia rozliczone poza pakietem onkologicznym 1 18 122 14
Podstawowe badanie genetyczne w chorobach nowotworowych 248 366 454 1068
Swiadczenia rozliczone w ryczatcie 22 6 37 65
Swiadczenia rozliczone w pakiecie onkologicznym 220 248 304 772
Swiadczenia rozliczone poza pakietem onkologicznym 6 112 13 231
Zaawansowane badanie genetyczne w chorobach nowotworowych 15 133 142 290
Swiadczenia rozliczone w ryczatcie 6 18 24
Swiadczenia rozliczone w pakiecie onkologicznym 15 106 100 221
Swiadczenia rozliczone poza pakietem onkologicznym 21 24 45
Kompleksowa diagnostyka genetyczna chordéb nowotworowych 1212 1200 1216 3628
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Wykres nr 7. Wartos¢ badan genetycznych w rozpoznaniu C50 sfinansowanych przez NFZ
w latach 2017-2019

genetyczna choréb nowotworowych
Ztozone badanie genetyczne - 382 886 zt
w chorobach nowotworowych
Zaawansowane badanie genetyczne _ 705 744 2t
w chorobach nowotworowych

Podstawowe badanie genetyczne 693 089 zt
w chorobach nowotworowych
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Wykres nr 8. Liczba badan genetycznych dla rozpoznania C50 w oddziatach wojewddzkich
w latach 2017-2019 sfinansowanych w umowie leczenie szpitalne

450

398
400
350
300 295
267
250
200 175
150 149
104
100 I I 86 78
23 20 14
9 3 2
N S N N
Q"\% o QO\% & e & F @0@ @°& A @"& Q§) & N
N S © S Q& o & N d N & N o N & $
& & A&\Z\ ) & R SR bo\ o N & N S N
& &Y e o8 & & & o
¢ @ &
& & &
N & <

Najwiekszy odsetek badan genetycznych sfi-  sprawozdany w wojewddztwie matopolskim
nansowanych w lecznictwie szpitalnym byt i mazowieckim odpowiednio 398 i 295.
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Wykres nr 9. Liczba sfinansowanych badan genetycznych dla rozpoznania C50 w oddziatach
wojewddzkich w latach 2017-2019 w umowie rodzaju Swiadczenia odrebnie kontraktowane
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Tabela nr 8. Liczba i wartos¢ sfinansowanych archiwalnych badan genetycznych w choro-
bach nowotworowych dla rozpoznania ICD10 C50 w latach 2017-2019

2017 Razem

wartosc

2018
wartosc

2019

liczba liczba liczba wartosc liczba wartosc

UMOWA RODZAJU LECZENIE SZPITALNE

BADANIA GENETYCZNE

C ARCHIWALNE 87 81607 467 495968zt 554 577574 zt
Podstawowe badanie genetyczne 57 36991 252 163538zt 309 200529 7t

w chorobach nowotworowych
Ztozone badanie genetyczne 25 32448 47 14379z 52 126547 7t

w chorobach nowotworowych
Zaawansowane badanie genetycz- 5 12168 168 218051zt 193 250 499 7t

ne w chorobach nowotworowych

BADANIA GENETYCZNE

C SZPITALNE 297 261575 476 562648 326 399922zt 1099 1204145zt
Podstawowe badanie genetyczne 0 1600, 309 200529 202 131090z 759 492 561 zk

w chorobach nowotworowych
Ztozone badanie genetyczne .o 3050, 98 311501 95 231192zt 238 579197zt

w chorobach nowotworowych
Zaawansowane badanie genetycz- 5, 44129 39 50619 29 37640zt 102 132388z

ne w chorobach nowotworowych

Umozliwienie od 2018 finansowania badan
genetycznych w ramach umowy leczenia
szpitalne z materiatu archiwalnego przyczy-
nito sie do stopniowego wykorzystania przez

Swiadczeniodawcow sprawozdania i rozlicza-
nia badan w trybie ambulatoryjnym. taczna
liczba zrealizowanych w tym trybie badan to
554 0 wartosci 577 574 zt (tabela nr 8).
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Czas oczekiwani po sprawozdaniu

i rozliczeniu badania genetycznego
do podania leku w programie
lekowym

U chorych, dla ktérych rozliczono diagno-
styczne badania genetyczne z rozpoznaniem
C50 w latach 2017-2019, a nastepnie podano
lek z programu lekowego Leczenie raka piersi
obliczono $redni czas oczekiwania dla catej
Polski oraz dla poszczegdlnych grup pod-
miotow leczniczych (rysunek nr 13). Zdecy-

dowanie i najszybszy ér. czas podania leku
w programie lekowym jest w szpitalach ogol-
nopolskich (tabela nr 9).

tacznie w latach 2017-2019 wykonano 5 281
diagnostycznych badan genetycznych u cho-
rych z nowotworem piersi. Z tego 781 chorym
podano lek z programu lekowego Leczenie
raka piersi, w tym 508 chorych badanie ge-
netyczne miato wykonane przed wtaczeniem
do programu. Sredni czas oczekiwania na po-
danie leku w tym programie po sprawozdaniu
wyniku badania genetycznego dla catej Polski
wynosi 16 dni.

Rysunek nr 13. Sredni czas oczekiwania na podanie leku w programie lekowych u chorych,
u ktérych sprawozdano diagnostyczne badanie genetyczne z rozpoznaniem C50

5281

Liczba badan genetycznych
wykonanych dla rozpoznania
C50 i sfinansowanych
w ramach umoéw NFZ

781

Liczba pacjentow,
u ktérych sfinansowano
badanie genetyczne dla

lek w ramach programu
lekowego

rozpoznania C50 i podano

508 Sredni czas do podania
Liczba pacjentéw wtgczonych leku po wykonaniu badania
do programu lekowego genetycznego
po wykonaniu badania
genetycznego

781

273

Liczba pacjentéw wtaczonych
do programu lekowego
przed wykonaniem badania
genetycznego

Tabela nr 9. Sredni czas oczekiwania na podanie leku w programie lekowych u chorych,
u ktorych sprawozdano diagnostyczne badanie genetyczne z rozpoznaniem raka piersi C50

z podziatem na grupy podmiotéw leczniczych

Leczenie zaawansowanego raka jelita grubego

Liczba badan Sredni czas

Szpitale onkologiczne lub pulmologiczne

Szpitale Il stopnia

Szpitale ogblnopolskie (Instytuty i Centra Onkologii)

Szpitale Il stopnia

genetycznych* oczekiwania**
186 41
4 16
446 4
103 26
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