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Stanowisko ekspertow w zakresie
diagnostyki szlaku sygnatowego
PISK-AKT-mTOR w hormonozaleznym

raku piersi

Experts’ position paper on the diagnostics of the PISBK-AKT-mTOR signaling pathway
in hormone-dependent breast cancer

Adres do korespondencji: STRESZCZENIE
Dr hab. n. med. Barbara Radecka, prof. U0~ SZlak PISK-AKT-mTOR reguluje wzrost, przezycie i metabolizm komorek. Jego nadmierna aktywacia jest
Klinika Onkologii z Odcinkiem Dziennym,  jednym z kluczowych mechanizmow rozwoju i progresiji raka piersi, zwlaszcza podtypu HR+/HER2-, oraz

Opolskie Centrum Onkologii istotnym czynnikiem powstawania hormonoopornoéci podczas leczenia hormonalnego. Najwazniejsze istot-
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w genach PIK3CA, AKT1 lub PTEN.
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ABSTRACT

The PIBK-AKT-mTOR pathway regulates cell growth, survival, and metabolism. Its excessive activation is

one of the key mechanisms of the development and progression of breast cancer, particularly the HR+/

/HER2- subtype, and is an important factor in the development of hormone resistance during endocrine tre-

atment. The most important disorders include alterations in the PIK3CA, AKT1, and PTEN genes, which serve

as predictive biomarkers.

Drugs that target this pathway include PI3K, AKT, and mTOR inhibitors. Proven efficacy has been demonstra-

ted for everolimus (MTOR inhibitor), alpelisib (PI3Ka inhibitor), and the newest capivasertib (AKT inhibitor). In

the CAPItello-291 trial, capivasertib significantly prolonged progression-free survival, especially in patients
with disorders in the PIK3CA, AKT1, or PTEN genes.
Diagnostics of the above molecular alterations should mainly be based on NGS technology, which enables

acomprehensive and simultaneous assessment of the PIK3CA, AKT1, and PTEN gene sequences. The material

of choice is FFPE tissue, obtained from metastataic lesions. An alternative, especially in the absence of tissue

material, is liquid biopsy, which provides a current molecular profile of the tumor.
In Poland, tests of the alterations in the PIK3CA, AKT1 and PTEN genes may be reimbursed by the National
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reimbursement of genetic testing

Rola szlaku sygnatowego
PIBK-AKT-mTOR u chorych
na raka piersi

Szlak PI3K-AKT-mTOR nalezy do kluczowych
Sciezek sygnatowych komorki. Reguluje proliferacje,
wzrost i przezycie, a takze wplywa na metabolizm, pro-
muje synteze bialek i angiogeneze [1]. Hiperaktywacja
szlaku PI3BK-AKT-mTOR napedza onkogeneze i przy-
czynia si¢ do rozwoju réoznych nowotworéw, w tym raka
piersi [2-6].

Szlak ten jest aktywowany przez powierzchniowe
receptory dla kinaz tyrozynowych, receptor insulinowy
oraz receptory sprzezone z biatkami G, ktore reagu-
ja na czynniki wzrostowe, hormony i cytokiny [7, §].
Przytaczenie liganda wyzwala wewnatrzkomérkowa
aktywnos$¢ receptorow poprzez rekrutacje i aktywacje
biatek sygnatowych. Jednym z kluczowych bialek szla-
ku jest PI3K. W raku piersi najczesciej aktywna jest
heterodimeryczna izoforma PI3K, sktadajaca si¢ z pod-
jednostki katalitycznej p110a, kodowanej przez gen
PIK3CA i podjednostki regulatorowej p85, kodowane;j
przez gen PIK3RI [5, 9]. Zadaniem PI3K jest prze-
ksztalcenie fosfolipidowego sktadnika btony komérko-
wej, petniacego role przekaznika sygnatowego, PIP2 do
PIP3 (ryc. 1). Wzrost poziomu PIP3 pozwala z kolei
na rekrutacje kinazy serynowo-treoninowej AKT do
blony komérkowej za posSrednictwem domeny PH,
a specyficzna fosforylacja przez PKD1 i mTORC?2 ak-
tywuje AKT. W raku piersi najczesciej aktywna jest
izoforma AKT1 kinazy AKT [5, 10]. Kolejnym etapem
szlaku jest poSredni lub bezposredni wplyw aktywne;j
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formy AKT na kinaz¢ mTOR, ktéra dziata w dwdch
kompleksach (mMTORC1 i mTORC?2) i stanowi gléwny
regulator wzrostu, metabolizmu i przezycia komorek
[4,5, 11, 12].

Negatywnym regulatorem szlaku PI3K-AKT-
-mTOR jest biatko PTEN, homolog fosfatazy i tensy-
ny, kodowane przez jednoimienny gen supresorowy.
Rola tego biatka jest wtorne przeksztatcanie PIP3 do
PIP2 w blonie komérkowej, co uniemozliwia rekrutacje
i aktywacje AKT (hamowanie AKT) i poSrednio wyla-
cza sygnalizacje mTOR. PTEN dziata w tym wypadku
jak supresor i jest regulatorem antyproliferacyjnym
szlaku PI3K-AKT-mTOR [11, 13-16].

W raku piersi hiperaktywacja szlaku PI3K-AKT-
-mTOR prowadzi do niezaleznego od estrogenéw
pobudzenia sygnalizacji. W rakach pierwotnie hor-
monozaleznych z dodatnig ekspresja receptoréw
hormonalnych (HR+, hormone receptor-positive)
komoérki nowotworowe nabywaja zdolno§¢ omijania
blokady receptoréw hormonalnych (HR, hormone
receptors), co stanowi jedna z istotnych przyczyn
opornosci na hormonoterapi¢ [17]. Przyczyna hiper-
aktywacji szlaku sygnatowego PI3K-AKT-mTOR
moze by¢ obecnos¢ wariantéw patogennych w genach
kodujacych kluczowe biatka wykonawcze. W raku
piersi gléwnymi punktami uchwytu szlaku sa geny
PIK3CA, AKTI i PTEN, stajace si¢ jednocze$nie
istotnymi biomarkerami predykcyjnymi w planowa-
niu leczenia ukierunkowanego na ten szlak sygnato-
wy. Charakterystyka biologiczna istotnych klinicznie
patogennych wariantéw PIK3CA, AKTI i PTEN oraz
czgstosS¢ ich wystepowania uzasadnia opracowanie
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Klasy IA i IB biatek PI3K sg aktywowane, gdy
zewnatrzkomorkowe czynniki wzrostu wiaza
sie z rozpoznajgcymi je receptorowymi
kinazami tyrozynowymi
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Rycina 1. Regulacja szlaku sygnatowego PI3K-AKT-mTOR. Opracowano na podstawie [16]

efektywnej Sciezki diagnostycznej w raku piersi oraz
wykorzystanie tych genéw w praktyce klinicznej jako
biomarkeréw predykcyjnych [15, 18-22].

Znaczenie kliniczne szlaku
PIBK-AKT-mTOR u chorych
na raka piersi

Rak piersi HR+ i bez nadmiernej ekspresji recep-
tora naskorkowego czynnika wzrostu 2 (HER2, human
epidermal growth factor receptor 2; HER2-) stanowi naj-
czestszy podtyp biologiczny tego nowotworu. Zgodnie
z obowigzujacymi wytycznymi postepowania klinicz-
nego konferencji uzgodnieniowej Zaawansowanego
Raka Piersi (ABC6/7, Advanced Breast Cancer),
Europejskiego Towarzystwa Onkologii Klinicznej
(ESMO, European Society for Medical Oncology) oraz
National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
podstawowg strategia leczenia pierwszej linii chorych
w stadium uogdlnienia jest hormonoterapia skojarzona
z inhibitorami kinaz zaleznych od cyklin 4 i 6 (CDK4/6,
cyclin-dependent kinases 4 and 6; iCDK4/6) [23-25].
Takie leczenie znamiennie wydtuza mediang czasu
przezycia wolnego od progresji (PFS, progression free
survival) i catkowitego (OS, overall survival) w poréw-
naniu z samodzielna hormonoterapia [26-28].

Pomimo niewatpliwej wartoSci tego leczenia,
u wigkszosci chorych dochodzi do rozwoju hormo-
noopornosci. Jednym z kluczowych jej mechanizméw
jest aktywacja szlaku PI3K-AKT-mTOR, co czyni
blokowanie tego szlaku atrakcyjna opcja terapeutycz-
na w tym podtypie raka piersi. Poszczegélne elementy
szlaku PI3K-AKT-mTOR stanowig idealne punkty
uchwytu dla terapii celowanych, a liczba badan nad
lekami ukierunkowanymi na szlak PI3K-AKT-mTOR
wzrasta.

Od kilkunastu lat toczg si¢ badania kliniczne oce-
niajace zastosowanie w kolejnych liniach réznych
klas lekéw hamujacych szlak PI3K-AKT-mTOR.
Pierwszym skutecznie zastosowanym inhibitorem
byl ewerolimus — inhibitor mTOR, ktéry w badaniu
BOLERO-2 dodany do eksemestanu wykazat popra-
we PFS (w poréwnaniu z eksemestanem plus placebo)
u chorych po niepowodzeniu leczenia inhibitorami
aromatazy (IA) [29]. Kolejnym krokiem bylo wprowa-
dzenie alpelisybu, selektywnego inhibitora PI3K110a,
stosowanego z degradujacym receptory estrogenowe
fulwestrantem, u chorych z mutacja aktywujaca w ge-
nie PIK3CA (badanie SOLAR-1). Leczenie to zna-
miennie wydtuza median¢ PFS w poréwnaniu z mo-
noterapia fulwestrantem, jednak jego zastosowanie
ograniczaja dziatania niepozadane alpelisybu, takie jak
hiperglikemia czy toksyczno$¢ skérna [30].
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Obecnie rozwodj lekéw ukierunkowanych na szlak
PI3K-AKT-mTOR koncentruje si¢ na inhibitorach
AKT drugiej generacji, takich jak kapiwasertyb, kto-
ry wykazuje aktywno$¢ wobec trzech izoform kinazy
AKT (AKT1/2/3), a takze w przypadku utraty funkcji
PTEN. Skutecznos¢ kapiwasertybu zostata potwier-
dzona w badaniu III fazy CAPItello-291, w ktérym
lek stosowano w skojarzeniu z fulwestrantem u cho-
rych na zaawansowanego HR+/HER2- raka piersi.
Podwdjnym pierwszorzgdowym punktem koncowym
tego badania byl PFS w catej badanej grupie chorych
oraz w kohorcie z zaburzeniami w genach PIK3CA,
AKT i PTEN. W ramieniu eksperymentalnym obser-
wowano zmniejszenie ryzyka progresji o okoto poto-
we [31]. Co wazne, kapiwasertyb charakteryzuje si¢
korzystniejszym profilem farmakodynamicznym oraz
profilem bezpieczefistwa w poréwnaniu z wczesniej-
szymi czasteczkami tej klasy [31].

Tocza si¢ takze badania oceniajace skutecznosé
skojarzenia inhibitoréw szlaku PI3K-AKT-mTOR
z hormonoterapia oraz iCDK4/6. Wprowadzenie in-
hibitoréw szlaku PI3K-AKT-mTOR stanowi istotny
postep w personalizowanym leczeniu chorych na za-
awansowanego HR+/HER2- raka piersi, szczeg6lnie
z mutacjami aktywujacymi PIK3CA lub AKTI, badz
utrata funkcji PTEN.

Charakterystyka wariantéw w genach
PIK3CA, AKT1, PTEN u chorych na raka
piersi

Zmiany w genie PIK3CA wystepuja — w zalezno-
Sci od populacji — w 20-40% rakéw piersi [10, 32].
W analizach duzych grup odsetek ten wynosit 36%.
Warianty patogenne wystgpuja istotnie czedciej w ra-
kach HR+/HER2-w poréwnaniu z rakami z HER2+
lub potréjnie ujemnymi (odpowiednio 42% wobec
31% wobec 16%) [33]. W genie PIK3CA warianty pa-
togenne najczesciej wystepuja w domenach funkcjo-
nalnych, w eksonie 9 (domena helikalna) i 20 (domena
kinazowa), jednak do 20% wariantéw aktywujacych
w rakach piersi znajduje si¢ poza regionem hot—spo-
towym, co nalezy uwzglednic¢ przy planowaniu diagno-
styki [16, 32-34].

Czestosé wystepowania wariantéw istotnych kli-
nicznie w genie AKT1 w raku piersi wynosi Srednio
5% i waha si¢ od 1,4 do 8% w zalezno$ci od stopnia
morfologicznej ztosliwosci [35]. Najczestszym warian-
tem aktywujacym jest wariant AK77 E17K w domenie
funkcjonalnej PH. Znaczenie w raku piersi moga mie¢
takze inne warianty AKTI! w domenach PH L52R,

C77F, Q79K oraz kinazowej D323H, ktoérych uzytecz-
nos¢ kliniczna jest przedmiotem badan [22, 35, 36].

Gen PTEN petni rolg supresora nowotworzenia; za-
réwno warianty patogenne, jak i metylacja promotora
oraz utrata heterozygotycznosci (LOH, loss of hetero-
zygosity) prowadza do jego inaktywacji. W raku piersi
utrata lub obnizenie aktywnos$ci biatka PTEN obser-
wowana jest w kilkunastu do nawet 40% guzéw, jednak
warianty patogenne somatyczne dotyczg Srednio okoto
5% rakéw piersi [2, 37]. CzgstoS§¢ wystepowania wa-
riantdw patogennych w genie PTEN jest istotnie czgst-
sza w rakach potréjnie ujemnych w poréwnaniu z pod-
typami HR+ i/lub HER2+ [16]. Warianty patogenne
PTEN mogga by¢ réwniez germinalne, odpowiadajac za
Zespot Cowdena, jednak sg bardzo rzadkie i wystgpuja
w mniej niz 1% rakoéw piersi [38].

Analiza znaczenia wariantéw genoéw PIK3CA
i AKTI w raku piersi wskazuje, ze sa to zmiany kie-
runkowe, ktére pojawiaja si¢ na wzglednie wezesnym
etapie kancerogenezy, sa obserwowane w guzie pier-
wotnym i utrzymuja si¢ w efekcie klonalnego rozwoju
choroby (tzw. warianty klonalne) [2, 37, 39]. Warianty
w genie PTEN moga mie¢ rézny charakter —1) wy-
stepowac jako jedno ze zdarzen inicjujacych i finalnie
by¢ obecne w guzie pierwotnym i przerzutach, tak
jak warianty klonalne; 2) moga by¢ tez nabyte, czyli
powstawaé na pdzZniejszych etapach kancerogenezy
i wykazywac¢ heterogenno$¢ klonalna, a tym samym
wystepowac subklonalnie w wyniku pres;ji selekcyjnej
podczas ewolucji nowotworu [2, 37].

Metody diagnostyczne dla genéw
PIK3CA, AKT1, PTEN

W procesie diagnostyki pod katem wykrywania pa-
togennych wariantéw w genach PIK3CA, AKT1 i PTEN
szczegOlnie wazny jest dobor materiatu biologicznego,
z ktérego zostanie wyizolowany material genetyczny
[40, 41]. Materiatem z wyboru sa komoérki nowotwo-
rowe utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie
(FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded) pochodzace
Z przerzutéw, co zwigksza szans¢ na wykrycie zaréw-
no klonalnych, jak i nabytych wariantéw patogennych.
Material tkankowy FFPE, przeznaczony do diagno-
styki z wykorzystaniem metody sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS, next-generation sequencing),
powinien zawiera¢ co najmniej 20% komoérek nowo-
tworowych w probce. Im wyzszy jest odsetek komorek
nowotworowych w badanym materiale, tym wigksze
sa szanse na powodzenie diagnostyki [42]. W przy-
padku braku dostepnosci materiatu diagnostycznego
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z przerzutéw mozna rozwazy¢ ocene wolnokrazacego
DNA nowotworowego (ctDNA, cirulating tumor DNA)
uzyskanego z biopsji ptynnej w okresie progresji cho-
roby. Jesli nie udaje si¢ uzyska¢ wyniku diagnostycz-
nego oceniajac ctDNA lub nie dochodzi do progresji,
w kolejnym etapie material tkankowy FFPE mozna
pozyskac z pierwotnego guza, majac na uwadze fakt, ze
warianty nabyte, bedace efektem ewolucji nowotworu,
moga zosta¢ pominiete [39, 40, 43, 44].

Podstawa skutecznej diagnostyki kluczowych
w raku piersi genow PIK3CA, AKTI i PTEN jest zatem
prawidtowy dobdr materiatu, jego jakoS¢ i ilos¢ oraz
czulo$¢ zastosowanych metod diagnostycznych.

W diagnostyce wariantow w genach PIK3CA,
AKTI i PTEN preferuje si¢ — zgodnie z wytyczny-
mi ESMO, NCCN i Amerykanskiego Towarzystwa
Onkologii Klinicznej (ASCO, American Society
of Clinical Oncology) — panelowe NGS. Technologia
NGS jako jedyna metoda umozliwia jednoczesna
i kompleksowa ocen¢ wielu typéw zmian, w tym wa-
riantéw pojedynczego nukleotydu (SNV, single nucle-
otide variant) i krétkich insercji lub delecji w PIK3CA,
AKTI i PTEN (zaréwno hot-spotéw, jak i wariantow
rzadkich), a dodatkowo delecji egzonowych oraz zmian
liczby kopii w PTEN. To ostatnie wynika z faktu,
ze utrata funkcji PTEN nastepuje znacznie czeSciej
z powodu delecji niz mutacji punktowych [25, 45-47].
Typowe dla PTEN jest takze wystgpowanie mozaicy-
zmu i subklonalnosci [48]. Zakres i réznorodnos$¢ tych
zmian wyraznie przewyzsza mozliwosci metod celowa-
nych, takich jak iloSciowa faficuchowa reakcja polime-
razy (QPCR, quantitative polymerase chain reaction) czy
analiza krzywych topnienia o wysokiej rozdzielczoSci
(HRM, high resolution melting), ktére ograniczaja
si¢ do zaprogramowanych hot-spotéw, nie oceniaja
zmiennoSci liczby kopii DNA (CNYV, copy number va-
riation), nie obejmuja petnej sekwencji genéw PIK3CA,
AKTI oraz PTEN i cechuja si¢ wysokim ryzykiem po-
mini¢cia rzadkich wariantow aktywujacych (stanowia-
cych okoto 20% wariantéw) [49-51]. Dodatkowo meto-
dy amplikonowe — o stabszej specyficznosci, narazone
sa na interferencj¢ pseudogenéw — prowadzaca do
amplifikacji sekwencji podobnych do PIK3CA, zafal-
szowania czestosci allelicznych wariantéw oraz utraty
pokrycia w kluczowych egzonach PTEN [52, 53]. Z tego
powodu zaleca si¢ stosowanie paneli hybrydyzacyjnych
(capture/hybridization) lub wysokiej jakoSci paneli am-
plikonowych oraz analize pokrycia i CNV. Optymalne
badanie zaburzen genu PTEN powinno opierac si¢
na panelach hybrydyzacyjnych NGS, zapewniajacych
najwyzsza precyzje¢ detekcji CNV, przy czym dobrze
walidowane panele amplikonowe z modutem analizy

CNV réwniez moga by¢ stosowane. Niezaleznie od
uzytej technologii niezb¢dna jest wizualna inspekcja
danych w przegladarce Integrative Genomics Viewer
(IGV) [54-56].

Jednoczasowa diagnostyka trzech genéw — PIK3CA,
AKTI i PTEN — w jednym badaniu NGS ma zaréwno
bardzo silne uzasadnienie organizacyjne, jak i klinicz-
ne. W ujeciu praktycznym wykonanie jednej procedury
laboratoryjnej (NGS) pozwala znaczaco ograniczy¢
zuzycie materiatu — co ma szczegdlne znaczenie
w przypadku drobnych materiatéw biopsyjnych FFPE,
gdzie dostepnosé DNA bywa krytycznym ogranicze-
niem. Eliminacja sekwencyjnego zlecania testow dla
kolejnych genéw skraca catkowity czas diagnostyczny
(TAT, turn around time), a takze redukuje liczbe¢ trans-
portow materiatu, analiz poSrednich oraz koniecznos$¢
powtarzania izolacji. Zastosowanie jednolitej Sciezki
bioinformatycznej umozliwia wygenerowanie jedne-
g0, spojnego raportu z badania, co nie tylko poprawia
przejrzystos¢ interpretacji, ale takze obniza koszt jed-
nostkowy analizy per gen w poréwnaniu z diagnostyka
kilkuetapowa [57-61].

Wspoélne raportowanie statusu gendw PIK3CA,
AKTI i PTEN jest rowniez kluczowe z perspektywy
klinicznej, poniewaz zaburzenia tych gendéw czesto
wspotistnieja (PTEN i PIK3CA oraz PTEN i AKTI)
i wzajemnie modyfikuja efekt biologiczny. Cze¢Sciowa
utrata PTEN lub LOH moze maskowac lub wzmacniaé
fenotyp aktywujacy, wynikajacy z mutacji PIK3CA lub
AKTI. Potwierdzaja to liczne obserwacje kliniczne
wskazujace, ze funkcja PTEN jest jednym z najwaz-
niejszych modulatoréw odpowiedzi na inhibitory szla-
ku PI3BK-AKT-mTOR [62, 63]. Z tego powodu ocena
pojedynczego genu, w oderwaniu od pozostatych,
czesto prowadzi do niepelnej lub btednej interpretacji
stanu aktywacji szlaku, podczas gdy analiza panelowa
pozwala na integracj¢ danych o wariantach SN'V/indel,
CNYV, LOH oraz informacji o wariantach subklonal-
nych, dajac wiarygodny obraz funkcjonalny.

Zaréwno ESMO, jak i NCCN jednoznacznie wska-
zuja, ze diagnostyka panelowa NGS jest preferowanym
podejsciem, poniewaz umozliwia jednoczasows i Kkli-
nicznie spdojng interpretacje aktywacji calego szlaku,
a nie tylko pojedynczych jego elementow [64, 65].

Interpretacja i raportowanie wynikéow

Interpretacja oraz raportowanie wynikow dotycza-
cych diagnostyki genéw PIK3CA, AKTI i PTEN po-
winny by¢ prowadzone w sposdb spéjny, w tym zgodny
z klasyfikacja ESMO Scale for Clinical Actionability
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of Molecular Targets (ESCAT), oraz z uwzglednieniem
aktualnego znaczenia klinicznego poszczegdlnych
zmian. Raport powinien jednoznacznie klasyfikowaé
wariant wedlug obowiazujacych wytycznych, wskazujac
jego kategorie patogenicznos$ci oraz poziom dowodow
predykcyjnych opartych na rekomendowanych, wiary-
godnych bazach o wariantach. Konieczne jest podanie
czestoSci allelicznej wraz z informacja o potencjalnej
subklonalnos$ci, co ma szczegllne znaczenie w guzach
heterogennych oraz w przypadku wynikéw uzyska-
nych z tkanek o réznej jakosci. Interpretacja powinna
obejmowac takze kontekst terapeutyczny — muta-
cje aktywujace PIK3CA sa zwiazane z potencjalna
wrazliwo$cia na inhibitory PI3K, natomiast wariant
AKTI E17K stanowi klasyczny marker aktywacji AKT
i moze wskazywaé na zasadno$¢ rozwazenia terapii
z uzyciem inhibitoréw AKT. Ocena genu PTEN wy-
maga szerszego podejscia — w raporcie nalezy jasno
okresli¢, czy wykryta zmiana prowadzi do utraty funk-
cji biatka, czy stwierdzono utrate egzondw lub niepra-
widtowosci CN'V.

Ostatecznym celem interpretacji jest okreslenie,
czy obserwowane zmiany wskazujg na aktywacje szla-
ku PI3K-AKT-mTOR. W zwiazku z tym konicowa
cze$¢ raportu powinna przedstawiaé jednoznaczna,
klinicznie uzyteczna konkluzje — potwierdzajaca
aktywacje szlaku lub informujaca o braku wystarcza-
jacych dowodéw na potwierdzenie — wraz z krétkim
uzasadnieniem obejmujacym wykryte warianty, ich
znaczenie funkcjonalne oraz ewentualne ograniczenia
analityczne [63, 65].

Zastosowanie wolnokrazacego DNA
nowotworowego w diagnostyce
genetycznej genéw PIK3CA,

AKT1 i PTEN

W diagnostyce genéw PIK3CA, AKTI i PTEN istot-
na role pelni biopsja ptynna. W poréwnaniu z badania-
mi opartymi na tkance nowotworowej biopsja ptynna
jest minimalnie inwazyjna i mozliwa do pozyskania
w tatwy sposdb, bez koniecznos$ci hospitalizacji chore-
go. W przypadku tkanki nowotworowej moga wystapic
trudnoSci w pozyskaniu archiwalnej probki nowotwo-
ru. Dostepna probka tkankowa moze nie kwalifikowac
si¢ do badania genetycznego ze wzgledu na zbyt niska
zawartoS¢ komoérek nowotworowych. Rozwigzaniem
moze by¢ pozyskanie materiatu do badania poprzez
biopsj¢ miejscowej wznowy lub przerzutu. Jest to jed-
nak procedura inwazyjna i niejednokrotnie utrudnio-
na ze wzgledu na ograniczony dostep do guza, jego

niewielki rozmiar lub umiejscowienie ogniska nowo-
tworowego w koSci. W takich sytuacjach wykonanie
biopsji ptynnej jest postgpowaniem z wyboru. Réwnie
waznym aspektem jest krdotszy czas oczekiwania na
wynik biopsji ptynnej, bowiem pobrany materiat jest
bezposrednio przekazywany do badania genetyczne-
20, bez konieczno$ci kwalifikacji preparatu pod katem
zawarto$ci komorek nowotworowych przez jednostke
diagnostyki patomorfologicznej. Ogromna zaleta za-
stosowania plynnej biopsji jest uzyskanie aktualnego
obrazu genetycznego nowotworu co ma szczegdlne
znaczenie w doborze leczenia u chorych na zaawanso-
wanego raka piersi [66, 67].

Przydatno$¢ kliniczng oceny ctDNA w kwalifika-
cji do leczenia oceniono w badaniu plasmaMATCH.
Dostepnosé i doktadno$é badan genetycznych z za-
stosowaniem ctDNA wykazaty wigksza przydatno§é
w podejmowaniu decyzji leczniczych w poréwnaniu
z profilowaniem genetycznym opartym na materiale
tkankowym. Wynik badania ctDNA uzyskano u nie-
mal wszystkich chorych (99%), podczas gdy profilo-
wanie genetyczne komdrek nowotworowych w tkance
guza pozwalato uzyska¢ wyniki u 70-90% chorych.
Dokladno$é badan ctDNA byla podobna do uzyskanej
w przypadku sekwencjonowania materialu tkankowe-
go, a wyniki badania ctDNA byly otrzymywane szybciej
w poréwnaniu z wynikami badan tkanek, co przetozylo
sie na wysoki wskaznik kwalifikacji chorych do dalsze-
go leczenia [68].

Badanie profilu genetycznego z wykorzystaniem
ctDNA ma tez swoje ograniczenia, w szczegdlnosci
w przypadku niskiego poziomu ctDNA. Niewielka
frakcja ctDNA obniza czulo$¢ wykrywania CNV i re-
aranzacji, takich jak homozygotyczne delecje i rearan-
zacje genu PTEN. Jednak pomimo ograniczen, bada-
nie ctDNA doktadniej odzwierciedla heterogenno$¢
nowotworu i pozwala na ocen¢ wariantéw nabytych
w trakcie progresji nowotworowej lub w odpowiedzi
na zastosowane leczenie. We wspomnianym badaniu
plasmaMATCH u ponad potowy (51,1%) sposréd
1044 chorych w badaniu ctDNA wykryto wariant pa-
togenny o znaczeniu predykcyjnym (PIK3CA, ESRI,
ERBB2, AKTI lub PTEN). Pomimo obserwowanej
niezgodnos$ci wynikéw uzyskiwanych w ptynnej biop-
sji dla wariantéw genowych o niskiej czestosci alleli,
czulo§¢ metody osiagnieta w badaniu plasmaMATCH
sugeruje, ze w populacji chorych z zaawansowana cho-
roba analiza ctDNA moglyby zastapi¢ analize oparta
na tkance guza [68].

Kluczowym elementem wptywajacym na wiary-
godno$é badania ctDNA jest aspekt techniczny. Krew
do badania ctDNA powinna zosta¢ pobrana przez
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doswiadczony personel medyczny, przy uzyciu dedy-
kowanych zestawow pobraniowych (np. motylkowych),
ktére minimalizuja ryzyko rozpadu komoérek dzigki
systemowi pozwalajacemu na swobodny i powolny
wyplyw krwi z zyty. Materiat powinien by¢ pobrany do
specjalistycznych probéwek (zawierajacych odpowied-
ni koagulant, zapewniajacy stabilizacj¢ ctDNA), ktére
zawieraja Srodki zapobiegajace degradaciji i lizowaniu
komorek. Tak zabezpieczony material moze by¢ prze-
chowywany w temperaturze pokojowej, jednak zaleca
si¢ niezwloczne przekazanie go do laboratorium wyko-
nujacego badanie (maksymalnie w czasie 48-72 godzin
od pobrania) [69].

Podsumowujac, badanie ctDNA zapewnia doktad-
ne i szybkie genotypowanie, ktére umozliwia dobér
terapii ukierunkowanych dla chorych na raka piersi
w zaleznoS$ci od aktualnego statusu mutacyjnego guza,
a jego kliniczna przydatnos¢ jest wystarczajaca, aby
zostato wprowadzone do rutynowej praktyki klinicz-
nej [68].

Algorytm diagnostyczny wariantéw
patogennych w genach PIK3CA,
AKT1 i PTEN u chorych na
zaawansowanego HR+/HER2-

raka piersi

Proponowany algorytm ma wspiera¢ terminowe
decyzje terapeutyczne, uwzgledniajac dynamike pro-
gresji, a przez to Swiadomy wybor materiatu do badania
i metod diagnostycznych.

Wspoétczesne mozliwosci profilowania molekular-
nego pozwalaja na oznaczanie statusu molekularnego
genéw PIK3CA, AKTI i PTEN w codziennej praktyce.
Ma to obecnie znaczenie wylacznie u chorych na raka
HR+/HER2-, bowiem tylko w przypadku tego podty-
pu mozliwe jest wykorzystanie takich informacji przy
podejmowaniu decyzji terapeutycznych. Informacja
o statusie genéw PIK3CA, AKT1 i PTEN musi by¢ znana
w chwili progresji choroby podczas leczenia IA w sko-
jarzeniu z iCDK4/6. Jednak badanie nalezy przepro-
wadzi¢ wczesniej — w trakcie leczenia IA i iCDK4/6,
a nawet przed jego rozpoczeciem. Jest to podyktowane
mozliwym agresywnym przebiegiem i gwattowna pro-
gresja u chorych z zaburzeniami w genach PIK3CA,
AKTI i PTEN, a oczekiwanie na wynik profilowania
molekularnego w chwili progresji jest opdZnieniem,
ktoérego mozna uniknac.

Materiat do tak planowego badania stanowi za-
zwyczaj FFPE, zawierajacy tkanke pierwotnego guza
lub przerzutu. W chorobie wyjSciowo zaawansowanej

pochodzenie tkanki nie ma istotnego znaczenia, nato-
miast w chorobie nawrotowej po pierwotnym leczeniu
rekomendowane jest badanie tkanki z przerzutu. Jest
to uzasadnione zréznicowaniem wystepujacych zabu-
rzen oraz czasem ich powstawania w procesie nowo-
tworzenia, co szczegétowo opisano powyzej. Algorytm
diagnostyczny przedstawiono na rycinie 2.

Do oceny statusu genéw PIK3CA, AKTI i PTEN
stuza r6zne techniki, jednak preferowanym rozwiaza-
niem jest wykonanie badania NGS. Badanie metoda
reakcji taficuchowej polimerazy (PCR, polymerase
chain reaction; mozliwe wytacznie dla genéw PIK3CA
i AKTT) lub immunohistochemiczna (dla PTEN) po-
zwala na szybsze uzyskanie pojedynczego wyniku, jed-
nak wymaga wickszej — niz NGS — iloSci tkanki i nie
pozwala na kompleksowg ocene¢. Przy braku tkanki
z przerzutu lub matej jej ilosci, a takze potrzebie szyb-
kiego uzyskania wyniku w razie gwaltownej progresji,
mozna skorzystac z techniki biopsji ptynne;.

Mozliwosci rozliczenia diagnostyki
wariantéw patogennych

w genach PIK3CA, AKT1 i PTEN

ze sSrodkéw publicznych

W polskim systemie finansowania ze Srodkéw
Narodowego Funduszu Zdrowia (NFZ) diagnostyke
genetyczng w onkologii, w tym zaburzenia w genach
PIK3CA, AKTI i PTEN, mozna rozliczy¢ w ramach
umowy w rodzaju ,leczenie szpitalne — Swiadczenia
wysokospecjalistyczne”. Badania genetyczne mozna
rozliczyé w zaleznosci od rodzaju materiatu biologicz-
nego, trybu pobrania oraz zastosowanej technologii
nastgpujaco (ryc. 3.):

1. Badanie materiatu archiwalnego (FFPE, np. wcze-
$niejsza biopsja) mozna rozliczy¢ w trybie ambulato-
ryjnym, na przyktad podczas wizyty chorego w po-
radni onkologicznej. Do rozliczenia stosuje si¢ sta-
tystyczny produkt ,badanie genetyczne materiatu
archiwalnego” — kod 5.52.01.0001511. Dodatkowo
konieczne jest wykazanie jednego z trzech produk-
tow dla badan genetycznych: 5.53.01.0005001 (pod-
stawowe badanie genetyczne), 5.53.01.0005002 (zto-
zone badanie genetyczne) lub 5.53.01.0005003 (za-
awansowane badanie genetyczne), w zaleznosci od
zastosowanej technologii (np. qPCR, NGS). Ten
model umozliwia refundacj¢ badania NGS oce-
niajacego status gendw PIK3CA, AKTI i PTEN lub
badania qPCR z tkanki.

2. Badanie Swiezego tkankowego materialu nowotwo-
rowego, pobranego w trakcie hospitalizacji, mozna
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Materiatem pierwszego wyboru jest tkanka pobrana na etapie rozpoznania zaawansowanego raka piersi

Tkanka — materiat pobrany na etapie rozpoznania

zaawansowanego raka piersi

DOSTEPNOSC tkanki przerzutowej

|
v v

TAK NIE

Tkanka przerzutowa

Progresja choroby

Diagnostyka FFPE |

PIK3CA/AKT1/PTEN metoda NGS ¢ ¢
NIE
TAK
Biopsja ptynna (ctDNA) — krew . l
< Nalezy czeka¢ do progresji
Diagnostyka ctDNA

PIK3CA/AKT1/PTEN metoda NGS |
lub ctDNA PIK3CA metoda qPCR NIE

v

4 Tkanka pierwotna
NIE

Uzyskano wynik badania?

Diagnostyka FFPE
PIK3CA/AKT1/PTEN metoda NGS

TAK

Decyzja kliniczna, zgodnie z programem lekowym B.9.FM

Rycina 2. Algorytm diagnostyczny wariantéw patogennych w genach PIK3CA, AKT1 i PTEN u chorych z zaawansowanym
HR+/HER2- rakiem piersi; ctDNA (circulating tumor DNA) — krazace nowotworowe DNA; FFPE (formalin-fixed paraffin-
-embedded) — tkanka utrwalona w formalinie i zatopiona w parafinie; NGS (next-generation sequencing) — sekwencjono-
wanie nowej generacji; qPCR (quantitative polymerase chain reaction) — ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy

rozliczy¢ w ramach umowy na leczenie szpitalne,
sumujac jednorodng grupe pacjentéw (JGP) z jed-
nym z trzech produktéw dla badan genetycznych:
5.53.01.0005001/5.53.01.0005002/5.53.01.0005003.
3. Badanie materialu Swiezego w postaci krwi ob-
wodowej pobieranej w trybie ambulatoryjnym
jest mozliwe do rozliczenia od 1 lipca 2025 roku.
Badanie to mozna rozliczy¢ tylko w przypad-
ku intencji kwalifikacji chorych z nowotworami
BRCA-zaleznymi do odpowiednich progra-
mow lekowych. Nalezy wéwczas rozliczy¢ pro-
dukt statystyczny ,badanie genetyczne materialu

Swiezego w nowotworach BRCA-zaleznych” o ko-
dzie 5.52.01.0001591 wraz z odpowiednim produk-
tem genetycznym — 5.53.01.0005001 (podstawowe
badanie genetyczne) lub 5.53.01.0005002 (ztozone
badanie genetyczne). W tym modelu istnieje moz-
liwo$¢ rozliczenia badania PCR genu PIK3CA
z ctDNA (5.53.01.0005001 — podstawowe badanie
genetyczne) u chorych na raka piersi. Wykonanie
panelu NGS z ctDNA, oceniajacego geny PIK3CA,
AKTI i PTEN (5.53.01.0005003 — zaawansowane
badanie genetyczne), mozna rozliczy¢ tylko w przy-
padku hospitalizacji chorego [70].
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Materiat archiwalny
PIK3CA, AKT1 i PTEN: badanie
metoda NGS — materiat tkankowy
(zarchiwizowany w postaci bloczka
parafinowego)

Badanie genetyczne z materiatu
archiwalnego
5.52.01.0001511

Katalog 1b Katalog 1b

Zaawansowane badanie
genetyczne
Katalog 1c

Finansowanie badan diagnostycznych mutacji w genach PIK3CA, AKT1 i PTEN w raku piersi

Umowa w rodzaju leczenie szpitalne

Tryb ambulatoryjny

Materiat Swiezy
PIK3CA: badanie metoda qPCR
— biopsja ptynna (osocze krwi)

Badanie genetyczne z materiatu
Swiezego w nowotworach
BRCA-zaleznych
5.52.01.0001591

Podstawowe badanie
genetyczne

Materiat Swiezy pobrany w datach
hospitalizacji
PIK3CA, AKT1 i PTEN: badanie
metoda NGS — biopsja ptynna
(osocze krwi)

GRUPA JGP
Katalog 1a

Zaawansowane badanie
genetyczne
Katalog 1c

(kod 5.53.01.0005001)

(kod 5.53.01.0005003)

Podstawowe badania genetyczne w chorobach nowotworowych

Zaawansowane badania genetyczne w chorobach nowotworowych

Mozliwosc

649 pkt., ok. 1207 z rozliczenia

w pakiecie
onkologicznym

2 434 pkt., ok. 4 527 zt

Rycina 3. Finansowanie badan diagnostycznych genéw PIK3CA, AKTT1 i PTEN ze srodkéw publicznych. Opracowano na
podstawie: Zarzgdzenie nr 48/2025/DSOZ Prezesa Narodowego Funduszu Zdrowia z dnia 30 czerwca 2025 roku w sprawie
okreslenia warunkéw zawierania i realizacji uméw w rodzaju leczenie szpitalne oraz leczenie szpitalne — Swiadczenia wy-
sokospecjalistyczne; JGP — jednorodne grupy pacjentow; NGS (next-generation sequencing) — sekwencjonowanie nowej
generacji; qPCR (quantitative polymerase chain reaction) — ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy

Zeby rozliczyé badanie genetyczne w ramach umo-
wy w rodzaju ,,leczenie szpitalne oraz leczenie szpital-
ne — $wiadczenia wysokospecjalistyczne” nalezy spet-
nia¢ okre§lone wymogi formalne i dokumentacyjne.
Laboratorium wykonujace badanie genetyczne musi
by¢ wpisane do rejestru Krajowej Izby Diagnostow
Laboratoryjnych (KIDL). Konieczne jest skierowanie,
wystawione przez uprawnionego lekarza (np. onkologa)
— zgodnie z zasadami NFZ, oraz obligatoryjne pobra-
nie §wiadomej zgody na badanie genetyczne. Raport
z przeprowadzonego diagnostycznego badania gene-
tycznego musi zawiera¢ wynik, jego precyzyjna inter-
pretacje, zrozumiata dla onkologa klinicznego, gene-
tyka klinicznego, patomorfologa oraz chorego, a takze
opis i zakres zastosowanej metody. Badania genetyczne
wykonuje si¢ wylacznie na aparaturze posiadajacej
pelna dokumentacje techniczng obejmujaca naprawy,
prowadzone walidacje i potwierdzenia dokonywa-
nych corocznie przegladéw [rozporzadzenie Ministra
Zdrowia z dnia 21 marca 2006 roku (Dz.U. 2006,

nr 59, poz. 422 z p6zn. zm.)]. Laboratorium genetyczne
powinno mie¢ co najmniej pigcioletnie doswiadcze-
nie w pracy z materiatem z krwi obwodowej, tkan-
kowym, pozakomdrkowymi kwasami nukleinowymi
(ctDNA) oraz posiada¢ opracowane i wdrozone pro-
cedury, instrukcje laboratoryjne i wewnetrzne syste-
my kontroli jakoSci. Kierownikiem jednostki moze
by¢ wylacznie specjalista w dziedzinie laboratoryjnej
genetyki medycznej, a samo laboratorium musi po-
siada¢ udokumentowane doSwiadczenie (certyfikaty
mie¢dzynarodowych kontroli jako$ci) w wykonywaniu
wskazanych badan genetycznych. Cato§¢ wymogéw
stawianych przed pracowniami diagnostycznymi re-
guluje Rozporzadzenie Ministra Zdrowia w sprawie
standard6éw jakoSci dla laboratoriéw diagnostycznych
i mikrobiologicznych (DZ.U.2025, poz. 961).
Dodatkowo refundacja badaf genetycznych w cho-
robach nowotworowych moze odbywac si¢ w ramach
innych uméw zawieranych przez §wiadczeniodawcow
z NFZ. W umowie w rodzaju ,,Swiadczenia zdrowotne
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odrebnie kontraktowane” (SOK) mozna rozliczyé
badanie genetyczne w materiale pobranym w trakcie
ambulatoryjnej procedury diagnostycznej i sprawoz-
da¢ w ramach produktu 5.10.00.000041 — komplek-
sowa diagnostyka genetyczna chor6b nowotworowych
(534 pkt). W tym przypadku mozna na przyktad rozli-
czy¢ badanie PCR PIK3CA z ptynnej biopsji (ctDNA),
jednak nie zawsze jest to optymalne kosztowo.

Podsumowanie

Szlak PI3K-AKT-mTOR odgrywa kluczowa role
w rozwoju i progresji raka piersi, zwlaszcza podtypu
HR+/HER2-. Jego nadmierna aktywacja sprzyja
proliferacji komdrkowej, przezyciu komérek nowo-
tworowych oraz powstawaniu oporno$ci na lecze-
nie endokrynne, co czyni go jednym z najwazniej-
szych celéw nowoczesnej terapii. Zaburzenia w ge-
nach PIK3CA, AKTI i PTEN sa szczegOlnie istotne
klinicznie, poniewaz stanowia biomarkery pozwalajace
przewidzieé, ktére chore skorzystaja z terapii ukierun-
kowanych molekularnie.

W praktyce klinicznej wiedza o aktywacji tego
szlaku umozliwia znacznie bardziej precyzyjny dobor
leczenia. Mutacja PIK3CA pozwala kwalifikowac cho-
rych do leczenia alpelisybem lub kapiwasertybem, co
przektada si¢ na wydtuzenie PFS. Obecnos$¢ mutacji
AKTI lub utraty funkcji PTEN wskazuje na poten-
cjalnie wyzsza skutecznos¢ leczenia kapiwasertybem.
W przypadkach, w ktérych dominujacym mechani-
zmem opornosci jest aktywacja mTOR, skuteczny
moze by¢ ewerolimus. W ten sposéb profil molekularny
guza staje si¢ kluczem do personalizacji terapii po nie-
powodzeniu standardowego leczenia IA w skojarzeniu
z iICDK4/6.

Diagnostyka zaburzen szlaku PI3K-AKT-mTOR
ma réwniez ogromne znaczenie prognostyczne. Chorzy
z mutacja PIK3CA lub utrata PTEN moga rozwijac
hormonoopornos$¢ szybciej, co pozwala klinicyscie
odpowiednio wczesniej planowac kolejne etapy le-
czenia. Istotne jest takze, aby status genéw PIK3CA,
AKTI i PTEN byl znany jeszcze przed wystapie-
niem progresji, poniewaz pozwala to uniknaé opdz-
nienia w zastosowaniu leczenia ukierunkowanego.
Zastosowanie nowoczesnych metod diagnostycznych,
takich jak NGS, umozliwia kompleksowa oceng za-
burzeh w genach PIK3CA, AKTI i PTEN. Badanie
to moze by¢ wykonane zaréwno z materiatu tkanko-
wego, jak i biopsji pltynnej, co jest szczegdlnie cenne

u chorych z trudnodostepnymi przerzutami lub szybko
postepujaca choroba. Badanie ctDNA daje ponadto
mozliwos¢ identyfikacji mutacji nabywanych w trakcie
leczenia, co pozwala dynamicznie dopasowywac tera-
pie do aktualnej biologii nowotworu.

Znaczenie kliniczne szlaku PI3K-AKT-mTOR
wynika z potaczenia mozliwosci identyfikowania me-
chanizméw opornosci, przewidywania odpowiedzi na
leczenie i stosowania lekow ukierunkowanych o wy-
sokiej skuteczno$ci. Ocena statusu gendéw PIK3CA,
AKTI i PTEN staje si¢ obecnie standardowym ele-
mentem zaawansowanej diagnostyki molekularnej
u chorych z HR+/HER?2- rakiem piersi i w sposob
bezposredni przektada si¢ na rokowanie i efektyw-
nos$¢ terapii.
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