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Wstep

Medycyna personalizowana (ang. personalized healthcare, person-
alized medicine) to koncepcja, ktéra opiera sig na zrozumieniu réznic
miedzy pacjentami chorujacymi na te sama chorobe i na jednoczes-
nym poznawaniu ztozonosci choréb. Dzigki tej wiedzy mozliwe jest
dobieranie odpowiednich terapii do konkretnych grup pacjentéw.
Medycyna personalizowana pozwala przewidzie¢, czy okreslona te-
rapia okaze sie skuteczna dla danego pacjenta. Podstawa medycyny
personalizowanej sq badania nad ludzkim genomem i wykorzystanie
wiedzy z zakresu genetyki, genomiki i proteomiki.

Medycyna personalizowana oznacza tez Sciste wspétdziatanie
diagnostyki i terapii, poniewaz to wlasnie precyzyjne metody diagnos-
tyczne pomagaja ustali¢ réznice miedzy chorujacymi na te sama
chorobe pacjentami, a nastgpnie dopasowywac leczenie do konkret-
nych grup chorych. Wyrazem tego jest choéby wprowadzenie do me-
dycyny nowego terminu ,teranostyka”, ktéry jest potaczeniem stéw
Lterapia” i ,diagnostyka”.



Juz obecnie zasady medycyny personalizowanej znajdujq prak-
tyczne zastosowanie w wyborze optymalnej terapii raka piersi, plu-
ca czy czerniaka. Zastosowanie wiedzy o ludzkim genomie i wysoko-
naktadowego genotypowania pozwala na wykrycie indywidualnych
réznic pomiedzy poszczegdlnymi postaciami choroby i wybér sku-
tecznej, celowanej terapii.

Dalszy postep badan zwiekszy grupe chorych, ktérzy odniosa
korzysci z dobieranej do ich indywidualnej charakterystyki terapii.
Dowodem zrozumienia znaczenia medycyny personalizowanej jest
uruchomienie w wielu krajach inicjatyw, ktére promuja i finansujq
badania w tej dziedzinie.

prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong

prezes Polskiego Towarzystwa Medycyny Personalizowanej









Rozdziat 1

Medycyna personalizowana:
przesztosc i przysztosc, nadzieje i zagrozenia

prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong
Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych, Nadci$nienia Tetniczego i Angiologii,
Warszawski Uniwersytet Medyczny

Wspélczesna praktyka medyczna postuguje sie zasadami medycy-
ny opartej na faktach (ang. evidence-based medicine, EBM), ktéra za
podstawe do podejmowania decyzji uwaza wyniki duzych, kontrolo-
wanych badan klinicznych. Bez watpienia przyjecie zasad EBM, gdzie
wnioski z badan przekladaja sie na zestawy konkretnych zalecen,
ulatwia postgpowanie lekarzowi praktykowi. Mozna si¢ nawet spotkac
z opinia, ze wprowadzenie do medycyny reguly: ,badania kliniczne
- wytyczne - edukacja” ma podobne znaczenie jak wynalazek steto-
skopu w 1816 r. czy elektrokardiografu w 1902 roku. Dzigki oparciu
sie na zasadach EBM, medycyna kliniczna przestata by¢ obszarem
spekulacji, indywidualnych szkét i pogladéw, a stala sie prawdziwg
nauka scista, ktéra oferuje chorym najlepsze, sprawdzone metody,
wypracowane na podstawie racjonalnych przestanek.
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Definicja medycyny personalizowanej

Zastosowanie metod analizy genetycznej lub molekularnej w celu opty-
malizacji terapii, przyspieszenia odkrycia i wprowadzenia do praktyki
nowych produktéw oraz pomocy w ocenie predyspozycji do okreslonej
choroby czy stanu.

1.1
Wady podejscia opartego na EBM

Za szczegoblnie znaczace dla praktyki uwaza sig te badania, ktére
obejmuja liczne grupy chorych (ang. megatrials) - ich wyniki moga na
lata uksztaltowac zasady postepowania wobec pacjentéw ze zdefinio-
wanym problemem klinicznym. Wlaczenie do badania duzej liczby
chorych, ktéra w niektérych prébach klinicznych sigga nawet 44 tys.
os6b (ALLHAT) przynosi szereg korzysci. Po pierwsze, liczna grupa
badana zwieksza szanse uzyskania ,statystycznie znaczacej” réznicy
pomiedzy efektami testowanych metod postepowania. Po drugie, sze-
rokie kryteria wlaczenia chorych do préby uzasadniaja pézniejsze
liczne wskazania dla stosowania danej terapii, na czym szczeg6lnie
zalezy sponsorom badan.

Jesli jednak dla osiagniecia zauwazalnego efektu terapii koniecz-
ne jest wlaczenie do obserwacji ogromnej liczby chorych, powstaje
watpliwosé, dlaczego podobnego wyniku nie udaje sie osiggnac
w mniejszej grupie? Jednym z potencjalnych powodéw moze byc
,<rozcienczenie” wyniku przez pacjentéw, ktérzy brali udziat w bada-
niu, lecz nie odniesli korzysci z terapii. Zasady EBM zalecaja metody
postepowania, ktére okazaly sie ,statystycznie” lepsze. Wiadomo
jednak, Ze pacjenci z tq sama choroba réznia sie¢ odpowiedzia na
zastosowana terapie. Takze ryzyko wystapienia dzialari niepozada-
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nych stosowanych lekéw bywa rézne. Pomimo ,$rednio” pozytywnego
wyniku, w grupie chorych wiaczonych do badania znajduja sie takze
osoby bez korzystnych efektéw zastosowanej terapii czy pacjenci,
u ktérych wystapily grozne powiktania.

Bez watpienia kazdy lekarz chciatby wiedzied, ktéry z jego pa-
cjentéw odniesie szczeg6lne korzysci z proponowanej terapii. Oczy-
wiscie, wyniki kontrolowanych badan klinicznych moga by¢ analizo-
wane w odniesieniu do wybranych podgrup pacjentéw rézniacych sie
wiekiem, plcia, charakterystyka kliniczna itp. Jednak poszukiwanie
subpopulacji o lepszej (lub gorszej) odpowiedzi na stosowang tera-
pie oparte na retrospektywnej ocenie danych niesie ze sobg niebez-
pieczenistwo znalezienia przypadkowych ,statystycznych” zwiazkéw,
bez znaczenia klinicznego.

Stosowanym do tej pory rozwigzaniem jest wiaczenie do préb
klinicznych wzglednie homogennych grup chorych o scisle zdefi-
niowanych parametrach. Zwykle wybér populacji badanej wyko-
rzystuje wczesniejsze dane z obserwacji epidemiologicznych, ktére
zidentyfikowaly potencjalne czynniki ryzyka choréb. Do klasycznych
przyktadéw nalezg badania z lekami obnizajacymi stezenie choleste-
rolu we krwi (statynami), ktére najpierw prowadzono wylacznie
u pacjentéw z hiperlipidemia. Obecnie wiemy jednak, ze leki te
przynosza korzysci w grupach chorych, ktérzy nie spelniaja klasycz-
nych kryteriéw hiperlipidemii.

Z oczywistych powodéw nie udaje si¢ opracowac zasad po-
stepowania w kazdej chorobie, opierajac si¢ na zasadach EBM.
Wiele choréb dotyczy niewielkich populacji pacjentéw, co utrudnia
prowadzenie badan klinicznych pozwalajacych na poréwnanie we
wlasciwy sposéb réznych metod terapii. Niejednokrotnie trudno jest
opracowac protokét badawczy zapewniajacy absolutny obiektywizm
przez zastosowanie tzw. podwdjnej slepej préby. Dotyczy to poréw-
nania réznych metod leczenia zabiegowego czy choréb, gdzie pro-
wadzenie terapii zalezy od okreslonego parametru. Przyktadowo, taka
sytuacja dotyczy badari nad lekami przeciwkrzepliwymi, w ktérych

17



18 Zbigniew Gaciong

Rycina 1.1 Odsetek chorych, u ktérych okreslone leki nie przynosza korzysci
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Molecular Medicine” 7(5), 201-204.

dawka leku zalezy od stopnia zahamowania aktywnosci uktadu
krzepniecia. Podobnie trudno zaproponowaé badania z ,podwdjna
slepa préba” poréwnujace odmienne metody leczenia chirurgiczne-
go, przykladowo - metoda klasycznag i laparoskopowa.

Czesto wyniki uzyskane w badaniach klinicznych w niewielkim
stopniu odnosza sie do powszechnej praktyki klinicznej. Na przykiad
w badaniach dotyczacych skutecznosci terapii hipotensyjnej w wieku
podeszlym kryteria wlaczenia speilniala jedynie niewielka grupa
oséb starszych z nadci$nieniem tetniczym. W jednym z nich (SHEP)
jedynie 1% pacjentéw poddanych wstepnej ocenie ostatecznie zostat
zakwalifikowany do udzialu w badaniu. Z innej analizy, przepro-
wadzonej przez zespdl geriatréw Collegium Medicum UJ w Krako-
wie, wynika, ze 70% pacjentéw w wieku podesztym, ktérzy znajduja
sie pod opieka lekarzy rodzinnych, nie kwalifikuje si¢ do zadnego
badania klinicznego.
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1.2
Historia medycyny personalizowanej

Z badan zgodnych z zasadami EBM wiemy, ze wigkszos¢ lekéw
jest skuteczna jedynie u 40-60% pacjentéw, a okoto 15% chorych
doswiadcza dziatani niepozadanych lekéw. Oznacza to, ze ,Sredni”
pacjent odnosi korzysci, ale w duzej grupie chorych znajduja sie
osoby, ktére nie zyskuja na — niejednokrotnie kosztownej - terapii lub
wrecz sa narazone na powiklania.

Szacuje sie, ze w USA ponad 100 tys. zgonéw mozna wigzac
z dzialaniami niepozadanymi lekéw. Sposréd powiktan polekowych,
okoto 10-15% ma charakter tzw. reakcji typu B, ktéra nie zalezy od
podanej dawki i zwykle nie udaje si¢ wykry¢ czynnika predysponu-
jacego. W wielu przypadkach u podloza dzialan niepozadanych
tego typu lezy odmienny metabolizm leku uwarunkowany genetycz-
nie.

Sposréd 27 lekéw czesto wywolujacych dziatania niepozadane,
59% jest metabolizowane przez enzymy, ktérych aktywnos¢ jest
uwarunkowana genetycznie. Juz obecnie w niektérych osrodkach
na $wiecie oznacza sig genotyp gtéwnych izoform enzymu CYP450
przy prowadzeniu terapii klopidogrelem - podstawowym lekiem
przeciwplytkowym dla chorych z przebytym ostrym zespolem
wieicowym. Ciezkie reakcje skérne wystepuja znacznie czesciej
u nosicieli niektérych alleli HLA, co juz znajduje praktyczne
zastosowanie u 0os6b kwalifikowanych do terapii lekami anty-HIV.

Zasada medycyny personalizowanej, czyli ,wlasciwy lek dla
wlasciwego chorego we wlasciwym czasie” praktykowana jest nie-
omal od zarania dziejéw. Juz Hipokrates (V wiek p.n.e.), opierajac
sie na teorii Empedoklesa, zalecal terapie w zaleznosci od zabu-
rzen czterech podstawowych humoréw organizmu. Historycznie,
pierwszym przykladem zastosowania personalizowanego podejscia
do terapii jest transfuzjologia. Warto podkresli¢, ze twoércami
teorii dziedziczenia grup krwi, ktéra stata sie podstawa wilasciwego
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dobierania dawcy i biorcy krwi, byli polscy badacze - Anna i Lud-
wik Hirszfeldowie.

Wspélczesnie decyzje o rozpoczeciu leczenia uzalezniamy od
wartosci ci$nienia tetniczego, stezenia cholesterolu, poziomu PSA,
liczby kopii wirusa we krwi i wielu innych parametréw. Zwykle
parametry te wskazuja na wielkosé ryzyka lub stopienn zaawanso-
wania schorzenia, lecz nie informuja o tym, jak chory zareaguje na
zaproponowang terapie. W niektérych specjalnosciach medycznych,
jak w onkologii, analiza zréznicowania nowotworéw oparta na stop-
niowaniu klinicznym czy charakterystyce fenotypowej stala sie ruty-
nowgq metoda dla wyboru najbardziej skutecznej terapii.

Podstawowym Zrédlem zmiennosci wewnatrz naszego gatunku
sa roznice w obrebie genomu, najczesciej zwigzane z polimorfi-
zmem pojedynczych nukleotydéw czy zmienna liczba kopii genéw.
Zakonczenie sekwencjonowania ludzkiego DNA rozpoczelo ere
poszukiwania zwiazku pomiedzy indywidualnymi réznicami w ge-
nomie a odpowiedzia na wybrane leki. Dzieki metodom wysoko
wydajnego sekwencjonowania DNA na wielka skale i zastosowaniu
mikromacierzy DNA zawierajacych nawet 2 miliony sond genetycz-
nych, w ostatnich latach obserwujemy znaczace przyspieszenie
badan farmakogenetycznych.

Praktycznie w kazdej dziedzinie medycyny poszukuje sie dzis
wariantéw genéw, ktére wiaza sie z typem odpowiedzi na terapie.
Osiagniecia farmakogenomiki, czyli zaleznosci efektu terapii od
czynnikéw genetycznych, po raz pierwszy zastosowano w prakty-
ce w onkologii. Jednak w wigkszosci choréb - zwlaszcza tych,
ktére dominuja wsréd przyczyn zgonéw, jak schorzenia ukladu kra-
zenia - postepowanie z konkretnym pacjentem pozostaje w nie-
wielkim stopniu ,personalizowane”. Tymczasem od dawna wia-
domo, ze czynniki genetyczne warunkuja efekty terapii tych choréb.
Przyktadowo, osoby rasy czarnej z niewydolnoscig serca maja gorsze
wyniki terapii beta-adrenolitykami i inhibitorami konwertazy angio-
tensyny niz przedstawiciel rasy bialej. Rowniez Afroamerykanie
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wykazuja mniejsza redukcje cisnienia tetniczego w przebiegu terapii
lekami blokujacymi uktad renina-angiotensyna.

Historycznie, naukowcem, ktérego mozna uznac za pioniera me-
dycyny personalizowanej jest amerykanski badacz ukladu renina-
angiotensyna - John Laragh. Wykazal on, ze odpowiedZz na wy-
brane leki hipotensyjne zalezy od wyjsciowej aktywnosci uktadu
renina-angiotensyna. Koncepcja prof. Laragha zostala niedawno
potwierdzona w badaniu przeprowadzonym u pacjentéw z opornym
nadcisnieniem tetniczym (PATHWAY-2), w ktérym skutecznosé¢
hipotensyjna lekéw dzialajacych przez uklad renina-angiotensyna
zalezata od wyjsciowej aktywnosci reninowej osocza.

1.3
Medycyna personalizowana - nadzieje i zagrozenia

Lepsza ocena ryzyka wielu choréb. Wspélczesnie medycyna per-
sonalizowana odwoluje si¢ do najnowszych osiagnie¢ biologii mole-
kularnej i Zrédet zmiennosci organizméw wynikajacych z réznic
w obrebie genomu. Przypuszcza sie, ze szczegdlowe poznanie genomu
kazdego z nas pozwoli na precyzyjne okreslenie ryzyka okreslonych
choréb, poprzez wykrycie nosicielstwa wariantéw genéw z nimi
zwigzanych.

Jednak dotychczasowe dane nie potwierdzaja tego zalozenia
i wiele z wykrytych wariantéw gendéw tylko w niewielkim stopniu
wplywa na istniejace ryzyko, rzadko przekraczajac wzrost wzgled-
nego ryzyka o 50 procent. W odniesieniu do wigkszosci choréb -
w tym takze nowotworéw - prawdopodobienstwo zachorowania
w najwiekszym stopniu wiaze si¢ z czynnikami Srodowiskowymi
i stylem zycia.

W niektérych przypadkach wykrycie genetycznego podloza nie
doprowadzilo do wdrozenia nowych rodzajéw terapii. Przyktadowo,
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w ciaggu 25 lat od odkrycia mutacji w genach BRCA1/2, ktére
zwiekszaja ryzyko raka sutka i jajnika, Smiertelnos¢ zwigzana z ra-
kiem sutka zmniejszyta sig o 1/3, lecz nie ma to zwiazku z zadna
,personalizowana terapia”.

Wiarygodnos¢ biomarkeréw. Mozliwos¢ przeprowadzenia na
szerokg skale sekwencjonowania calego genomu stwarza ryzyko
znalezienia przypadkowych zwiazkéw pomiedzy wykrytymi warian-
tami a ryzykiem okreslonej choroby. Ich weryfikacja moze wymagac
kosztownych i czasochtonnych badan.

Indywidualizacja terapii. Podstawowa zasada medycyny per-
sonalizowanej polega na dobraniu terapii dla pojedynczego chore-
go. Istnieje zagrozenie, ze w niektérych typach nowotworéw odpo-
wiedzialne mutacje moga wystepowaé u pojedynczych chorych.
W takiej sytuacji trudno zaplanowac badania kliniczne, ktére obiek-
tywnie ocenia korzysci z nowej metody terapii.

Redukcja kosztow. Teoretycznie personalizacja pozwoli na
ograniczenie niepotrzebnych terapii i przyczyni sie do redukcji
kosztéw posrednich zwigzanych z choroba (Swiadczenia rentowe,
hospitalizacje z powodu powiktan czy postepu choroby). Poniewaz
jednak terapia celowana z zalozenia dotyczy matych grup pacjentéw,
poddanych wczesniej precyzyjnej selekcji, koszty leczenia sa wyso-
kie, niejednokrotnie przekraczajq 100 tys. dolaréw rocznie.

Ochrona informacji wrazliwych. Analiza calego genomu do-
starcza ogromnej liczby informacji o pojedynczym czlowieku.
W miare postepu wiedzy o zréznicowaniu naszego gatunku mo-
zemy wykrywac warianty genetyczne zwigzane z ryzykiem szeregu
chordb. Istnieje potencjalne zagrozenie, ze taka informacja moze
zosta¢ niewlasciwie wykorzystana, na przyklad przez towarzystwa
ubezpieczeniowe.
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Problemy zwiazane z medycyna personalizowana
Ochrona danych osobowych
Odmowa umowy ubezpieczeniowej
Trudnosci z zatrudnieniem
Dyskryminacja
Koszty

Wiarygodnos$é biomarkeréw

1.4
Podsumowanie

Istnieje wiele sytuacji (przewlekla biataczka szpikowa, rak ptuca,
czerniak), w ktoérych ,rozpracowanie” zmiennosci DNA pozwala na
wybér najbardziej skutecznej metody terapii i znaczaco wydtuza zycie
chorych. Wydaje sie, ze w najblizszych latach mozemy oczekiwac
dalszych zastosowan medycyny personalizowanej, wykraczajacych
poza onkologie.

Medycyna personalizowana oznacza sciste wspétdziatanie dia-
gnostyki i terapii (teranostyka = terapia + diagnostyka), poniewaz to
wiasnie precyzyjne metody diagnostyczne pomagaja ustali¢ réznice
miedzy pacjentami chorujacymi na te sama chorobe, a nastepnie
dopasowywac leczenie do konkretnych grup pacjentéw. Diagnozo-
wanie choroby na poziomie molekularnym pozwala na tworzenie le-
kéw bezpieczniejszych i — w dlugim okresie - bardziej optacalnych.
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Teranostyka
- potaczenie terapii i diagnostyki

dr n. med. Artur Kowalik

Zaklad Diagnostyki Molekularnej, Swietokrzyskie Centrum Onkologii

Dzigki postepom medycyny wiele choréb mozna obecnie skutecz-
nie leczy¢ lub spowalniaé ich postepy. Jednak bardzo czesto pacjen-
ci ze zdiagnozowana choroba reaguja na to samo leczenie bardzo
réznie. Dzieje si¢ tak dlatego, ze kazdy czlowiek jest wyjatkowy pod
wzgledem swojej kompozycji genetycznej, tj. ma niepowtarzalng
konstelacje wariantéw genéw i pozostaltych sekwencji DNA, czyli ma
tzw. unikatowy genom. Do niedawna pacjentéw z dana chorobg le-
czono tymi samymi lekami. Obecnie przybywa lekéw przezna-
czonych do leczenia choroby w konkretnej, waskiej grupie pacjentow.

Przelomem okazalo sie ukoriczenie w 2003 r. sekwencjonowa-
nia pierwszego ludzkiego genomu. Projekt poznania ludzkiego geno-
mu zapoczatkowaly w 1990 r. Departament Energii USA oraz Naro-
dowy Instytut Zdrowia USA. Pézniej dolaczyly do niego jeszcze
inne kraje (Wielka Brytania, Francja, Japonia, Niemcy i Chiny),
tworzac miedzynarodowe konsorcjum.
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Poczatkowo zakladano, ze projekt bedzie trwat 15 lat. Jednak
dzieki konkurencji z prywatna firma Celera, juz w 2000 r. opubliko-
wano pierwszg wersje ludzkiego genomu. Koszt poznania pierwsze-
go ludzkiego genomu wyniést 3 mld dolaréw. Realizacja projektu
wymusitla wytworzenie nowych urzadzern do automatycznego se-
kwencjonowania DNA oraz przyczynila si¢ do powstania technologii
mikromacierzy (tj. plytek szklanych lub plastikowych z regularnie
rozmieszczonymi polami, w ktérych znajdujq sie krétkie sekwencje
DNA, spelniajace role sond rozpoznajacych fragmenty DNA lub RNA
z badanej prébki).

Poznanie ludzkiego genomu otworzylo droge do rozwoju medycy-
ny personalizowanej. Dodatkowo, wzrastajacy koszt opieki medycz-
nej wymusil poszukiwanie nowych metod precyzyjnej diagnostyki
i terapii.

Medycyna personalizowana jest wielodyscyplinarna, dynamicz-
nie rozwijajacq sie dziedzina, w ktérej leczenie pacjenta prowadzi
sie¢ w sposéb zindywidualizowany, dzieki zastosowaniu nowoczes-
nych metod diagnostycznych, w tym gléwnie biologii molekularne;j.
Dzieki takiemu podejsciu poprawia sig skutecznosé leczenia, mini-
malizuje sie dziatania niepozadane oraz automatycznie znacznie
obniza si¢ koszty leczenia. Informacje uzyskane dzigki zastosowaniu
metod biologii molekularnej umozliwiaja zaplanowanie leczenia dla
danego pacjenta na podstawie jego osobistego profilu genetycznego
(szczegblowa charakterystyka genetyczna danego pacjenta).

2.1
Stan obecny

Zapoczatkowanie ery medycyny personalizowane;j stato sie¢ moz-
liwe dzieki badaniom oraz technikom biologii molekularnej wyna-
lezionym w drugiej polowie XX wieku, a szczeg6lnie w latach 80.
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i 90. Kluczowa wydaje si¢ tu technika ancuchowej reakcji poli-
merazy (ang. polymerase chain reaction - PCR), ktéra umozliwila
upowszechnienie badain DNA oraz data podstawy nowoczesnym tes-
tom diagnostycznym stosowanym teraz.

Obecnie medycyna personalizowana postuguje sie¢ coraz precy-
zyjniejszymi technikami, takimi jak: Real Time PCR (PCR w czasie
rzeczywistym), mikromacierze, digitalny PCR (dPCR) czy sekwen-
cjonowanie nastepnej generacji (NGS) (tab. 2.1).

Tabela 2.1 Charakterystyka metod najczesciej wykorzystywanych w diagnostyce mole-
kularnej nowotworéw

Czulos¢
Metoda ZL0SC Zalety Wady
metody’
Sekwencjonowanie wykrywa wszystkie pracochlonna i mato czuta,
. 10-20% S . L )
sangerowskie mutacje i je identyfikuje | wrazliwa na degradacje DNA
wykrywa wszystkie mutacje,
HRM 5% jest tania i szybka ale ich nie identyfikuje,
wrazliwa na jakosé DNA
umozliwia wykrycie
nawet do kilkunastu
tysi tacji w jed-
. . ysieey mutacjiwje wykrywa mutacje, ktére sa
Mikromacierze 2-5% | nym eksperymencie, .
. znane, jest pracochtonna
pozwala na zbadanie
globalnej ekspresji
gen6éw czy miRNA
. . wykrywa wszystkie -
Pirosekwencjono- L . pracochlonna, analizuje
. 1-5% | mutacje i je identyfikuje, I .
wanie . o krotkie odcinki
jest metoda ilosciows,
jest szybka, mniej . .
kot k liczb
qPCR 01; © | wrazliwa na degradacje xﬁ t;z";vi;gtrasmcdzr?)n?e 1ozbe
o DNA J1, testy sa drog
k tki
NGS 1-59 | WYXIywawszystde pracochfonna i droga
mutacje i je identyfikuje
jest szybka, mnicj wykrywa ograniczona liczb
ddPCR 0,01-1% | wrazliwa na degradacje yRrywa og 4 ¢
mutacji, testy sa drogie
DNA
! Granica czulosci, oznacza minimalng zawartosé procentows allelu z mutacja w preparacie, ktéra wykrywa
dana metoda; np. 1% oznacza, ze metoda wykrywa do 1 molekuly z mutacja w mieszaninie zawierajacej 99
molekul bez mutacji.
2 Czuto$é mozna podwyzszy¢, zwiekszajac pokrycie kosztem liczby analizowanych przypadkéw.
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Przygotowywanie lekéw z przeciwcial monoklonalnych (roz-
poznajacych ten sam antygen i produkowanych przez jeden klon
limfocytéw) nie byloby mozliwe, gdyby nie postepy w inzynierii
genetycznej, czyli w technikach manipulacji genami, rozdzielania
ilaczenia na nowo DNA i RNA dla wytworzenia nowych wlasciwosci

Tabela 2.2 Przykladowe przeciwciala monoklonalne (P) oraz drobnoczasteczkowe

inhibitory (I) wykorzystywane w terapii celowanej nowotworéw

Nazwa Lek Typ Cel
handlowa leku terapeutyczny
Rituksan rytuksymab P biatko CD20 na powierzchni komérek
Glivec imatynib BCR-ABL - gen fuzyjny, aberracja chromosomowa
Herceptyna trastuzumab P receptor HER2
. . . mutacje w genach KIT
Glivec imatynib 1 i PDGRRA
Erbitux cetuksymab P EGFR - receptor naskérkowego czynnika wzrostu
Avastin bewacyzumab P VEGF - czynnik wzrostu srédblonka naczyri
Vectibix panitumumab P EGFR - receptor naskérkowego czynnika
wzrostu
Iressa gefitynib I mutacja aktywujaca w genie EGFR
Tarceva erlotynib 1 mutacja aktywujaca w genie EGFR
. inhibitor wielu kinaz (wszystkie receptory PDGFR,
Sutent erlotynib 1 VEGFR1-3, KIT, RET)
Nexavar sorafenib I inhibitor wielu kinaz (RAF, PDGFR beta, VEGFR1-3,
KIT, RET, FMS)
Zelboraf wemurafenib 1 zmutowane biatko BRAF (gléwnie mutacja V600E)
Xalkori kryzotynib 1 EML4-ALK - gen fuzyjny
Tafinlar dabrafenib 1 zmutowane bialko BRAF (gléwnie mutacja V600E)
Mekinist trametynib 1 inhibitor MEK1&2 (obecno$¢ mutacji BRAF V600E)
inhibitor polimerazy poli (ADP-rybozy)-1 (PARP-1),
Lynparza olaparyb ! ktéra uczestniczy w naprawie uszkodzenn DNA
Keytruda pembrolizumab P 1nh1b1t(3r ne'}g'atywnego r.egulz{tora niespecyficznej
odpowiedzi immunologicznej
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komérek, organizméw lub produkcji nowych substancji (tab. 2.2).

Przeciwciala monoklonalne otrzymali po raz pierwszy w 1975 r. César

Milstein oraz Georges Koéhler. Réwniez bez postepéw w badaniach

krystalograficznych prawidlowych i zmutowanych biatek, w syntezie

zwiazkéw chemicznych oraz modelowaniu bioinformatycznym -

nie byloby mozliwe stworzenie lekéw w postaci drobnoczasteczko-

wych inhibitoréw kinaz (tab. 2.2).
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Czestosé

) q Rok Metoda
Nowotwér wystepowania B = .
= rejestracji diagnostyczna
mutacji
chioniak nieziarniczy ND 1997 IHC, cytomeria
przewlekla biataczka szpikowa 100% 1998 RT-PCR, FISH, cytogenetyka
rak piersi 20% 1998 FISH, IHC
GIST - nowotwory podscieliska 95% 2002 THC, sekwencjonowanie DNA
przewodu pokarmowego
o o sekwencjonowanie DNA (KRAS,
rak jelita grubego 100% 2004 NRAS)
rak jelita grubego ND 2004 brak
- o sekwencjonowanie DNA (KRAS,
rak jelita grubego 100% 2006 NRAS)
niedrobnokomérkowy 10% (populacja 2003 (USA) | sekwencjonowanie DNA, gPCR
rak pluca (NDRP) kaukazka) 2009 (UE)
o R
NDRP 10% (populacja 2005 sekwencjonowanie DNA, gPCR
kaukazka)
GIST, rak nerki ND 2006 brak
rak nerki i rak 2005 (USA)
watrobowokomérkowy ND 2006 (UE) brak
. 2011 (USA) . .
0,
czerniak 50% 2012 (UE) sekwencjonowanie DNA, gPCR
NDRP 1-6% 2011 FISH, IHC, RT-PCR
czerniak 50% 2013 sekwencjonowanie DNA, gPCR
. o sekwencjonowanie DNA, gPCR
czerniak 50% 2013 (dotyczy BRAF)
18% - mutacje
R germinalne + 7 sekwencjonowanie DNA, qPCR,
rak jajnika mut. somatyczne 2014 NGS (dotyczy genéw BRCA1/2)
w BRCA1/2
2014 (USA
. - czerniak)
czerniak, NDRP ND 2015 (USA THC (tylko NDPR)

- NDRP)
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Poczatki medycyny personalizowanej dotycza leczenia onkolo-
gicznego. Pierwszym lekiem terapii celowanej byt rytuksymab (Rituk-
san, MabThera), stosowany w leczeniu chloniaka nieziarniczego
i przewleklej bialtaczki limfocytowej, ktéry zostal zarejestrowany
w 1997 roku w USA (tab. 2.2). Rytuksymab to chimeryczne (ludzko-
-mysie) przeciwcialo monoklonalne rozpoznajace czasteczke biatka
(CD20) charakterystyczna dla komérek bialaczkowych.

Rytuksymab, po przytaczeniu do komdrki nowotworowej, uru-
chamia kaskade uktadu immunologicznego, ktéra doprowadza do jej
zniszczenia. Rok po zarejestrowaniu rytuksymabu na rynku pojawia
sie¢ kolejne przeciwcialo monoklonalne - trastuzumab, stosowane
w podtypie raka piersi z nadekspresja receptora HER2 (na powierzch-
ni komoérki nowotworowej pojawia si¢ nadmierna ilos¢ receptora, co
powoduje stymulowanie podzialéw komorki nowotworowej) (tab. 2.2).
Rak piersi z nadekspresjq receptora HER2 wystepuje u co piatej ko-
biety chorej na ten nowotwor. Aby racjonalnie i skutecznie leczyé,
potrzeba bylo skonstruowac test, ktéry pomégtby ,wychwycié” pa-
cjentki, ktéore moga odnies¢ korzysé z leczenia. Wkroétce na rynku
pojawily sie testy wykrywajace ilos¢ biatka HER2 oraz liczbe kopii
genu kodujacego receptor HER2. Terapia celowana radykalnie
zmienila niekorzystny przebieg kliniczny tego subtypu raka piersi.
25 pazdziernika 1998 roku amerykanska Federalna Agencja ds.
Zywnosci i Lekéw (FDA) zaaprobowata jednoczesnie do leczenia tras-
tuzumab oraz test wykrywajacy poziom biatka na komérkach nowo-
tworowych. Ten dzienl uznano potem za poczatek teranostyki.

W tym samym okresie, dzieki rozwojowi technologii mikro-
macierzy RNA i DNA, staly si¢ mozliwe badanie ekspresji wielu tysiecy
genéw w jednym eksperymencie oraz globalna analiza zmian jedno-
nukleotydowych (polimorfizméw SNP) w genach (tab. 2.1). Szybko
wprowadzono na rynek testy oceniajace polimorfizmy w genach za-
angazowanych w metabolizm lekéw stosowanych w leczeniu réznych
chordéb, takich jak zaburzenia psychiczne, choroby sercowo-naczy-
niowe oraz choroby nowotworowe. Testy tego typu moga poméc
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w ustaleniu optymalnej dawki leku w zaleznosci od tego, jak dany
pacjent metabolizuje leki w watrobie, co jest z kolei uzaleznione od
polimorfizméw w genach kodujacych biatka uczestniczace w metabo-
lizmie. Pozwala to uniknaé braku efektu w przypadku niskiej dawki
lub objawéw toksycznosci w przypadku zbyt wysokiej dawki leku dla
danego pacjenta i automatycznie zaoszczedzi¢ srodki wydawane na
nieskuteczne leczenie oraz leczenie powiklan.

Pierwszym drobnoczasteczkowym inhibitorem kinaz tyrozyno-
wych byt Glivec (imatynib), ktéry okazal sig¢ bardzo skuteczny w le-
czeniu przewleklej biataczki szpikowej (CML) oraz guzéw zrebu
przewodu pokarmowego (GIST). Wprowadzenie tego leku do terapii
diametralnie poprawilto skutecznosc¢ leczenia tych choréb i wymusito
stosowanie metod diagnostyki molekularnej w celu selekcji pacjentéw
do terapii oraz monitorowania skutecznosci leczenia (tab. 2.2).

Na poczatku XXI wieku do leczenia nowotworéw wprowadzane
sa kolejne przeciwciala monoklonalne oraz drobnoczasteczkowe
inhibitory kinaz tyrozynowych i serynowo-treoninowych (kinazy
tyrozynowe i serynowo-treoninowe sg to biatka majace zdolnosé
przekazywania sygnaléw stymulujacych wzrost komérek) do lecze-
nia nowotwordw jelita, ptuca, nerki, czerniaka i innych (tab. 2.2).

W przypadku raka jelita grubego okazalo sie, ze przeciwciala
(cetuksymab i panitumumab) blokujace funkcjonowanie receptora
EGFR (receptor naskérkowego czynnika wzrostu, typ receptorowe;j ki-
nazy tyrozynowej — RTK) sa skuteczne tylko u pacjentéw, u ktérych
nie wystepuje mutacja w genie kodujacym biatko KRAS. Biatko
KRAS lezy w szlaku przekaZnictwa ponizej receptora EGFR. Wiec
blokowanie receptora EGFR nie bedzie skuteczne, jezeli biatka
w szlaku ponizej sa zmutowane i caly czas wysylaja sygnal do jadra
komoérkowego stymulujacy podziat komérki. PéZniejsze badania wy-
kazaly, ze w celu skuteczniejszego wyselekcjonowania chorych
z rakiem jelita grubego trzeba jeszcze zbadaé kolejny gen z kaskady
przekaznictwa, tj. gen NRAS [1].
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Szlak MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) jest podsta-
wowym wewnatrzkomérkowym szlakiem przekazywania sygnaléw
o fundamentalnym znaczeniu dla regulacji funkcji komérki, takich
jak wzrost, proliferacja, r6znicowanie i apoptoza.

Fizjologiczna aktywacje szlaku zapoczatkowuje przylaczenie
czynnika wzrostu, hormonu lub cytokiny do RTK. Dochodzi do dal-
szego przekazywania sygnatu do wnetrza komérki przez fosforylacje
i aktywacje kolejnych kinaz tego szlaku - RAS/RAF/MEK/ERK.
Konicowym etapem przenoszenia sygnatu z blony komoérkowej jest
przemieszczenie sie zaktywowanych czasteczek bialek ERK do
jadra komédrkowego, gdzie aktywuja one czynniki transkrypcyjne
regulujace ekspresje gendéw zaangazowanych w regulacje proce-
sow komorkowych - wzrostu, proliferacji, réznicowania i apoptozy
(ryc. 2.1) [1].

Ryc. 2.1 Schemat budowy szlaku kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK). RTK
- receptorowa kinaza tyrozynowa np. EGFR, HER2, VEGFR1-3, KIT

H/N/KRAS

+

BRAF

+

MEK1&2 cytoplazma

jadro
komoérkowe = PODZIAL KOMORKI




Teranostyka - potaczenie terapii i diagnostyki

Nic wiec dziwnego, ze mutacje w genach kodujacych biatka
sktadowe tego szlaku wystepuja bardzo czesto w réznych nowo-
tworach. Receptor EGFR to réwniez bardzo wazny cel terapii w przy-
padku nowotworéw pluca. Réznica polega na tym, ze w przypadku
raka pluc wykorzystuje sie drobnoczasteczkowe inhibitory blokujace
zmutowany receptor EGFR. Jednym z najczesciej mutowanych biatek
szlaku MAPK jest bialko BRAF. Gen kodujacy bialko BRAF jest
zmutowany w 40-70% rakow brodawkowatych tarczycy, 50% czer-
niakéw oraz okoto 10-20% rakdéw jelita grubego. W wigkszosci przy-
padkéw wykrywa sie mutacje c.1799 T>A (p.V600E).

Obecnie w badaniach przedklinicznych oraz klinicznych ocenia
sie kilkaset nowych lekéw (drobnoczasteczkowe inhibitory i przeciw-
ciala monoklonalne) hamujacych rézne szlaki zaktywowane w przy-
padku kilkudziesigciu nowotwordéw.

Po okresie poczatkowego entuzjazmu, szybko okazalo sie, ze
pomimo selekcji metodami biologii molekularnej, leczenie nie
u wszystkich pacjentéw dziala tak samo efektywnie lub wkrétce
zawodzi. Pojawiajaca sie opornos¢ w trakcie terapii celowanej
wywoluja mutacje, ktére zmniejszaja lub uniemozliwiajq przyla-
czenie sig drobnoczasteczkowgo inhibitora do miejsca aktywnego.
Dzieje si¢ tak w przypadku leczenia przewleklej biataczki szpikowej
(tab. 2.2) miedzy innymi z mutacja T3151 w domenie wiazacej ATP
w genie fuzyjnym BCR/ABL, ktéra znacznie zmniejsza aktywnosc
farmakologiczna imatynibu.

Mutacje moga réwniez zapobiega¢ przylaczaniu si¢ monoklonal-
nego przeciwciata, jak ma to miejsce w przypadku receptora EGFR.
Mutacja w domenie zewnatrzkomérkowej receptora EGFR (S492R)
uniemozliwia przylaczanie sie cetuksymabu, jednak nie powoduje
opornosci na panitumumab [2].

Przyczyna tego stanu, jak sie okazalo, jest heterogenicznosé nowo-
tworéw i ewolucja guza pod wplywem leczenia. Heterogenicznosé
nowotworéw to réznorodnos¢ klonéw komoérkowych tworzacych
guz nowotworowy. Natomiast klon komérkowy to grupa komérek
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wywodzaca sie z jednej komérki. Komérki tworzace klon komérkowy
sa bardziej podobne do siebie (majg te same mutacje) w poréwna-
niu z komérkami tworzacymi inne klony. Z kolei klony komérkowe
tworza poliklonalny guz nowotworowy, ktéry nazywamy wlasnie
heterogenicznoscia nowotworéw. W zwiazku z tym w guzie nowo-
tworowym sg klony komérkowe podatne na leczenie oraz oporne.

W trakcie leczenia terapia celowana eliminuje komérki podatne
na leczenie, ale réwnoczesnie utatwia rozwdj klonom opornym
w zasiedlaniu miejsc po eliminowanym konkurencie. Jest to ewolu-
cja darwinowska w skali mikro, lek jest tu czynnikiem selekcyjnym,
a klony komérkowe konkuruja o byt. Tak wtasnie nastepuje ewolucja
guza nowotworowego, ktéra ostatecznie prowadzi do opornosci na
leczenie (ryc. 2.2).

Ryc. 2.2 Schemat ewolucji guza pod wplywem terapii. Komérki koloru czerwonego
iciemnoczerwonego tworza klony oporne na dane leczenie (maja mutacje warunkujaca
opornos$é). Komorki koloru fioletowego, w ktérych pojawita sie¢ mutacja w trakcie tera-
pii, takze tworzg klon oporny na leczenie. Komdrki koloru biekitnego i zielonego -
komorki tworzace klony wrazliwe na dane leczenie (nie maja mutacji warunkujacej
oporno$é na dany lek)

LECZENIE WZNOWA =

PRESJA SELEKCJA

SELEKCYJNA KLONOW
OPORNYCH
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Podejrzewa sig, ze mutacje warunkujace opornosé na leczenie
moga by¢ obecne juz przed rozpoczeciem terapii, a takze moga
powstawac w trakcie ewolucji guza w trakcie leczenia.

Wynikaja z tego wazne implikacje dla leczenia onkologicznego:

- nalezy badac wiecej genéw dla lepszej stratyfikacji;

- leczenie tylko jednym lekiem jest w wiekszosci przypadkéw
skazane na niepowodzenie, dlatego trzeba podaza¢ wieloleko-
wym oraz sekwencyjnym schematem, analogicznym jak w przy-
padku HIV/AIDS;

- leczenie powinno bazowac¢ na wynikach genotypowania uzys-
kanych na materiale pobieranym w trakcie nawrotu choroby za
pomoca biopsji; problemem bardzo czestym jest brak mozliwosci
wykonania biopsji z powodéw anatomicznych lub braku zgody
pacjenta - rozwiazaniem tego problemu w przyszlosci bedzie tzw.
biopsja plynéow.

Jak wspomniano, badanie 1-2 genéw (ich fragmentéw) jest nie-
wystarczajace do stratyfikacji pacjentéw do terapii celowanej. Na
szczescie, w tym samym okresie, gdy do leczenia nowotworéw coraz
powszechniej stosowano terapie celowana (pierwsza dekada XXI w.),
trwaly intensywne badania dotyczace ulepszenia i przyspieszenia
metod sekwencjonowania DNA. Wkrétce na rynku pojawily sie sek-
wenatory majace przepustowosc od tysiaca do miliona razy wieksza
od sekwenatoréw Sangerowskich (podstawowych urzadzen wyko-
rzystanych do sekwencjonowania pierwszego ludzkiego genomu)
(tab 2.3).
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Tabela 2.3 Poréwnanie najpowszechniej obecnie wykorzystywanych technologii NGS
w poréwnaniu z sekwencjonowaniem metoda Sangera w diagnostyce nowotworéw

Srednia Srednia o dICl;;tc(,w
Metoda dlugosé doktadnosé (e Czas
odczytu pojedynczego ol y1:1 pracy
(nukleotydy) odczytu e

gzﬁ‘g;x‘;ﬁ?;”ame 400-900 99,9% 96-384 0,33h
Proton
polprzewodnikowy do 400 98% do 80 mIn 2h
pomiar jonéw
(IonTorrent )
Personal Genome Machine
- polprzewodnikowy do 400 98% do 10 mln 2h
pomiar jonéw (IonTorrent)
- ma CE IVD
Myseq -
sekwencjonowanie przez 2x300 99,9% do 50 mIn 56 h
synteze (Illumina)
ma CE IVD
HiSeq 4000 -
sekwencjonowanie 2 x 150 99,9% max 6 mld 1-3,5 dni
przez synteze (Illumina)
Nanopore Mk 1 230 tys. o 1 min
MiniON - 300 tys. 96% 600 tys. ~48h
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Maksymalna
Orientacyjny koszt sumaryczna dlugosé
sekwencjonowania odczytanej sekwencji
1 mIn nukleotydéw w jednym cyklu pracy Zalety Wady
1M (PLN) Gb = miliard
nukleotydéw
Zloty standard. Niepraktyczny i drogi
9600 345 600 Dlugie odczyty do duzych projektow
Mniejszy koszt Bledy w odczycie
2 12 Gb oraz szybkosc homopolimeréw
sekwencjonowania (np. ciag AAAAAAAA)
Bledy w odczycie
homopolimeréw
Bardzo maly koszt, [n.P 'c1a(g )
cs: Lo Nie jest praktyczne
szybkos¢ i nadaje sie . .
. . ani ekonomiczne
4 1Gb do diagnostyki .
wykonanie sekwen-
- panele genowe . . .
. . cjonowania duzych
lub bakterie, wirusy s
projektéw, np.
sekwencjonowanie
genomu czlowieka
Bardzo maly koszt, Nie nadaje si¢ do
L . praktycznego
nadaje sie do diagnos- | X .
tyki - bardzo duze 1 eXonomicznego
2 15 Gb ¥y wykonywania duzych
panele genowe, trans- R
projektéw, np.
kryptom, egzom lub . .
L0 sekwencjonowanie
bakterie, wirusy .
genomu czlowieka
Bardzo wysoka prze-
pustowosc oraz reali- Koszt zakupu sprzetu
zacja bardzo duzych bardzo wysoki oraz
0,2-0,6 1500 Gb projektéw sekwencjo- | wymagajaca infrastru-
nowania - w tym ktura i analiza olbrzy-
genomicznych badan mich ilosci danych
populacyjnych
Urzadzenie ma bardzo
malg wielkos¢ (W 105, | Nowa technologia,
H 23,D 33 mm)iprzy- | nie ma jeszcze duzego
0.3 6Gb lacza sie za posrednict- | wyboru programéw

wem USB do kompu-
tera. Bardzo szybkie.
Nadaje sie¢ do identyfi-
kacji mikrobiologicznej

do analizy danych,
stosunkowo niska
doktadnosé

Zrédlo: tabela skonstruowana na podstawie opublikowanych danych literaturowych oraz informacji ze stron

producenta i internetowych serwiséw informacyjnych, dane w tabeli trzeba wiec traktowac jako orientacyjne -

przyblizone.
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Obecnie na dobre rozpoczyna sie era sekwencjonowania na-
stepnej generacji (ang. next generation sequencing - NGS). Urzadze-
nia te sa w stanie zsekwencjonowac jeden caly ludzki genom
w ciagu jednego do kilku dni za kwote okolo 8-10 tys. zI! W USA
koszt ten obecnie wynosi 1363 dolary (ryc. 2.3).

Ryc. 2.3 Koszt sekwencjonowania ludzkiego genomu w dolarach na przestrzeni 15 lat

T T T T T T T T T T T T T T
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Zrédlo: Wetterstrand K.A., DNA Sequencing Costs: Data from the NHGRI Genome Sequencing Program (GSP).
Available at: www.genome.gov/sequen-cingcosts, [dostep 30.12.2015] (publikacja ryciny za zgoda autora).

Nalezy si¢ spodziewaé, ze w ciagu kilku lat koszty sekwen-
cjonowania jeszcze sie obniza, poniewaz nieustannie opracowywane
sa nowe technologie, a przepustowos¢ obecnych jest zwiekszana.
Postep, jaki sie¢ dokonal w technologii sekwencjonowania w ciagu
10 lat jest niewyobrazalny, gdy przypomnimy sobie, ze sekwencjono-
wanie pierwszego ludzkiego genomu zajeto 10 lat i kosztowato 3 mld
dolaréw, a do jego przeprowadzenia potrzebne bylo miedzynarodowe
konsorcjum!
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Obecnie problemem staje sie¢ przechowywanie danych uzyska-
nych z sekwencjonowania (pliki wielkosci Tb - terabit = 10% bitow)
oraz interpretacja - w kontekscie klinicznym - tej ogromnej ,powodzi
danych”. Nalezy sie spodziewad, ze dzieki zaawansowanym algoryt-
mom bioinformatycznym, w tym systemom samouczacym sie (ang.
machine learning - automatyczny system potrafiacy sie doskonali¢
przy pomocy gromadzonego doswiadczenia, czyli danych) taczacym
i integrujacym rézne medyczne bazy danych, problem ,powodzi da-
nych” z NGS zostanie rozwiazany, co wplynie na upowszechnienie
wykorzystywania tej technologii w medycynie oraz innych naukach
przyrodniczych.

Dzieki technologii NGS rozpoczeto projekt sekwencjonowania
1000 ludzkich genoméw (ang. 1000 Genomes) majacy na celu po-
znanie réznorodnos$ci populacji ludzkiej na poziomie genomu. Pro-
jekt rozszerzono i niedawno ogtoszono katalog strukturalnych zmian
w ponad 2500 ludzkich genomach.

Drugi projekt to Atlas Genomu Nowotworowego (ang. The Cancer
Genome Atlas Project), ktérego celem jest kompleksowa charaktery-
styka genomu nowotworowego na réznych poziomach, tj. DNA, RNA
i biatka. Do tej pory scharakteryzowano ponad 11 tys. par prébek
(tkanka nowotworowa + tkanka prawidlowa) reprezentujacych 33
nowotwory, w tym 10 rzadkich. Realizacja tego projektu juz zao-
wocowala zmianami w klasyfikacji nowotworéw oraz wykryciem
nowych celéw diagnostyki i terapii celowane;j.

W chwili obecnej na rynku dostepnych jest kilkanascie urzadzen
do NGS (tab. 2.3) o réznej przepustowosci. Czes¢ z nich przezna-
czona jest do sekwencjonowania w mniejszej skali - w jednym ek-
sperymencie moga one zsekwencjonowacd do kilkuset genéw, caty
egzom (wszystkie sekwencje kodujace biatko w genomie) lub tran-
skryptom (wszystkie sekwencje DNA ulegajace ekspresji w postaci
RNA), ale nie maja przepustowosci potrzebnej do zsekwencjono-
wania calego genomu czlowieka. Dzigki tego typu urzadzeniom,
technologia ta na dobre zadomowila si¢ w laboratoriach diagnos-
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tycznych na calym swiecie, w tym réwniez w kilku laboratoriach
w Polsce (m.in. Zaklad Diagnostyki Molekularnej SCO w Kielcach,
Centrum Onkologii - Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warsza-
wie, Warszawski Uniwersytet Medyczny czy Zaklad Biologii i Gene-
tyki Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego). Z drugiej strony nalezy
dodad, ze w chwili obecnej nie jesteSmy w stanie interpretowac catego
genomu - z powodu braku danych korelacji klinicznych, ktére dopie-
ro sg tworzone i gromadzone. Zatem w chwili obecnej wigkszos¢
tych informacji jest klinicznie bezuzyteczna.

Dzieki technologii NGS, coraz czesciej do stratyfikacji pacjentéw
do terapii celowanej stosuje si¢ analize paneli genowych obejmujacych
kilkanascie do kilkudziesieciu genéw w jednym tescie, ktérych status
jest istotny dla wlaczenia lub wykluczenia pacjentéw z leczenia da-
nym lekiem (ryc. 2.4).

Ryc. 2.4 Przyklady zastosowania technologii NGS w stratyfikacji pacjentéw do terapii
celowanej. Mutacje KRAS exon 2 ¢.35G>A (p.G12D), KRAS exon 4 ¢.351A>T (p.K117N)
wykryte w raku jelita grubego oraz mutacja BRAF exon 15 ¢.1799T>A (p.V600E)
wykryte w czerniaku. Wyniki uzyskane z wykorzystaniem sekwenatora NGS PGM
TonTorent. (Mgr Sebastian Zigba, Zaktad Diagnostyki Molekularnej Swigtokrzyskiego
Centrum Onkologii w Kielcach)
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Dzigki NGS mozliwe staje si¢ precyzyjniejsze dobranie terapii
celowanej (w tym kombinacji lekéw) w wiekszej grupie pacjentow.
Dzieki stosowaniu kombinacjilekéw zmniejsza sig ryzyko wystapienia
opornosci lub znacznie si¢ przedluza okres wolny od progresji czy
nawrotu choroby [3]. Dobrym przykiadem jest tu stosowanie dwéch
lekéw (inhibitora BRAF oraz inhibitora MEK) w przypadku czernia-
ka rozsianego z wykryta mutacja w genie BRAF. Catkowite przezycie
wydluzylo sie kilkukrotnie w ciggu ostatnich 4 lat: z 6 miesiecy do
Srednio 2 lat! Natomiast czas wolny od progresji to obecnie okoto 12
miesiecy. To wielki sukces w terapii tej bardzo agresywnej choroby
nowotworowej.

Réwniez dzieki technologii NGS mozliwa stala sie w naszym
kraju diagnostyka wszystkich sekwencji kodujacych genéw BRCA1
i BRCA2. Do tej pory wykonywano jedynie panel kilku mutacji
zatozycielskich (mutacje charakterystyczne dla danej grupy ludzi
odziedziczone po wspélnym przodku i utrwalone w danej populacji
przez jej wzgledna izolacje od innych populacji ludzkich). Bardzo
czesto sie zdarza, ze w przypadku pacjentek pochodzacych z rodzin,
w ktérych wystepowaly liczne zachorowania na raka piersi i jajnika
wsrdd bliskich krewnych, mutacji zatozycielskich charakterystycz-
nych dla populacji polskiej sie nie wykrywa. Wtedy z pomoca przy-
chodzi badanie NGS BRCA1&2, ktére w znacznej czesci przypadkow
rodzin bez mutacji zalozycielskich w BRCA1/2 pozwala wykry¢
mutacje odpowiedzialng za agregacje rakow piersi czy jajnika w da-
nej rodzinie.

Poszerzona diagnostyka jest szczegélnie wazna w przypadku
raka jajnika, gdzie nie ma zadnych dobrych markeréw pomocnych we
wczesnym wykryciu tej agresywnej choroby nowotworowej. Wykrycie
mutacji w danej rodzinie daje obecnie jedyng szanse na uchronienie
kobiet zdrowych bedacych nosicielkami mutacji przed rozwojem
raka jajnika, poprzez wiaczenie ich do programu profilaktycznego,
w ktérym kobieta opiekuje si¢ genetyk kliniczny, ginekolog, onkolog
oraz psycholog. Taki zespdt prowadzi pacjentke, pomagajac w za-
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planowaniu zalozenia rodziny, poprzez ewentualne profilaktyczne
usuniecie jajnikéw wraz z przydatkami oraz cykliczne kontrole.
Dodatkowo, dostepna obecnie terapia celowana (inhibitory
PARP-1) skuteczna w przypadku rozpoznania raka jajnika z wykryta
mutacja germinalna (mutacja dziedziczona, obecna we krwi) lub
somatyczna (mutacja niedziedziczona, obecna tylko w tkance po-

Ryc. 2.5 Przykiady wykrytych mutacji, polimorfizméw oraz wariantéw o nieznanym
znaczeniu klinicznym (ang. VUS) z wykorzystaniem NGS, potwierdzone za pomoca
sekwencjonowania metoda Sangera: BRCA1: a — p.V757Rfs*8; b - p.Q1349*; BRCA2:
¢ - p.D1420Y, d - p.I3412V, e - p.R2336H, f - p.N2089Hfs*2, g - p.V1283Kfs*2, h -
p-T3401M. (Mgr Sebastian Zigba, Zaktad Diagnostyki Molekularnej SCO, Kielce)
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operacyjnej raka jajnika) w BRCA1/2 wymusza koniecznosé stoso-
wania NGS, aby zakwalifikowaé jak najwigksza liczbe kobiet do tej
terapii, zwlaszcza ze w raku jajnika skuteczne mozliwosci terapeu-
tyczne sa nieliczne.

Zaktad Diagnostyki Molekularnej SCO w Kielcach od 2014 roku
prowadzi rutynowa diagnostyke sekwencji kodujacych BRCA1/2 dla
pacjentéw pochodzacych z rodzin, w ktérych licznie wystepowaly
raki piersi i/lub jajnika lub rak wykryto w bardzo mlodym wieku,
a nie wykryto mutacji zalozycielskich w BRCA1/2 charakterystycz-
nych dla populacji polskiej (ryc. 2.5).
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2.2
Perspektywy terapii celowanej

Pomimo opisanych powyzej sukcesow terapii celowanej, okazato
sie, ze w przypadku nowotworéw litych materiat jest bardzo trudno
dostepny dla regularnego monitorowania skutecznosci leczenia.
Dodatkowo, heterogenicznosé nowotworéw sprawia, ze pojedyncza
biopsja nie odzwierciedla biologii choroby nowotworowej. Pre-
cyzyjne dopasowanie terapii to dopiero poczatek procesu leczenia.
Nie mniej istotne jest wlasnie regularne monitorowanie skutecznosci
leczenia. Nierzadko w przypadku zaawansowanej choroby nowo-
tworowej (rak pluca, jelita czy piersi) wystepuja trudnosci w pozys-
kaniu materiatu diagnostycznego, co wprowadza dodatkowy czynnik
obciazajacy i stresujacy (obok samej choroby) dla pacjenta.

Istnieje potrzeba poszukiwania innych Zrédet materialu, ktory
bylby fatwo pobierany i dostarczat danych diagnostycznych do regu-
larnego monitorowania skutecznosci leczenia.

Materialem o takich cechach jest krew obwodowa, ktéra docie-
ra do wszystkich komérek organizmu. Od XIX w. wiadomo, ze we
krwi pacjentéw z nowotworami niehematologicznymi kraza komérki
nowotworowe (ang. circulating tumour cells - CTC, krazace komédrki
nowotworowe) w ilosciach 1-10/ml krwi. Zwykle guz pierwotny
bardzo dobrze reaguje na zastosowane leczenie, podczas gdy choroba
uogblniona (obecne odlegle przerzuty) bardzo trudno udaje sie sta-
bilizowaé, nie wspominajac juz o kontrolowaniu. Dlatego tez prze-
rzuty odlegle sa odpowiedzialne za 90% zgonéw. Za powstawanie
odleglych przerzutéw odpowiadajq wtasnie CTC. Szacuje sig, ze guz
uwalnia do krwiobiegu kazdego dnia tysiace komorek, ktére staja
sie CTC [1, 4, 5].

W wieku XX dowiedziono réwniez, ze w osoczu pobranym od
pacjentéow onkologicznych mozna wykryé krazace nowotworowe
DNA (ang. circulating tumor DNA - ctDNA), ktérego Zrédiem sa
komérki nowotworowe ulegajace apoptozie (samobdjczej smierci
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komérki). Udowodniono, ze ctDNA moze byé Zrédlem materiatu
diagnostycznego [1, 6].

CTC i ctDNA to potencjalne zZrédla materiatu diagnostycznego.
Pozyskiwanie ich okresla si¢ jako biopsje plynéw (ang. liquid
biopsy).

Wykorzystywanie CTC jako markera uzytecznego klinicznie
jest od 10 lat bardzo intensywnie badane. Analiza poziomu CTC
wykrywa nawrét choroby od 3 do 6 miesiecy wczesniej w pordw-
naniu ze standardowymi metodami radiologicznymi. Przeprowa-
dzone badania wskazuja, ze analiza CTC moze ulatwié, a niekiedy
w ogéle umozliwi¢ personalizacje terapii. Jest tak w przypadku
nowotworéw piersi, w ktérych guz pierwotny moze nie wykazywac
ekspresji receptora HER2. Natomiast z biegiem leczenia fenotyp
choroby moze si¢ zmienia¢ na HER2+. Odkrycie to bylo mozliwe
dzieki wykryciu i analizowaniu CTC, ktére wykazywaly fenotyp
HER2+. Moze to by¢ podstawa do wdrozenia terapii celowanej
w tej grupie pacjentéw. Udowodniono réwniez mozliwos¢ wyko-
rzystania CTC jako zZrédla materialu do wykrywania mutacji
w genie EGFR w przypadku raka pluca i stratyfikacji pacjentéow
do terapii celowanej. W przypadku raka jelita grubego réwniez
wykryto, iz poziom CTC jest niezaleznym czynnikiem prognostycz-
nym czasu wolnego od progresji oraz przezycia catkowitego, bedac
uzupelnieniem danych radiologicznych. Wartosé kliniczna CTC byta
oceniana rowniez w innych nowotworach litych, takich jak rak trzust-
ki, watroby, prostaty czy czerniak. Podobnie wykazywano korelacje
ze stopniem zaawansowania i wynikami leczenia.

Wyzwaniem jest wykrywanie CTC w stadiach choroby miejscowo
zaawansowanej (bez przerzutéw do okolicznych weztéw chionnych
oraz przerzutéw odlegtych do innych narzadéw), ze wzgledu na bar-
dzo matq liczbe CTC wykrywanych u 95% pacjentéw. Badanie CTC
u pacjentek z miejscowo zaawansowanym rakiem piersi pozwoliloby
na monitorowanie skutecznosci leczenia pooperacyjnego (adjuwan-
towego), co mogloby zapobiec nawrotom choroby. Zrealizowanie tego
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zadania wymaga zaprojektowania czulszych metod do wykrywania
bardzo niskiego poziomu CTC w nowotworach o niskim stopniu
zaawansowania w poréwnaniu z obecnie wykorzystywanymi (np.
CellSearch) [1, 4, 5].

Obecnie CTC nie sa wykorzystywane jako marker prognos-
tyczny i predykcyjny, poniewaz jest wiele niejasnosci co do ich kli-
nicznego znaczenia w leczeniu nowotworéw litych. Nalezy sie jed-
nak spodziewa¢ wzrostu znaczenia klinicznego CTC, szczegblnie
w lokalnie zaawansowanej chorobie nowotworowej, dzieki bardzo
dynamicznemu rozwojowi réznorakich technik wykrywania i ana-
lizy CTC (ryc. 2.6). Przelozy sie to réwniez na wzrost znaczenia dia-
gnostycznego i prognostycznego CTC i utatwi personalizacje leczenia
onkologicznego.

Ryc. 2.6 Przyklady wykrytych 1 i 2 CTC na 125 tys. przeanalizowanych komérek
z probki krwi pobranej od pacjentek przed zabiegiem operacyjnym z powodu raka
jajnika. Analize wykonano za pomoca cytometrii przeplywowej z analiza obrazu; CD45
- marker leukocytéw, DAPI - barwi jadro komdrkowe, CD326 (Ep-CAM) - marker
nabtonkowy (ImageStream Mark II, mgr Krzysztof Gruszczynski, Zaktad Diagnostyki
Molekularnej SCO, Kielce)
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Z kolei ctDNA, stosujac obecnie dostepne metody, wykrywa sie
u 50-75% pacjentéw z zaawansowanym, jak réwniez zlokalizowa-
nym nowotworem np. piersi czy czerniaka (ryc. 2.7). Moze to wyni-
kaé z tego, ze ctDNA stanowi 1,4-47,9% cfDNA (cell free DNA)
w krwiobiegu pacjentéw onkologicznych. ctDNA moze znalez¢ zasto-
sowanie jako materiat diagnostyczny, predykcyjny i prognostyczny.
Duza zaleta analizy ctDNA jest mozliwosé wczesniejszego — nawet do
10 miesiecy - wykrycia progresji choroby w poréwnaniu z metodami
radiologicznymi. Potrzeba jednak jeszcze czulszych metod do de-
tekcji ctDNA, bazujacych na nowych technologiach, aby wykrywacé
ctDNA w zawartosci 0,2% catego wolno krazacego DNA (cfDNA)
w osoczu [1, 6].

Ryc. 2.7 Biopsja plynéw - przyklad z digitalnego PCR oceniajacego liczbe kopii zmuto-
wanego ctDNA BRAF V600E. Prébki osocza pobrano od trzech pacjentéw (34, 35 i 36)
chorych na rozsianego czerniaka przed rozpoczeciem leczenia (A) i po 6 tygodniach
leczenia (B) wemurafenibem (drobnoczasteczkowy inhibitor zmutowanego biatka
BRAF V600E). Wykres przedstawia liczbe kopii ctDNA z mutacja BRAF V600E w jed-
nym pl osocza pobranego od pacjenta. (Mgr Malgorzata Chlopek, Zaktad Diagnostyki
Molekularnej SCO, Kielce)
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Z powyzszych rozwazan wynika, ze do realizacji tych celéw
potrzeba metod przynajmniej o czulosci rzedu 10°-10". Taka wtas-
nie obiecujaca metoda moze by¢ powierzchniowo wzmocniona
spektroskopia Ramanowska (ang. surface enhanced Raman spectro-
scopy — SERS). W wytwarzaniu platform SERS specjalizuje sie In-
stytut Wysokich Cisnienn Polskiej Akademii Nauk w Warszawie
(opatentowana technologia). Platforma SERS jest zbudowana z foto-

Ryc. 2.8 Schemat budowy i dziatania platform SERS (dzieki uprzejmosci prof. dr. hab.
Jana Weyhera, IWC-PAN)
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Obraz SEM foto-trawionej powierzchni Widmo SERS piryny
GaN: platforma SERS wykonana (prof. dr hab. A. Kudelski, UW)
w IWC-PAN badane molekuly

wytrawionych powierzchni azotku galu (GaN), na ktére naklada sie
powloke z metali lub stop6w metali (Au, Ag, Cu) (ryc. 2.8). Dzieki
takiej konstrukcji platforma daje wysoki wspélczynnik wzmocnienia
- EF=10*-10’, dajacy duza doktadnos¢ przy niewielkich ilosciach
analitu (bialko, zwigzek chemiczny czy fragment DNA) natozonego
na platforme i analizowanego za pomoca spektroskopii Ramanow-
skiej [7].
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Technologia o czulosci 10°-10" moze pozwolié¢ na regularne
monitorowanie leczenia pacjenta, jak réwniez wczesne wykrywanie
wznowy. Technologie o wspomnianej czulosci powinny umozliwié
wykrywanie wczesnego rozsiewu choroby nowotworowej na pozio-
mie molekularnym. Obecnie stosowane metody radiologiczne nie sg
na tyle czule, aby wykry¢ wczesny rozsiew choroby. W tym upatruje
sie Zrédla nawrotu choroby pomimo doszczetnosci usuniecia nawet
matego guza pierwotnego i zastosowaniu chemioterapii poopera-
cyjnej. Od dawna podejrzewa sie, ze guz pierwotny uwalnia komdrki
nowotworowe do krwiobiegu na bardzo wczesnym etapie choroby,
zanim zacznie dawac kliniczne objawy. Bardzo czuta i specyficzna
technologia pozwoli w przyszlosci oceniaé stopieni zaawansowania
choroby nowotworowej na poziomie molekularnym i klinicznie bez-
objawowym, dajac informacje i czas onkologowi do zaplanowania
skutecznej terapii. Préby wykorzystania technologii SERS do wykry-
wania mutacji w ctDNA prowadzi Zaklad Diagnostyki Molekularne;j
Swietokrzyskiego Centrum Onkologii w Kielcach we wspélpracy
z Instytutem Wysokich Cisniert PAN.

Ryc. 2.9 Srednia wielko$é nanoczastek (dzieki uprzejmosci dr Bozeny Sikory, IF PAN,
Warszawa)
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Idealem terapii i diagnostyki bylaby mozliwosé jednoczasowej
realizacji tych procedur. Bardzo duze nadzieje wiaze sie¢ z wyko-
rzystaniem nanotechnologii. Nanotechnologia to dzial zajmujacy sie
technikami i metodologig tworzenia struktur w rozmiarach nano
(1-100 nm, 1 nm to jedna milionowa milimetra) (ryc. 2.9).

Bardzo intensywnie prowadzone sa prace nad wielofunkcjo-
nalnymi nanoczastkami. Czastki o wielkosci do 30 nm moga swo-
bodnie wnikaé¢ do komérek i wywolywacé okreslony efekt biolo-
giczny (ryc. 2.10). Za pomoca kontrolowanej syntezy chemicznej,
wykorzystujac metale szlachetne oraz réznego rodzaju zwiazki poli-
merowe mozna zsyntetyzowac nanoczastki o pozadanych wtasciwos-
ciach. Przykladowo - moga posiadac jednoczesnie wiasciwosci lumi-
nescencyjne, magnetyczne oraz — dzieki dodaniu zwiazkéw organicz-
nych zwanych fotouczulaczami - pod wplywem swiatla o okreslonej
dlugosci fali moga wytwarzac reaktywne formy tlenu. Moga wigc byc
zastosowane do diagnostyki i terapii fotodynamicznej, ktére sa mato
inwazyjnymi i stosunkowo niskotoksycznymi sposobami leczenia
nowotworow.

Przylaczajac do nanoczastek przeciwciala rozpoznajace biatka
charakterystyczne dla komérki nowotworowej, mozna uzyskac¢ wy-
soka specyficznosc i celowe dziatanie antynowotworowe.

Z kolei dzieki wlasciwosciom magnetycznym mozna (wyko-
rzystujac rezonans magnetyczny) uwidocznic¢ polozenie nanoczastek,
a posrednio struktur (w tym przypadku guza nowotworowego) do
ktérych sie ,przyczepily”. Wlasciwosci magnetyczne nanoczastek
mozna rowniez wykorzysta¢ do hipertermii, ktéra polega na tym,
ze pod wplywem zmiennego pola magnetycznego nanoczastki
ogrzewaja selektywnie tkanke nowotworowa, powodujac jej obumar-
cie. Natomiast dzieki fotouczulaczom mozna réwniez bardzo selek-
tywnie zniszczy¢ komérki nowotworowe (ryc. 2.11). Nanoczastki
moga by¢ réwniez wykorzystane jako precyzyjne nanonosniki:
czasteczek RNA (mikroRNA, czy siRNA) o wlasciwosciach regu-
latorowych, ktére komoérce moga blokowaé ekspresje onkogendw
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Ryc. 2.10 A: Obraz pojedynczej nanoczastki NaYF4, B: obraz wielu nanoczastek.
AiB: otrzymane z transmisyjnego mikroskopu elektronowego przez Stawomira Kreta
(IF PAN). C: Obraz nanoczastek otrzymany za pomoca skaningowego mikroskopu
elektronowego przez Tomasza Wojciechowskiego (IF PAN) (dzieki uprzejmosci prof.
Danka Elbauma, IF PAN)

A

Rysunek 2.11 Dziatanie wielofunkcyjnej nanoczastki optyczno-magnetycznej (dzigki
uprzejmosci dr Bozeny Sikory, IF PAN, Warszawa)
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w komoérkach nowotworowych, lekéw chemioterapeutycznych (np.
doksorubicyny) [8, 9].

Roéwniez w naszym kraju trwaja bardzo intensywne badania
dotyczace nanoczastek. Nanoczastki syntetyzowane przez zespét prof.
Danka Elbauma (IF PAN), dzieki ich kompozycji pierwiastkowej
sq pobudzane swiattem podczerwonym, ktére w poréwnaniu do
Swiatla widzialnego ma lepsza zdolnosé do penetracji narzadéw
wewnetrznych. Moze wigc by¢ z powodzeniem zastosowane nie
tylko do leczenia nowotworéw skéry czy bton sluzowych narzadéw
wewnetrznych, ale i nowotworéw w glebszych lokalizacjach.

Dodatkowo nanoczastki te maja wlasciwosci paramagnetycz-
ne i fluorescencyjne, a po wprowadzeniu do zywych komérek nie
wykazuja wyplywu toksycznego [9]. Zaklad Diagnostyki Moleku-
larnej SCO we wspélpracy z IF PAN prowadzi badania nad za-
stosowaniem nanoczastek do diagnostyki i leczenia nowotworéw
ze wzgledu na ich unikatowy potencjat diagnostyczno-terapeutyczny,
w tym wykrywanie CTC we krwi pacjentéw onkologicznych.

2.3
Podsumowanie

Przetom XX i XXI wieku bez watpienia przynidst ogromny postep
w naukach biomedycznych, a réwnoczesnie w diagnostyce i leczeniu
choréb nowotworowych. Dzigki polaczeniu nowoczesnych metod
biologii molekularnej, postepom w syntezie chemicznej oraz wyko-
rzystaniu wielofunkcyjnych wilasciwosci nanoczastek, przyblizamy
sie do medycyny personalizowanej realizowanej za pomocag teranos-
tyki - czyli jednoczasowej precyzyjnej diagnostyki i terapii choréb
nowotworowych.

Jestesmy swiadkami ogromnego postepu w diagnostyce i terapii
choréb nowotworowych. Na naszych oczach urzeczywistnia sie¢ kon-
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cepcja medycyny personalizowanej. Jest jeszcze wiele do zrobienia
oraz niemalo wyzwan przed nami. Jednym z nich jest pelne zrozu-
mienie kontekstu klinicznego masowo pozyskiwanych danych
genomowych. Aby zrealizowac ten cel i w pelni wykorzystac te cenne
dane, trzeba rozwigzac¢ problem ich gromadzenia oraz komplek-
sowej integracji z danymi klinicznymi oraz wieloletnig obserwacja
chorych.

Kompleksowe i zintegrowane dane beda uzyteczne dla prewencji,
diagnostyki i skutecznego leczenia choréb nowotworowych. Nowo-
czesnego spoleczenstwa nie sta¢ na brak medycyny personalizo-
wanej, a tym bardziej na brak aktywnosci w rozwijaniu tej dziedziny
wiedzy i medycyny, zaréwno w zakresie diagnostyki, jak i terapii.
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Rozdziat 3

Diagnostyka genetyczna
niedziedzicznych choréb nowotworowych
- prawa pacjenta i obowiazki lekarza

prof. dr hab. n. med. Pawel Krawczyk
Pracownia Immunologii i Genetyki Katedry i Kliniki Pneumonologii,

Onkologii i Alergologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie

Onkologia jest dziedzing medycyny, w ktérej doszlo w ostatnich
latach do powstania zupelnie nowych rozwiazari diagnostycznych
i terapeutycznych. Bylo to mozliwe dzieki zrozumieniu genetycznej
réznorodnosci mechanizméw rzadzacych powstawaniem chordb
nowotworowych. Szczegblowa wiedza o genetycznym podtozu nowo-
tworéw umozliwila wprowadzenie pod koniec XX wieku nowych
metod terapii ukierunkowanych molekularnie oraz immunoterapii.
Wymienione metody leczenia sg skuteczne jedynie u niektérych
chorych.

Wiemy coraz wigcej o nieprawidlowosciach genetycznych
wystepujacych w komérkach nowotworowych, ktérych obecnosc
warunkuje efekt poszczegélnych rodzajéw terapii. W celu wlasciwej
kwalifikacji do leczenia, niezbedne stalo si¢ opracowanie testow
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genetycznych, za pomoca ktérych mozna zbadac zaburzenia gene-
tyczne. Dostep chorych do badan genetycznych zwigkszyl sie do
niespotykanej wczesniej skali, stwarzajac wiele nowych problemoéw
natury metodologicznej, prawnej i etycznej.

3.1
Badania genetyczne w celu kwalifikacji do terapii
u chorych na nowotwory

Wedlug danych Krajowego Rejestru Nowotworéw, w Polsce
w 2013 r. choroby nowotworowe zdiagnozowano u 156 587 osdéb,
a z ich powodu zmarto 94 125 pacjentéw. Liczbe wszystkich cho-
rych na nowotwory w Polsce szacuje sie na poziomie 360 tys. 0séb,
co stanowi 1% populacji naszego kraju. Liczba ta szybko wzrosta
na przestrzeni ostatnich lat, za co odpowiadaja dwa gléwne zja-
wiska. Pierwsze zwigzane jest ze wzrostem zapadalnosci na choro-
by nowotworowe (od roku 1980 prawie o 50%), ktérego przyczyna
jest przede wszystkim starzenie si¢ spoleczenstwa (choroby nowo-
tworowe wystepuja czesciej u oséb starszych) oraz ekspozycja na
karcynogeny dymu tytoniowego i sSrodowiska. Za drugie odpowiada
wzrost efektywnosci leczenia i wydluzenie czasu zycia chorych na
nowotwory.

Coraz czesciej nowotwory traktuje sie jako choroby przewlekle,
a pacjenci na przestrzeni kilku lat zycia z choroba nowotworowa
otrzymuja réznorodne i wielokrotne leczenie. Pojawiaja sie takze
nowotwory wtérne wywolane wczesniejszym leczeniem przeciw-
nowotworowym (np. radioterapia).

Za niemal 50% zachorowan na nowotwory u mezczyzn odpo-
wiadaja: rak ptuca (18,7%), prostaty (15,5%) i jelita grubego (12,2%).
Natomiast u kobiet najczesciej rozpoznaje sie raka piersi (21,9%), jeli-
ta grubego (10,1%) i ptuca (8,8%) [1]. W wigkszosci sa to nowotwory,
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ktére w zaawansowanej postaci i w przypadku istnienia predyspo-
zycji genetycznej, moga byé leczone terapiami ukierunkowanymi
molekularnie lub immunoterapia. Oznacza to, ze okolo 40% chorych
na nowotwory moze w przebiegu swojej choroby wymagaé¢ wykona-
nia testu genetycznego w kwalifikacji do leczenia.

Trudno nawet oszacowac liczbe koniecznych do wykonania
badann genetycznych. Po pierwsze u jednego chorego, po wyklu-
czeniu najczestszych nieprawidiowosci genetycznych, moze istnieé
koniecznos¢ poszukiwania rzadszych zaburzen i to, by¢ moze, na
kolejnych etapach leczenia na przestrzeni kilku miesiecy lub lat.
Po drugie, oprécz predyspozycji genetycznej, chorzy musza spelnié
szereg klinicznych kryteriéw kwalifikujacych ich do terapii (np.
musza by¢é w dobrym stanie sprawnosci) i niektérzy pacjenci
niespelniajacy takich kryteriéw, nie beda potrzebowac badania gene-
tycznego.

W ciagu roku w Polsce, na podstawie prostych obliczen i do-
Swiadczenia klinicznego, mozna prébowaé oszacowaé liczbe ko-
niecznych do przeprowadzenia testéw genetycznych u chorych na
nowotwory w kwalifikacji do odpowiedniego rodzaju terapii (przy
zalozeniu dostepnosci do leczenia takiego jak w innych krajach Unii
Europejskiej) na poziomie 30-50 tys. [2].

Jeszcze kilka lat temu nikt nie zdawal sobie sprawy z powstawa-
nia nowego celu dla badania genetycznego. Dotychczas badania gene-
tyczne wykonywane byly tylko w stosunkowo waskiej grupie pa-
cjentéw z chorobami uwarunkowanymi dziedzicznie i wsréd
czlonkéw ich rodzin. Badania te sa bardzo ré6znorodne w zalez-
nosci od rodzaju schorzenia i wymagajq zastosowania réznorodnych
metod oraz réznych materialéw biologicznych (chociaz najczesciej
takim materialem jest krew obwodowa). Wynik takiego badania
niesie ze soba powazne konsekwencje dla pacjenta i calej jego rodzi-
ny i w zwiazku z tym wymaga wysokospecjalistycznej porady gene-
tycznej. Dotyczy to takze diagnostyki nowotworéw uwarunkowanych
dziedzicznie, takich jak dziedziczny rak piersi i jajnika, dziedziczny
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- nie zwiazany z polipowatoscig - rak jelita grubego, siatkéwczak
itp. Natomiast w przypadku najczestszych nowotworéw sporadycz-
nych (niedziedzicznych), diagnostyka genetyczna przeprowadzana
jest w celu wykrycia nieprawidlowosci somatycznych (nabytych),
warunkujacych skutecznosé leczenia i wystepujacych tylko w ko-
moérkach nowotworowych. Materialem do takiej diagnostyki jest
w zwiazku z tym tkanka nowotworowa najczesciej zarchiwizowa-
na w postaci bloczkéw parafinowych, ktére powstaja w zakladach
patomorfologii podczas rutynowej diagnostyki patomorfologiczne;j.
Ponadto, z uwagi na duza liczbe tego rodzaju badan, zostaly stwo-
rzone jednolite metody przeznaczone do diagnostyki in vitro (ang.
in vitro diagnostic, IVD) najczesciej wystepujacych, somatycznych
nieprawidlowosci genetycznych. Z uwagi na zazwyczaj szybka
progresje nieleczonej i najczesciej zaawansowanej choroby nowo-
tworowej istnieje koniecznos¢ niezwlocznego wykonania badania
genetycznego. Chory nie powinien czekaé na wtasciwa kwalifikacje
do leczenia dluzej niz 2 tygodnie. Mimo odmiennosci pomiedzy bada-
niami genetycznymi wykonywanymi w celu diagnostyki zmian dzie-
dzicznych i niedziedzicznych, osoby zlecajace i wykonujace badania
genetyczne nadal obowigzuje szczegdlne poszanowanie praw pacjen-
ta i ochrona jego danych osobowych [2, 3, 4].

3.2
Obowiazujace i planowane akty prawne dotyczace
prowadzenia badan genetycznych w Polsce

Badania genetyczne prowadzone zwlaszcza w celu diagnostyki
choréb dziedzicznych, oprécz oczywistych korzysci w postaci pre-
cyzji rozpoznania choroby i doboru leczenia oraz postgpowania
profilaktycznego, niosa dla pacjentéw i ich rodzin wiele zagrozen.
Przede wszystkim nalezy wspomnieé¢ o mozliwosci naruszenia
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godnosci ludzkiej i zagrozenia dla szczegélnie wrazliwych danych
osobowych. Wykorzystanie wynikéw badan genetycznych - poza
wskazaniami, dla ktérych byly wykonane - moze spowodowac odmo-
we zatrudnienia, zawarcia umowy ubezpieczeniowej czy dyskrymi-
nacje spolteczna i strach przed nieznana choroba u oséb bedacych
nosicielami pewnych zmian genetycznych. Dlatego na swiecie obo-
wiazuje szereg miedzynarodowych aktéw prawnych, majacych na
celu ochrone praw czlowieka. Ogélnych zasad prowadzenia badan
genetycznych dotycza deklaracje UNESCO: Powszechna Deklaracja
o0 Genomie Ludzkim i Prawach Czlowieka oraz Powszechna Dekla-
racja w sprawie Bioetyki i Praw Czlowieka. Obie te deklaracje wywo-
dza sie z — i poszerzajq je — podstawowych aktéw prawnych, takich jak
Powszechna Deklaracja Praw Czlowieka z 10 grudnia 1948 roku [7].
Ponadto w wysokorozwinietych krajach Europy Zachodniej obo-
wiazujg ustawy: Gendiagnostikgesetz w Niemczech (od 1 lutego
2010 roku) [8], Bundesgesetz iiber genetische Untersuchungen beim
Menschen (GUMG) w Szwajcarii [9] oraz Gentechnikgesetz (GTG)
w Austrii [10], ktére reguluja zasady wykonywania badan genetycz-
nych dla celéw zdrowotnych, badan naukowych oraz dla wymiaru
sprawiedliwosci.

W Polsce brakuje ustawy regulujacej zasady prowadzenia ba-
dan genetycznych dla celéw zdrowotnych, a co za tym idzie istnie-
je zagrozenie dla ich wiarygodnosci i bezpieczenstwa stosowania.
Normy prawne dotyczace badan genetycznych rozsiane sgq po wielu
aktach prawnych.

Najwiegcej regulacji znajduje sie¢ w nowelizacji Rozporzadzenia
Ministra Zdrowia z dnia 19 sierpnia 2015 r. w sprawie standardéw
jakosci dla laboratoriéw w zakresie czynnosci laboratoryjnej gene-
tyki medycznej oraz laboratoryjnej interpretacji i autoryzacji
wyniku badan. Rozporzadzenie to zostalo uzupetnione o punkt doty-
czacy standardéw w zakresie wykonywania badan genetycznych dla
celé6w zdrowotnych w niehematologicznych nowotworach naby-
tych [4]. Kilka ogélnych zapiséw, ktére mogg dotyczy¢ badan
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genetycznych znajduje sie rowniez w ustawach: o zawodach lekarza
i lekarza dentysty, o pobieraniu, przechowywaniu i przetwarzaniu
komoérek i tkanek (tzw. ustawa transplantacyjna), o diagnostyce
laboratoryjnej, o ochronie danych osobowych, o systemie informacji
w ochronie zdrowia i innych [11, 12, 13, 14, 15]. Natomiast ustawa
regulujaca badania genetyczne w Polsce pozostaje na etapie przy-
gotowywania jej projektu. Podstawa mial byé raport pt. ,Testy gene-
tyczne dla celow zdrowotnych” przygotowany przez Zespdt do Spraw
Molekularnych Badan Genetycznych i Biobankowania przy Minis-
trze Nauki i Szkolnictwa Wyzszego kierowany przez prof. Michala
Witta [16].

Punktem odniesienia dla wymienionego raportu jest Konwencja
Rady Europy ,O ochronie praw czlowieka i godnosci istoty ludzkiej
w dziedzinie zastosowania biologii i medycyny” (tzw. Europejska
Konwencja Bioetyczna) zawarta w Oviedo 4 kwietnia 1997 roku
(Polska nadal nie ratyfikowala tej konwencji). Autorzy raportu
wyraznie podkreslaja dwa nienaruszalne zakazy, ktére zapisane sa
w konwencji: zakaz uprzedmiotawiania jednostki oraz zakaz dys-
kryminacji - wynikajace z zasady poszanowania godnosci ludz-
kiej [17]. Jednak, jesli doszloby do kontynuacji prac nad ustawg doty-
czacq diagnostyki genetycznej, to raport pt. ,Testy genetyczne dla
celéw zdrowotnych”, ktéry powstal w 2012 roku, nie uwzglednia
zupelnie problematyki testéw genetycznych prowadzonych w celu
wykrycia zmian somatycznych u chorych na nowotwory nabyte
kwalifikowanych do réznych metod leczenia ukierunkowanego mole-
kularnie [16].
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3.3
Problemy diagnostyki genetycznej
nowotworéw niedziedzicznych w Polsce

Pewne zamieszanie, w zwigzku z pojawieniem si¢ badari gene-
tycznych w kwalifikacji chorych na nowotwory niedziedziczne
do terapii ukierunkowanych molekularnie, istnieje w obowiazuja-
cych wczesniej podstawowych definicjach testéw genetycznych
wykonywanych dla celéw zdrowotnych.

Wedlug klasycznych definicji, genetyczne badania diagnostyczne
wykonywane sa w celu wykrycia choroby, ustalenia predyspozycji do
niej i ustalenia wrazliwosci na dziatanie lekéw lub ich toksycznosci.
Natomiast predykcyjne badania genetyczne sa wykonywane w celu
identyfikacji choroby, ktéra moze wystapi¢ w przysztosci lub choroby
uwarunkowanej genetycznie u potomstwa. W onkologii pojawito sie
natomiast pojecie genetycznych badan i czynnikéw predykcyjnych,
ktére sa przydatne w kwalifikacji do nowoczesnych metod lecze-
nia. Czynniki predykcyjne w onkologii to czynniki, ktére warunkuja
skutecznosc niektérych metod leczenia przeciwnowotworowego.

Do najczesciej wykonywanych w onkologii testow genetycznych
naleza: analiza DNA pod katem mozliwosci wykrycia mutacji (sub-
stytucji, matych delecji czy insercji), analiza aberracji chromosoméw
(powielenia liczby chromosoméw i genéw, rearanzacji genowych
- powstania genéw fuzyjnych) oraz analiza ekspresji biatek powsta-
tych na matrycy nieprawidlowych genéw.

Najczesciej w Polsce przeprowadza sig¢ obecnie badania mu-
tacji w genie EGFR u chorych na niedrobnokomérkowego raka
pluca w kwalifikacji do terapii inhibitorami kinazy tyrozynowe;j
EGFR (okolo 5 tys. chorych rocznie), badania ekspresji HER2 i po-
wielenia liczby kopii genu HERZ2 u chorych na raka piersi w kwali-
fikacji do terapii przeciwciatami anty-HER2 i inhibitorami kinazy
tyrozynowej HER2 (wigkszos¢ kobiet chorych na ten nowotwér),
badania mutacji w genach KRAS i NRAS u chorych na raka jelita
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grubego i odbytnicy w kwalifikacji do terapii przeciwcialami anty-
-EGFR (okolo 3000 chorych rocznie) oraz mutacji w genie BRAF
u chorych na czerniaka w kwalifikacji do terapii inhibitorami ki-
nazy BRAF i MEK (okoto 800 chorych rocznie) [2, 18, 19]. Ponadto,
z uwagi na brak polskiej refundacji nowych lekéw zarejestrowanych
w Unii Europejskiej (UE) [20], w Polsce w odréznieniu od innych kra-
jow UE, nie wykonuje sie wielu badan genetycznych i immunologicz-
nych u chorych na nowotwory (np. u chorych na niedrobnokomér-
kowego raka pluca nie bada sig rearanzacji genu ALK czy ekspresji
PD-L1) [2]. Wlasciwa diagnostyka tych nieprawidlowosci genetycz-
nych ekonomizuje i personalizuje leczenie przeciwnowotworowe.
Chory otrzymuje najskuteczniejsze leczenie, zmniejsza sie ryzyko
dzialann niepozadanych, poprawia si¢ stan chorego, przez co nie
wymaga on dodatkowej opieki, a nawet moze wrdéci¢ do pracy.
Bledny wynik testéw genetycznych powoduje z kolei zastosowa-
nie nieprawidlowego i kosztownego leczenia, ktére nie przyniesie
skutkéw, odroczy zastosowanie innej terapii i moze spowodowac nie-
potrzebne dzialania niepozadane.

Jednym z najpilniejszych do rozwiazania probleméw, wptywa-
jacych na wiarygodnosé wynikéw badan genetycznych, jest brak
rzeczywistej kontroli nad jakoscia pracy laboratoriéw genetycznych
w Polsce. W mysl ustawy o dziatalnosci leczniczej [21] oraz o systemie
informacji w ochronie zdrowia [15] wszystkie laboratoria musza miec
pozwolenie na prowadzenie dzialalnosci leczniczej wydane przez
wydzialy zdrowia odpowiednich urzedéw wojewddzkich oraz zostac
zewidencjonowane w Rejestrze Podmiotéw Wykonujacych Dziatal-
nos¢ Lecznicza (RPWDL). Ponadto, wg ustawy o diagnostyce labora-
toryjnej [13], laboratoria musza spelnia¢ odpowiednie wymogi loka-
lowe, sprzetowe i przede wszystkim personalne (kierownik z odpo-
wiednia specjalizacja) oraz zosta¢ wpisane do ewidencji medycznych
laboratoriéw diagnostycznych prowadzonej przez Krajowa Rade
Diagnostéw Laboratoryjnych. Obie te procedury odbywaja sie na
zasadzie wypelnienia odpowiednich dokumentéw, a jedyng opinia,
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ktéra wymagana jest do umieszczania laboratorium w RPWDL
jest protokédt z kontroli przeprowadzanej przez wojewddzka stacje
sanitarno-epidemiologiczna.

Istnieja jednak laboratoria, ktére powstaly na bazie istniejacych
szpitali czy uniwersyteckich zakladéw teoretycznych i nigdy nie
przeszly kontroli sanitarno-epidemiologicznej. Jednak zupelnie nie-
dopuszczalne jest, co czasami zdarza si¢ jeszcze w Polsce, ze bada-
niami genetycznymi zajmuja sie laboratoria niespelniajace wymie-
nionych powyzej wymagan.

W raporcie prof. Witta zaproponowano, zeby jednym z podsta-
wowych instrumentéw zapewnienia jakosci badan genetycznych
bylo wprowadzenie systemu akredytacji laboratoriéw udzielanej
przez ministra zdrowia [16]. W Polsce nie ma jednak genetycznych
laboratoriéw referencyjnych (zajmujacych sie genetyka czlowieka),
chyba zZe za takie uznamy laboratoria dziatajace w ramach osrodkéw
klinicznych o najwyzszym poziomie referencyjnosci. Laboratoria
te nie bylyby jednak bezstronne, bo same prowadza diagnostyke
genetyczng. W zwiazku z tym nie ma narzedzia, ktére umozliwiloby
ministrowi zdrowia prowadzenie systemu akredytacji laboratoriéw.

Z drugiej jednak strony wigkszos¢ diagnostycznych laboratoriéw
genetycznych prowadzi wewnetrzne procedury, ktére potwierdzaja,
ze badania wykonywane sa zgodnie z odpowiednimi standardami
naukowymi, technicznymi i etycznymi. Wedlug Rozporzadzenia
Ministra Zdrowia z dnia 19 sierpnia 2015 roku w sprawie standar-
déw jakosci dla laboratoriéw genetycznych [4], polskie laboratoria
zajmujace sie diagnostyka somatycznych nieprawidtowosci genetycz-
nych w nowotworach nabytych, prowadza wewnetrzng kontrole
jakosci, przystepuja do zewnetrznych programéw kontroli jakosci
(organizowanych miedzy innymi przez European Society of Patho-
logy czy European Molecular Genetics Quality Network), poddaja sie
certyfikacji prowadzonej przez Polskie Towarzystwo Genetyki Czlo-
wieka oraz zatrudniajq specjalistow laboratoryjnej genetyki medycz-
nej i genetyki klinicznej, a takze postuguja sig aparaturg laboratoryj-
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na i testami genetycznymi przeznaczonymi do diagnostyki in vitro
(nie ma mozliwosci prowadzenia diagnostyki tzw. metodami home
made).

Dla jakosci diagnostyki ma réwniez znaczenie doswiadczenie
laboratorium w prowadzeniu badan genetycznych - okres dziatania
oraz liczba testow kazdego rodzaju wykonywanych w laboratorium
[3, 4]. Medyczne laboratoria diagnostyczne majq takze mozliwosé
przystapienia do procesu akredytacji prowadzonego przez Polskie
Centrum Akredytacji w zakresie norm ISO: PN-EN ISO 17025
,Ogdlne wymagania dotyczace kompetencji laboratoriéw badaw-
czych i wzorcujacych" oraz PN-EN ISO 15189 ,Laboratoria medyczne
- Szczegblowe wymagania dotyczace jakosci i kompetencji'. Jednak
uzyskanie certyfikatow swiadczy o odpowiednich standardach pra-
cy laboratorium oraz prawidlowosci procedur diagnostycznych, ale
nie odnosi sie konkretnie do sposobu prowadzenia badan genetycz-
nych [22].

Oczywista jest koniecznosc¢ zlecania badania genetycznego przez
lekarza diagnozujacego i leczacego pacjenta (pisemne skierowanie
na badanie). O ile jednak w przypadku choréb dziedzicznych
zlecenia badania i interpretacji jego wyniku powinien dokonywac
lekarz ze specjalizacja z genetyki klinicznej, to w przypadku diagnos-
tyki zmian somatycznych [16] w kwalifikacji do terapii chorych na
nowotwory, lista specjalizacji powinna zosta¢ rozszerzona [4, 16].
Przestanek ku temu dostarcza fakt wykorzystania do badan gene-
tycznych testow zarejestrowanych do diagnostyki in vitro (a wiec
diagnozujacych konkretne nieprawidlowosci genetyczne) oraz ko-
niecznosc szybkiej kwalifikacji do leczenia.

W chwili obecnej badania genetyczne u chorych na nie-
dziedziczne nowotwory zlecaja najczesciej onkolodzy, patomorfo-
lodzy, chirurdzy, pulmonolodzy (w przypadku raka ptuca), gine-
kolodzy, gastroenterolodzy i inni lekarze, ktérych specjalizacja
umozliwia leczenie choréb nowotworowych. Nie ma zazwyczaj
probleméw w interpretacji wyniku badania genetycznego, gdyz



Diagnostyka genetyczna niedziedzicznych choréb nowotworowych

mozliwosé kwalifikacji do leczenia chorych z okreslonymi zaburze-
niami genetycznymi wynika z charakterystyki produktu leczniczego
i jest zapisana w programach lekowych NFZ, w ramach ktérych re-
fundowane jest leczenie wigkszosciq terapii ukierunkowanych mole-
kularnie [19]. Oczywiscie jest to réwniez zalezne od wiarygodnosci
wyniku, na ktérg wplywa jakos¢ pracy laboratorium oraz prawidiowe
opisanie wyniku [4]. W procesie diagnostycznym niezwykle wazny
jestudziat patomorfologa, ktéry okresla lokalizacje i odsetek komérek
w badanym materiale guza nowotworowego [3].

Natomiast nie jest wlasciwe wykonanie badan genetycznych na
wlasnag reke przez chorego, zwlaszcza za posrednictwem zagranicz-
nych firm reklamujacych si¢ wylacznie w Internecie oraz polskich
firm zlecajacych calo$é testow genetycznych zagranicznym pod-
wykonawcom.

W chwili obecnej istnieje mozliwos¢ wykrycia setek zmian so-
matycznych w komoérkach nowotworowych, np. technika sekwen-
cjonowania nastepnej generacji (ang. next generation sequencing,
NGS). Wysokie koszty takich badan ponosi pacjent. Jednak wykryte
w ten sposéb nieprawidlowosci genetyczne rzadko maja implikacje
kliniczne, a ich znaczenie nie jest interpretowane przez wlasciwego
lekarza. Dzieje si¢ tak miedzy innymi dlatego, ze w Polsce nie ma
obowiazku posiadania skierowania lekarskiego na ,prywatny” test
genetyczny.

W zwigzku z tym, wynik nie stuzy kwalifikacji do nowoczesnych
metod leczenia i zazwyczaj przedstawia niewielka wartos¢ lub jest
nawet szkodliwy dla pacjenta, w swiadomosci ktérego wytwarza sie
poczucie zagrozenia chorobg genetyczna. Ta uwaga nie dotyczy badan
klinicznych, w ktérych chory ma dostep do nowoczesnych terapii
ukierunkowanych molekularnie po spelnieniu genetycznych kryte-
riéw kwalifikacji do leczenia. Pacjenta do leczenia w ramach badan
klinicznych kwalifikuje lekarz na podstawie dobrowolnej zgody
pacjenta i wynikow badan przeprowadzonych w centralnym labora-
torium firm farmaceutycznych produkujacych badany preparat.
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Zabezpieczeniu praw pacjenta sluzy jego pisemna zgoda na
przeprowadzenie badan diagnostycznych oraz objecie leczeniem,
uzyskiwana po poinformowaniu chorego przez lekarza o tych pro-
cedurach. Zgoda taka zabezpiecza podstawowe dobra pacjenta i za-
wodowe lekarza. W przypadku badan genetycznych chordéb dzie-
dzicznych lekarz powinien uzyskaé od chorego zgode odrebnag od
zg6d na inne procedury diagnostyczno-terapeutyczne. Obszerna zgo-
da na badania genetyczne (cel i rodzaj badania, znaczenie wynikéw
badania itp.) powinna wraz z materialem pobranym w celu wyko-
nania badan genetycznych trafié do laboratorium prowadzacego
testy genetyczne dla celéw zdrowotnych. Takie obostrzenia prawne
zwigzane sa z olbrzymimi konsekwencjami wyniku badania genety-
cznego dla pacjenta i czlonkéw jego rodziny [4, 16]. W przypadku
diagnostyki genetycznej niedziedzicznych nowotworéw, w mysl za-
piséw Rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 19 sierpnia 2015 roku
w sprawie standardéw jakosci dla laboratoriéw genetycznych, zgo-
da na badanie genetyczne powinna zosta¢ uzyskana przez lekarza
diagnozujacego chorego i pozosta¢ w jego dokumentacji szpitalnej
lub poradnianej wraz ze zgodami na przeprowadzenie innych pro-
cedur medycznych. Taki zapis ma uprosci¢ i przyspieszy¢ wyko-
nanie badania genetycznego (skréci¢ czas oczekiwania chorego
na rozpoczecie wlasciwego leczenia) [3, 4]. W przypadku badania
somatycznych zaburzeni genetycznych w celu kwalifikacji do lecze-
nia, material zazwyczaj nie jest pobierany specjalnie w celu pro-
wadzenia diagnostyki genetyczne;j.

Material ten jest uzyskiwany w trakcie terapeutycznych za-
biegéw chirurgicznych lub w celu przeprowadzenia diagnostyki
patomorfologicznej. Dopiero pézniej, nieraz wiele miesiecy od po-
brania materialu, moze pojawic¢ sie koniecznos¢ przeprowadzenia
badania genetycznego. Dlatego zgoda chorego na tego rodzaju bada-
nia genetyczne nie moze zazwyczaj obejmowac pobierania materiatu.
W zwigzku z tym zgoda powinna dotyczy¢ jedynie zakresu wyko-
nanych badan i ich celu, jednak z uwagi na pojawiajace sie¢ nowe
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terapie ukierunkowane molekularnie, zakres ten powinien by¢ sze-
roki i obejmowac badania genetyczne wszystkich nieprawidlowosci
somatycznych, ktére wykonywane sa w kwalifikacji do dostgpnych
terapii ukierunkowanych molekularnie.

W tresci zgody powinna znaleZé sie informacja dotyczaca
planowanego uzycia materialu genetycznego. W przypadku badan
genetycznych choréb dziedzicznych zwykle rekomenduje sie zni-
szczenie materialu genetycznego po wykonaniu badan, na ktére
pacjent wyrazit zgode lub ewentualnie zwrot niewykorzystanych
prébek. W przypadku diagnostyki zmian somatycznych w nowo-
tworach nabytych, moze istnie¢ koniecznos¢ wykonania kolejnych
badan genetycznych w kwalifikacji do pojawiajacych si¢ nowych
terapii (nieraz na przestrzeni kilku lat). Trzeba pamietac, ze materiat
tkankowy lub cytologiczny i uzyskany z niego material genetycz-
ny jest czesto unikatowy (np. uzyskany w drodze biopsji trudno
dostepnych zmian nowotworowych), a powtérne jego pobranie moze
nie by¢ mozliwe.

Zniszczenie materialu genetycznego w takim przypadku moze
przekresli¢ szanse chorego na otrzymanie nowoczesnego leczenia.
Bloczki parafinowe z materiatem tkankowym lub cytologicznym po-
winny zostaé¢ zwrécone do osrodkéw zlecajacych badanie genetycz-
ne, ktére ten material wytworzyly. Material ten nalezy traktowac jako
dokumentacje medyczng i przechowywac celem przeprowadzenia
ewentualnej dalszej diagnostyki patomorfologicznej [23]. Natomiast
material genetyczny powinien zostaé¢ odpowiednio zabezpieczony
(biobank) i niemozliwe powinno by¢ wykonanie w nim badan, na
ktére pacjent nie wyrazit zgody (zwlaszcza badan zmian dziedzicz-
nych, ktére moga ujawnié zagrozenia dla chorego i jego krewnych).
Material genetyczny powinien byc¢ traktowany jako dokumentacja
medyczna.

Konieczne jest jednak opracowanie przepiséw, dotyczacych za-
sad i bezpieczenstwa (w tym obejmujacych ochrone danych osobo-
wych) przechowywania materialu genetycznego uzyskanego dla
celéw diagnostyki nowotworéw niedziedzicznych.
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34
Dostepnosc do badan genetycznych w nowotworach
niedziedzicznych i ich finansowanie w Polsce

W Polsce dostep do badan genetycznych wyprzedza czesto
refundacje niektérych lekéw przeciwnowotworowych. Chociaz na
Swiecie standardem stalo si¢ badanie licznych nieprawidlowosci
genetycznych u chorych na nowotwory niedziedziczne, to pol-
scy lekarze i laboratoria staraja sie sztucznie ograniczyé rodzaj
wykonywanych badan, tylko do tych, ktére umozliwia kwalifikacje
pacjenta do refundowanych nowoczesnych terapii. Z drugiej
strony, niektére badania genetyczne wykonywane sg w trakcie kwali-
fikacji chorych do badan klinicznych testujacych nowe terapie.
Te zjawiska generuja dwa bardzo istotne problemy etyczne. Polscy
lekarze zakladaja, ze pacjenta nie sta¢ na bardzo drogie leczenie
nierefundowane w naszym kraju i nie zlecaja niektérych badan
genetycznych. Nawet jednak, gdyby takie badanie zostalo zlecone,
to wiekszosc¢ laboratoriéw nie ma funduszy na ich przeprowadzenie,
poniewaz koncerny farmaceutyczne nie sa zainteresowane finan-
sowaniem badan kwalifikujagcych chorych do nierefundowanego
leczenia. Z drugiej strony istnieja w Polsce chorzy z predyspozycja
genetyczna (stwierdzona w badaniu klinicznym), kwalifikujaca
ich do terapii ukierunkowanej molekularnie i w peini §wiadomi,
ze taka predyspozycje maja, ktérych rzeczywiscie nie sta¢ na
rozpoczecie drogiego leczenia onkologicznego nierefundowanego
w Polsce. Dylemat dotyczy zaréwno zakresu zlecanych badan, jak
i zakresu informowania chorych o wyniku badania genetycznego,
jesli zostalo ono wykonane wedlug standardéw obowigzujacych
w wysokorozwinietych krajach UE ze znacznie wigksza dostepnoscia
do leczenia [20].

W Polsce badania genetyczne w niedziedzicznych chorobach
nowotworowych wykonywane w celu kwalifikacji do leczenia,
zazwyczaj nie sa finansowane ze Srodkéw publicznych i nie sg
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wyszczegblnione jako odrebna procedura medyczna. Laboratoria
genetyczne moga liczy¢ na pokrycie czesci kosztow badan, jesli
podpisza z NFZ umowe w rodzaju Sswiadczenia zdrowotne kon-
traktowane odrebnie (SOK): kompleksowa diagnostyka genetyczna
choréb nowotworowych. Tego typu kontrakty na prowadzenie dia-
gnostyki genetycznej ma wigkszos¢ polskich centréw onkologii, jed-
nak wysokos¢ finansowania jest bardzo zréznicowana i zazwyczaj
niska. Ponadto centra onkologii nie zawsze maja wlasne laboratoria
genetyczne, co zmusza je do zawierania uméw podwykonawstwa
z zewnetrznymi laboratoriami genetycznymi. Umowy na kontrakto-
wanie tych swiadczeni sa stale aneksowane przez NFZ, w zwiazku
z czym nowe laboratoria genetyczne zajmujace si¢ omawianym pro-
blemem (a takich jest kilka z uwagi na fakt, ze terapie ukierunko-
wane molekularnie upowszechniaja sie dopiero od kilku lat), nie
moga liczy¢ na finansowanie badan. Dlatego niewielki odsetek tej
kategorii badan finansowany jest w wyzej wymieniony sposéb [2, 24].
Niektére centra onkologii sta¢ na finansowanie badan genetycznych
ze Srodkow przeznaczonych na rozwdj i badania naukowe. Mniejsze
osrodki onkologiczne pozostaja jednak bez dostepu do tego rodzaju
diagnostyki [2].

Diagnostyka genetyczna w kwalifikacji do terapii ukierunkowa-
nych molekularnie objetych programami lekowymi powinna by¢ fi-
nansowana w ramach ryczaltéw za diagnostyke prowadzona w tych
programach. Tymczasem, w dokumentach NFZ okreslajacych wa-
runki zawierania i realizacji uméw w rodzaju: leczenie szpitalne
w zakresie programy zdrowotne (lekowe), zdarza sig, ze nie ma
wymienionych procedur badan genetycznych. Jesli nawet badanie
genetyczne jest wyszczeg6lnione wsréd tych procedur, to ryczalt
za diagnostyke wyplacany jest tylko w przypadku zakwalifikowa-
nia chorego do programu lekowego. W niektérych nowotworach
czesto$¢ wystepowania zaburzen genetycznych kwalifikujacych do
leczenia jest niewielka i tylko u niektérych chorych mozliwa bytaby
refundacja badan genetycznych. Kwota ta bylaby wielokrotnie zbyt
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niska dla przeprowadzenia wiarygodnej diagnostyki genetycznej
z wykorzystaniem metod IVD w calej populacji chorych [2, 19].

Istnieje takze potencjalna mozliwos¢ finansowania badan gene-
tycznych w ramach ryczaltu za swiadczenia diagnostyki onkologicz-
nej wykonywane u pacjentéw z kartg diagnostyki i leczenia onko-
logicznego (DiLO). Zarzadzenie ministra zdrowia dotyczace Pakietu
Onkologicznego wprowadzilo katalog diagnostycznych pakietéw
onkologicznych, co oznacza, ze pelnoprofilowe badania diagnostycz-
ne beda rozliczane na podstawie ryczaltu w zaleznosci od rodzaju
diagnozowanego nowotworu zlosliwego i etapu diagnostycznego
(wstepny lub poglebiony). Rozliczenie tych pakietéow wymaga od
Swiadczeniodawcy wykonania pelnej diagnostyki wynikajacej ze
wskazan klinicznych i obowiazujacych standardéw oraz wytycz-
nych towarzystw naukowych, odnoszacych sie do postgpowania
w tym zakresie. Obejmuje wiec takze badania genetyczne. W zwiazku
z tym, badania te dla pacjentéw z karta DiLO nie powinny by¢
finansowane odrebnie przez Narodowy Fundusz Zdrowia. Niestety,
zawarte w omawianym dokumencie istotne procedury medyczne,
nie obejmuja badan genetycznych koniecznych do wykonania
u chorych na raka pluca, raka jelita grubego i odbytnicy czy czernia-
ka. W dokumencie pojawia si¢ jedynie wzmianka dotyczaca badan
genetycznych wykonywanych u chorych na raka piersi (diagnostyka
nieprawidtowosci genu HER2). Podobnie jak w przypadku prowa-
dzenia diagnostyki genetycznej w ramach ryczaltu za diagnostyke
w programach lekowych, tak i w sytuacji wykonywania tej diagnos-
tyki w ramach ryczaltu za swiadczenia diagnostyki onkologicznej
wykonywane u pacjentéw z karta DiL.O, fundusze przeznaczone na
ten cel moga okazac sie niewystarczajace.

Ryczalt przewiduje bowiem stala kwote przypadajaca na pacjenta
za wykonanie badan diagnostycznych. Jesli w ramach diagnostyki
zostanie wykonanych duzo kosztownych badar, to nie wystarczy
srodk6éw na wykonanie badan genetycznych [2, 25].
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W zwiazku z chaosem finansowym i prawnym dotyczacym
diagnostyki genetycznej, wiekszosé badan genetycznych w kwali-
fikacji chorych na nowotwory do nowoczesnych metod terapii nie jest
finansowana ze srodkéw publicznych, a w diagnostyce genetycznej
partycypuja koncerny farmaceutyczne zainteresowane sprzedaza
lekéw ukierunkowanych molekularnie. Taki sposéb finansowania
zapewnia polskim chorym dostep do nowoczesnych metod leczenia
oraz umozliwia laboratoriom genetycznym wykorzystanie w diag-
nostyce wiarygodnej aparatury i certyfikowanych metod IVD. Bez
udzialu koncernéw farmaceutycznych w tym procesie prawdopo-
dobnie niemozliwe byloby zastosowanie nowoczesnego leczenia
u polskich chorych na nowotwory. Jednak sposéb finansowania
diagnostyki genetycznej nie jest usankcjonowany umowami pomie-
dzy Ministerstwem Zdrowia, NFZ i koncernami farmaceutycznymi.
Powoduje to kolejny dylemat etyczny.

Dotyczy on kwalifikacji do leczenia chorych, u ktérych jest refun-
dowanych kilka lekéw w jednym wskazaniu. Wynik badania gene-
tycznego moéglby w takim przypadku sugerowaé wybdr preparatu.
Niedopuszczalne jest, aby na wyniku znajdowata sie informacja,
ktéry z koncernéw farmaceutycznych pokryl koszty diagnostyki.
Niedopuszczalna jest takze sugestia, ze finansowanie badan genety-
cznych pociaga za soba koniecznosé leczenia wybranym preparatem.
Za zaistniala sytuacje odpowiedzialne jest Ministerstwo Zdrowia,
ktére nie przewidzialo gwaltownego postepu onkologicznych tera-
pii ukierunkowanych molekularnie oraz, w konsekwencji, rozwoju
badan genetycznych u chorych na nowotwory, nie zapewniajac ich
finansowania z budzetu panstwa. Nalezy podkresli¢, ze wybér ro-
dzaju leczenia powinien by¢é zawsze dokonany przez lekarza na pod-
stawie jego najlepszej wiedzy medycznej.
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3.5
Podsumowanie

Chorzy na nowotwory nabyte maja prawo do wiarygodnej i szyb-
kiej diagnostyki genetycznej w kwalifikacji do najnowoczesniejszych
terapii przeciwnowotworowych. Majq jednoczesnie prawo do posza-
nowania swoich praw pacjenta i jednostki ludzkiej. Testy genetyczne
w nowotworach nabytych naleza do najczestszych badan genetycz-
nych wykonywanych w medycynie i lekarze prowadzacy terapie cho-
rych na nowotwory majg obowiazek zlecania takich badan wedlug
swojej wiedzy, kierujac si¢ dobrem chorego. Dostepnosc tego rodzaju
testéw jest w Polsce dos¢ duza, ale wciaz ogranicza ja lub utrudnia
szereg zjawisk. Do najwazniejszych z nich nalezy brak jednolitych
uregulowan prawnych dotyczacych zasad prowadzenia testéw gene-
tycznych dla celéw zdrowotnych, brak nadzoru nad laboratoriami
prowadzacymi diagnostyke genetyczna, brak finansowania testéw
genetycznych z pieniedzy publicznych. Nie ma jednak odwrotu od
personalizacji metod terapii przeciwnowotworowych, ktéra prze-
prowadza sie na podstawie profilu molekularnego. Dlatego nalezy
mie¢ nadzieje, ze dynamiczny rozwdj onkologii i terapii ukierunko-
wanych molekularnie wymusi w niedtugim czasie unormowanie tej

sytuaciji.
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Rozdziat 4

Zastosowanie medycyny personalizowanej
w onkologii: stan obecny i perspektywy

prof. dr hab. n. med. Jacek Jassem

Katedra i Klinika Onkologii i Radioterapii, Gdanski Uniwersytet Medyczny

Medycyna personalizowana, nazywana takze ,precyzyjna me-
dycyna” polega na postgpowaniu, w ktérym zapobieganie, roz-
poznawanie i leczenie choréb oparte jest na zmianach w genach
i biatkach swoistych dla danego pacjenta i jego choroby. Koncepcje te
okresla sie takze jako wlasciwe postepowanie u wiasciwego chorego
i we wlasciwym czasie. To indywidualne podejscie rézni sie od trady-
cyjnego uprawiania medycyny, w ktérym wszyscy chorzy z podob-
nym rozpoznaniem otrzymywali podobne, jesli nie identyczne lecze-
nie. Od dawna wiadomo byto, ze efekty leczenia i jego toksycznosc
wykazuja w podobnych przypadkach istotne réznice, ktére nie sa
zwiazane z cechami klinicznymi czy demograficznymi. Wyjasnienie
tej obserwacji przyniést rozwéj biologii molekularnej i ujawnienie
istotnych réznic genetycznych pomiedzy poszczegdlnymi chorymi
z tym samym rozpoznaniem.
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Koncepcja personalizowanej medycyny jest mtoda, ale jej szybki
rozwdj budzi duze nadzieje oraz znajduje szeroki oddzwiek spoteczny
i polityczny. Jego wyrazem jest na przyklad ogloszona w roku 2015
przez prezydenta USA Baracka Obame ,Inicjatywa Precyzyjnej
Medycyny” (Precision Medicine Initiative) i przekazanie w 2016 roku
kwoty 215 milionéw dolaréw na zwiazane z nia badania. Obecnie
podstawa rozwoju nauk medycznych jest Scisle powiazanie badan
podstawowych i klinicznych (tzw. medycyna translacyjna, bench to
bedside medicine), zakltadajaca szybki przeplyw wiedzy z nauk pod-
stawowych do praktyki klinicznej w celu przyspieszenia rozwoju
nowych metod profilaktyki, rozpoznawania i leczenia wielu choréb.

41
Medycyna personalizowana w onkologii

Nowotwory stanowia w skali swiata druga przyczyne zgonéw,
a starzenie sig¢ spoleczenstw powoduje stopniowy wzrost zacho-
rowalnosci. Liczbe nowych zachorowan na nowotwory w ciagu roku
w $wiecie szacuje si¢ na blisko 13 milionéw, a liczbe zgonéw na 8
milionéw.

Ostatnie dziesigeciolecia to okres szeroko zakrojonych i bardzo
intensywnych badan nad biologia nowotworéw. Od dawna wia-
domo bylo, ze powstaja one w wyniku wielostopniowego procesu,
podczas ktérego dochodzi do licznych zaburzen molekularnych
prowadzacych do utraty kontroli nad wzrostem komoérek i ostatecz-
nie rozwoju choroby. Te zaburzenia moga mie¢ charakter pobudze-
nia onkogenéw (gain-of-function) lub unieczynnienia genéw supreso-
rowych (loss-of-function).

Te pierwsze maja charakter dominujacy, tzn. do uruchomienia
zwiazanego z nim procesu wystarczy mutacja w jednym allelu,
natomiast drugie sa recesywne, tzn. proces jest uruchamiany
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w przypadku mutacji w obu allelach. Zmiany w onkogenach
i genach supresorowych wykrywa sig¢ na poziomie DNA, RNA lub
biatek, przy uzyciu réznych metod analitycznych. Zdecydowana
wigkszos¢ tych zmian nie ma wplywu na rozwéj nowotworu - sg
one nazywane ,pasazerskimi”’, natomiast istotne znaczenie majq
mutacje ,napedzajace” (driving mutations). Odréznienie tych dwu
grup zaburzen w charakteryzujacych sie znaczna heterogennosciag
komoérkach nowotworowych bywa czesto trudne.

Oprécz poszukiwania nowych form leczenia, wspomniane bada-
nia stwarzaja réwniez mozliwosé rozpatrywania poszczeg6lnych
zaburzen genetycznych w powiazaniu z danymi klinicznymi oraz
czynnikami zwigkszajacymi ryzyko rozwoju nowotworéw, takimi
jak palenie tytoniu, otylosé¢, srodowiskowe czynniki rakotwéreze czy
zakazenia wirusowe. Oczekuje sig, ze pozwoli to opracowaé nowe
strategie zapobiegania i wczesnego wykrywania nowotworéw.

Milowymi krokami w poznaniu genetycznych podstaw rozwo-
ju nowotworéw bylto odkrycie w 1953 roku przez Jamesa D. Watsona
i Francisa Cricka struktury podwoéjnej helisy DNA, opracowanie
w 2003 roku ,Projektu Genomu Czlowieka” (Human Genome Project)
oraz rozpoczete w 2005 roku i nadal realizowane prace nad ,Atlasem
Genomu Nowotworéw” (Genome Cancer Atlas). Realizacja tych
projektow stala sig mozliwa dzieki rozwojowi bardzo wydajnych
metod sekwencjonowania genéw oraz bioinformatycznej analizy
uzyskanych w ten sposéb danych.

Odkrycia dotyczace roli onkogenéw, genéw supresorowych, neo-
angiogenezy i mikrosrodowiska guza, komérek macierzystych, meta-
bolizmu i immunologii doprowadzily do przelomowego postepu
w zrozumieniu mechanizméw powstawania i rozwoju nowotwordéw.
Technologie ,omiczne”, umozliwiajace badanie DNA (genomika),
mRNA (transkryptomika), epigenomu (epigenomika), biatek (pro-
teomika) imetabolizmu (metabolomika) pozwolily nalepsze zrozumie-
nie fizjologicznych i patologicznych proceséw oraz przeniesienie tej
wiedzy do kliniki.
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Techniki molekularnego obrazowania zwigkszyly mozliwosci
wykrywania nowych celéw molekularnych dla lekéw i pozwolity le-
piej poznac ich mechanizmy dziatania. Obecnie onkologie uwaza sie
za modelowaq dziedzine medycyny w personalizacji leczenia.

Tradycyjne pojmowanie onkologii, w ktérym poszczegélne nowo-
twory grupowano wedlug ich narzadowej lokalizacji, zaawansowania
i budowy histologicznej, jest stopniowo uzupelniane, a w pewnych
sytuacjach nawet zastepowane podzialem opartym na wystgpowaniu
okreslonych zaburzen molekularnych. Oczekuje sie, ze takie indy-
widualnie ,dopasowane” leczenie, uwzgledniajace obok klinicznych,
takze molekularne wlasciwosci nowotworu, a oprécz fizjologicznych,
rowniez genetyczne cechy chorego, bedzie bardziej skuteczne niz
tradycyjne strategie terapeutyczne.

4.2
Leki celowane w onkologii

Rozwdéj indywidualnego podejscia do leczenia nowotworéw jest
nieodlacznie zwiazany z pojawieniem sie na przetomie XX i XXI
wieku nowej grupy tzw. lekéw celowanych, czyli ukierunkowanych
na okreslone ,cele molekularne” nowotworu. Sa to zaburzenia gene-
tyczne (najczesciej mutacje, translokacje lub zwiekszenie liczby
kopii genéw), ktére warunkuja rozwéj nowotworu i jego progresje
(zjawisko tzw. uzaleznienia - addiction), aréwnoczesnie nie wystepuja
lub sa mniej istotne w zdrowych komérkach organizmu. Dotychczas,
dzieki danym zgromadzonym w Atlasie Genomu Nowotworéw oraz
pracom Miedzynarodowego Konsorcjum Genomu Nowotwordw
(International Cancer Genomics Consortium), udato sie zidentyfikowac
takie zmiany w ponad 50 nowotworach i ich liczba szybko rosnie [1].

Dzialanie tradycyjnej chemioterapii polega na zabijaniu komoérek
nowotworowych (ale takze szybko dzielacych sie komérek zdrowych)
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poprzez uszkodzenie DNA i mechanizméw podzialowych. Z kolei
leki celowane (najczesciej sa to przeciwciata lub drobnoczasteczkowe
substancje) wplywaja na specyficzne funkcje sygnatowe komorek
nowotworowych, takie jak proliferacja, apoptoza, angiogeneza, meta-
bolizm, migracja czy naciekanie. Zaklada sie, ze takie uderzenie
w ,achillesowa piete nowotworu” moze by¢ skuteczniejsze i mniej
toksyczne od niespecyficznie dzialajacej chemioterapii.

Spektakularnym przyktadem skutecznosci tej nowej formy lecze-
nia nowotworéw okazatl sie juz pierwszy lek celowany - imatynib.
Znalazl on zastosowanie w rzadkiej formie migsaka podscieliska
przewodu pokarmowego (gastrointestinal stromal tumor, GIST) oraz
w przewleklej bialaczce szpikowej z chromosomem Philadelphia
(Ph+ BCR/ABL). W efekcie biataczka ta, wczesniej praktycznie nie-
uleczalna, stata sie przewlekta choroba bez postepujacego przebiegu.

Zapoczatkowalo to gwaltowny rozwdj kolejnych terapii celo-
wanych. Szybko okazalo sie jednak, Ze wymagaja one znacznie
bardziej indywidualnego podejscia niz chemioterapia. W odniesieniu
do wiegkszosci tych terapii warunkiem skutecznosci jest bowiem
okreslenie molekularnego ,profilu” albo ,portretu” nowotworu, czyli
specyficznych cech w jego genomie.

Badanie molekularnych cech nowotworéw jest wielkim wy-
zwaniem, poniewaz bioinformatycznej analizie trzeba poddaé
ogromna liczbe danych (tzw. big data analysis). Niektére zaburzenia
wystepujq niezmiernie rzadko, wykrycie innych wymaga bardzo za-
awansowanych i kosztownych metod diagnostycznych [2]. Nowotwo-
ry maja heterogenna nature, co powoduje, ze w obrebie jednego guza
lub poszczegélnych ognisk nowotworu moga wystepowaé znacz-
ne genotypowe réznice. Sposréd wielu wykrywanych mutacji tylko
niektére zwigzane sg z rozwojem i progresja nowotworu (tzw. action-
able mutations), a sposréd nich tylko czesé moze by¢ przedmiotem
celowanego leczenia (tzw. druggable mutations). Dobér chorych do
leczenia celowanego wymaga opracowania wiarygodnego ,znaczni-
ka diagnostycznego” (biomarkera), pozwalajacego zidentyfikowac te
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zmiane i tym samym okresli¢ wrazliwos¢ (lub opornos¢) nowotworu
na dany lek. Niejednokrotnie w tym samym nowotworze wykrywa-
nych jest kilka celéw molekularnych, lecz kojarzenie lekéw celowa-
nych jest czesto niemozliwe z powodu nadmiernej toksycznosci [3].
W takiej sytuacji konieczne bywa uszeregowanie potencjalnego
znaczenia znalezionych zaburzen. Decydujace znaczenie ma hie-
rarchia szlakéw sygnatowych (do szczegélnie istotnych naleza np.
szlaki kinaz tyrozynowych lub cyklu komdrkowego), a nastepnie
- kolejno - bezposredni lub posredni efekt danego zaburzenia, ak-
tywacja onkogenéw (w poréwnaniu do mniej istotnego unieczyn-
nienia gendéw supresorowych), a w przypadku gdy zaburzenia
dotycza wigkszej liczby onkogenéw - czestosé ich wystepowania,
liczba kopii genu i stopiert wiarygodnosci dostepnych informacji [4].

W wielu nowotworach nie udato sie dotychczas zidentyfikowaé
odpowiednich terapeutycznych celéw molekularnych, a w innych
- mimo ich zidentyfikowania - nie opracowano jeszcze odpo-
wiadajacych im lekéw celowanych. Droga od odkrycia naukowe-
go do jego zastosowania w leczeniu nowotworéw bywa dluga
i zmudna (okreslana jako Valley of Death). Istotna trudnoscia bywa
takze uzyskanie tkanek guza do analizy molekularnej. Dotyczy to
zwlaszcza sytuacji, kiedy konieczne jest wykonanie biopsji ogni-
ska przerzutowego. Problem ten w niektérych sytuacjach udaje sie
rozwiazac, wykorzystujac obecne we krwi komérki nowotworu lub
uwalniajacy sie z guza DNA (tzw. liquid biopsy). Diagnostyka oparta
na tych technologiach szybko sie rozwija i stwarza nadzieje na jej
szersze zastosowanie w onkologii. Istotnym ograniczeniem jest takze
wysoki koszt lekéw celowanych, ktéry powoduje ich zmniejszona
dostepnosé, zwlaszcza w mniej zamoznych panstwach i regionach
Swiata.

Wymienione uwarunkowania powoduja, ze obecnie leczenie ce-
lowane znajduje zastosowanie tylko u niewielkiej czesci chorych na
nowotwory oraz nie zawsze przynosi spodziewane efekty. Przykladem
jest niedawne badanie, w ktérym chorych na zaawansowane nowo-
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twory niepodatne na standardowe metody leczenia przydzielano lo-
sowo do leczenia empirycznego lub ,dopasowanego” do profilu mole-
kularnego guza. Wbrew oczekiwaniom wyniki w obu grupach byly
podobne [5]. Innym problemem sa przeszkody w stosowaniu leczenia
celowanego, mimo wykrycia zaburzen potencjalnie stwarzajacych
taka mozliwosé. Przykladowo, w badaniu, obejmujacym 2000 cho-
rych na zaawansowane nowotwory, co prawda az w 39% przypadkow
zidentyfikowano potencjalne cele molekularne, jednak z réznych
powodéw do badan klinicznych z udzialem odpowiednich lekéw
celowanych udalo sie witaczyé tylko 11% chorych [6]. W efekcie
pojawiaja sie glosy pewnego sceptycyzmu w odniesieniu do nadziei
pokladanych w terapiach celowanych [7].

4.3
Badania kliniczne z udziatem
lekéw celowanych

Prowadzone obecnie badania kliniczne z udziatem lekéw celowa-
nych obejmujq dwie strategie [8]. Pierwsza to tzw. badania pod jed-
nym parasolem (ang. umbrella trials), ktére polegaja na poszukiwaniu
w okreslonym nowotworze szeregu mutacji i w przypadku znale-
zienia ktorejs, zastosowanie dopasowanego do niej leku. Poszuki-
wanie celéw molekularnych moze mie¢ charakter sekwencyjny (na
0gol od najbardziej do najmniej prawdopodobnego) lub réwnoczesny
- z zastosowaniem technik tzw. sekwencjonowania nowej generacji
(new generation sequencing, NGS). Techniki te pozwalaja, przy uzyciu
okreslonego zestawu odczynnikéw, przeprowadzi¢ réwnoczesng
analize kilkudziesigciu lub nawet kilkuset mutacji w onkogenach lub
genach supresorowych. Wykrycie aktywujacego zaburzenia moleku-
larnego umozliwia zastosowanie indywidualnie dobranego leku.
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Druga metoda poszukiwan sa tzw. badania koszykowe (ang.
basket trials), ktére obejmuja wspélne badanie wielu nowotworéw
z obecnoscig tego samego zaburzenia i nastepnie zastosowanie
w nich ,dopasowanej” do tego zaburzenia, tej samej metody lecze-
nia [9].

Przyktadami sa zaburzenia w genie HER2, obecne w raku pier-
si, zoladka i pluca, mutacje genu BRAF, wystepujace w czerniaku,
biataczce wlochatokomérkowej, raku jelita grubego, pluca i tar-
czycy, a takze w nowotworach osrodkowego ukladu nerwowego.
Badania koszykowe znacznie przyspieszaja rozwdj nowych tera-
pii, ale obarczone sa pewnym ryzykiem. Okazuje sie bowiem, ze
poszczegdlne nowotwory wykazujgce to samo zaburzenie mole-
kularne moga sie rézni¢ wrazliwoscia na odpowiadajacy im lek
celowany. Przykladem jest mutacja V600E BRAF, ktéra w przy-
padku czerniaka i biataczki wlochatokomérkowej zwiazana jest
z wrazliwoscia na leki hamujace szlak BRAF, podczas gdy
wiekszosé BRAF-dodatnich rakéw jelita grubego nie odpowiada
na te leki. Nie mozna wiec zakladad, ze dane zaburzenie moleku-
larne bedzie w réznych nowotworach celem dla tego samego leku.
Rejestracji niektérych lekéw celowanych towarzyszy wskazanie
konkretnego testu predykcyjnego (companion diagnostics), pozwa-
lajacego na wlasciwy dobér chorych do leczenia. Taki test musi by¢
wczesniej wystandaryzowany oraz przej$¢ skrupulatng technicznag
i kliniczna walidacje w niezaleznej grupie chorych.



Zastosowanie medycyny personalizowanej w onkologii

4.4
Przyktady personalizowanego podejscia w onkologii

441
Niedrobnokomaérkowy rak ptuca

Rak pluca jest najczestszym nowotworem zlosliwym w skali
Swiata. Sposréd ogélu rakéw pluca wyréznia sie cztery postacie
histologiczne: raka plaskonablonkowego, gruczolowego i wielko-
komoérkowego (tworzace wspdlnie grupe rakéw niedrobnokomor-
kowych) oraz raka drobnokomérkowego. Mimo réznic morfologicz-
nych i pewnych odrebnosci w przebiegu klinicznym, raki niedrobno-
komérkowe traktowane byly jako jedna kategoria i ich leczenie bylo
podobne.

Rozwdj biologii molekularnej umozliwit wyodrebnienie spo-
§réd nich kilkunastu podtypéw (stanowiacych od utamka procenta
do kilkudziesieciu procent ogétu niedrobnokomérkowych rakéw
pluca) rézniacych sie rodzajem zaburzen molekularnych [10]. W przy-
padku gruczolowego raka pluca mutacje takie wykryto dotychczas
w ponad polowie przypadkéw i z pewnoscia ta lista bedzie sie
powigkszaé. Okazalo sie, ze w tych podgrupach indywidualnie
dobrane leki celowane (stosowane obecnie gtéwnie w zaawansowa-
nych stadiach nowotworu) sa znacznie skuteczniejsze i mniej tok-
syczne niz chemioterapia.

Przykladem jest rak z aktywujaca mutacjg genu receptora
naskérkowego czynnika wzrostu typu 1 (EGFR), stanowiacy okoto
10% ogétu niedrobnokomérkowych rakéw pluca. Zaburzenie to
wystepuje wzglednie czesciej u chorych niepalacych, pochodzacych
z krajéow wschodniej Azji oraz w rakach gruczolowych. W nowo-
tworach z mutacja EGFR zastosowanie jednego z inhibitoréw ki-
nazy tyrozynowej (gefitynibu, erlotynibu lub afatynibu) pozwala
uzyska¢ odpowiedz kliniczna u 70-80% chorych, w poréwnaniu
z 30-40% uzyskiwanej pod wplywem chemioterapii, a takze znacz-
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nie dluzszy czas do progresji. Réwnoczesnie u chorych bez mutacji
EGFR w komérkach guza znacznie skuteczniejsza jest chemiotera-
pia. Podobna sytuacja dotyczy rakéw pluca ze znacznie rzadszymi
rearanzacjami genéw ALK i ROS1, wystepujacymi odpowiednio
w okoto 4% i 1% ogétu niedrobnokomérkowych rakéw. W tych sub-
populacjach szczegélna aktywnosé wykazuje inhibitor swoistych ki-
naz tyrozynowych ALK - kryzotynib.

Obecnie w raku pluca pojawity sie juzleki ITi Il generacji, ktérych
sekwencyjne stosowanie stwarza nadzieje na zatrzymanie rozwoju
zaawansowanego nowotworu nawet na wiele lat, co dotychczas bylo
zupelnie nieosiagalne. W tej sytuacji poszukiwanie mutacji EGFR czy
rearanzacji ALK w zaawansowanym niedrobnokomérkowym raku
pluca (z wylaczeniem raka ptaskonablonkowego, w ktérym te zabu-
rzenia sg bardzo rzadkie) stalo sie diagnostycznym standardem.
Sposréd kilkunastu pozostatych podtypéw molekularnych raka pluca
dla czesci juz obecnie opracowano ,dopasowane” leki molekularne,
a w odniesieniu do innych prowadzi sie intensywne badania, ktére
niewatpliwie zasadniczo zmieniq strategie leczenia tego nowotworu.

4.4.2
Rak piersi

Rak piersi jest pierwszym nowotworem, w ktérym zastoso-
wano celowana metode leczenia, choé¢ do niedawna nikt jej tak
nie nazywal. Jest nig znana od kilkudziesieciu lat hormonoterapia,
ktora jest skuteczna tylko w rakach charakteryzujacych sie eks-
presja receptoréw steroidowych - estrogenowego i progesteronowego.
Bardzo waznym kolejnym etapem w rozwoju terapii celowanych
raka piersi bylo odkrycie w okoto 15-20% przypadkéw nadmiernej
ekspresji (overexpression) receptora naskérkowego czynnika wzros-
tu typu drugiego (HER2) lub amplifikacji odpowiadajacego mu genu.
Zapoczatkowalo to rozwdj terapii skierowanych na zahamowanie
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molekularnego szlaku zwigzanego z tym zaburzeniem. Juz pierwszy
z lekéw anty-HER2 - monoklonalne przeciwcialo trastuzumab (her-
ceptyna), blokujace zewnatrzkomérkowa domene HER2, wykazat
wysokg aktywnosé w tej wyselekcjonowanej grupie chorych. Obec-
nie jest on rutynowo stosowany zaréwno w zaawansowanej postaci
HER2-dodatniego raka piersi, jak i w leczeniu uzupetniajacym zabieg
operacyjny.

W nastepnych latach arsenat lekéw stosowanych w tej grupie
chorych zostal uzupelniony o pertuzumab - przeciwcialo mono-
klonalne o odmiennym mechanizmie dzialania, T-DM1 (emtansyne)
- koniugat trastuzumabu z lekiem cytotoksycznym - oraz lapatynib
- niskoczasteczkowy inhibitor kinazy HER2, hamujacy wewnatrz-
komérkowe przekazywanie sygnalu dla szlaku HER2.

Obecnie - na podstawie ekspresji receptoréow steroidowych
i HER2 - raki piersi dzieli sie na kilka podtypéw, z ktérych kazdy
wymaga odmiennej formy systemowego leczenia (chemioterapia,
hormonoterapia lub leczenie anty-HER2), stosowanych jako samo-
dzielne metody lub w skojarzeniu. Stanowi to klasyczny przykiad
personalizacji systemowego leczenia w onkologii.

443
Rak jelita grubego

W tym nowotworze zastosowanie znalazly dwa przeciwciala
monoklonalne hamujace szlak EGFR. Poczatkowo stosowano je
u wszystkich chorych, jednak zwrécono uwage, ze czes¢ z nich
wykazuje opornosé na te forme leczenia. Okazalo sie, ze przyczyna
opornosci sg somatyczne mutacje genu KRAS, ktére wystepuja
w okoto 30-50% rakdéw jelita grubego. P6zniejsze badania wykazaty,
ze opornos¢ ta dotyczy takze guzéw, w ktérych wystepuja rzadsze
mutacje genéw z rodziny RAS - HRAS i NRAS. Obecnie do lecze-
nia przeciwcialami anty-EGFR kwalifikowani sa wylacznie chorzy,
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u ktérych w komérkach nowotworu nie stwierdza sie mutacji ja-
kichkolwiek genéw z rodziny RAS.

4.4.4
Czerniak

Badania nad tym nowotworem stanowigq przyklad réwno-
czesnego rozwoju nowego leku celowanego — wemurafenibu oraz
towarzyszacego mu testu diagnostycznego. W badaniu I fazy z uzy-
ciem wemurafenibu, przeprowadzonym w niewyselekcjonowanej
grupie chorych, zwrécono uwage, ze odpowiedZ na leczenie
wystapita u 11 sposréd 16 chorych z mutacja V60OE w genie
BRAF i u zadnego chorego bez mutacji. Obserwacje te potwierdzilty
badania doswiadczalne i pézniejsze badania kliniczne. W efekcie
wemurafenib jest stosowany wylacznie u chorych z obecnoscia tego
zaburzenia, oceniong przy uzyciu zarejestrowanego réwnoczesnie
z tym lekiem testu diagnostycznego.

45
Perspektywy

Najblizsze dekady przyniosa najpewniej dalszy rozwdj perso-
nalizowanego leczenia onkologicznego w wyniku zidentyfikowa-
nia nowych celéw molekularnych i opracowania odpowiadajacych
im nowych lekéw. Obecnie gléwna przeszkoda w skutecznym
leczeniu nowotworéw - zaré6wno w odniesieniu do tradycyjnej
chemioterapii, jak i lekéw celowanych - jest rozw6j wtérnej opor-
nosci. Moze by¢ ona spowodowana wytworzeniem obocznych
szlakéw sygnalowych w komoérkach guza lub pojawiajaca sie
w trakcie leczenia promocjq pierwotnie opornych klonéw komérek
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nowotworowych, stanowiacych poczatkowo niewielka, czesto nie-
wykrywalna frakcje komorek guza. Problem ten bedzie najpewniej
wymagal nowych strategii, np. stosowania sekwencji kolejnych le-
kéw celowanych dostosowanych do zmieniajacego sie profilu mole-
kularnego guza. Szczegdlnie zachecajaca wydaje sig¢ mozliwos¢ ko-
jarzenia lekéw celowanych z innymi nowymi formami terapii, takimi
jak immunoterapia czy oddzialywanie na mikrosrodowisko guza,
ktore stajq sie integralnymi elementami personalizacji leczenia onko-
logicznego. Pierwsza z wymienionych metod obejmuje hamowanie
przez swoiste przeciwciala monoklonalne punktéw kontrolnych
immunologicznych szlakéw sygnalowych (immune checkpoint path-
way inhibitors), takich jak receptor CTLA-4, receptor programowanej
$mierci typu pierwszego (PD-1) czy jego ligand (PD-L1). Mimo ze
metoda ta powstala dopiero kilka lat temu, budzi ona wielkie nadzieje
w zwiazku z jej spektakularng aktywnoscig w wybranych nowo-
tworach. Wydaje sie, ze takze i w tym przypadku istotne bedzie opra-
cowanie wiarygodnych biomarkeréw predykcyjnych - np. w od-
niesieniu do terapii ,anty-PD” takim markerem wydaje sie byc¢
ekspresja PD-L1.

Niezbednym elementem rozwoju personalizowanego leczenia
jest opracowanie testow diagnostycznych pozwalajacych na zbadanie
jak najwiekszej liczby gendéw. Obecnie dostepna metoda sekwen-
cjonowania catego genomu (whole genome sequencing) nie nadaje sie
tymczasem do rutynowego stosowania z uwagi na jej wysoki koszt
i pracochlonnos¢. Bardziej przydatna wydaje sie¢ natomiast metoda
sekwencjonowania catego egzomu (whole exome sequencing), ktéra
np. w przypadku raka ptuca pozwala wykry¢ dodatkowe 65% akty-
wujacych mutacji. Inne mozliwosci o duzych perspektywach rozwoju
to znacznie prostsze i taisze metody bazujace na analizie RNA, a za-
tem na poziomie transkryptomu. Badania transkryptomu umozli-
wiaja dodatkowo wykrycie zaburzen w obrebie niekodujacych
cze$ci RNA oraz w mikro-RNA - drobnych fragmentach RNA o duzym
potencjale diagnostycznymileczniczym. Arsenal badan okreslajacych
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indywidualne cechy guza uzupetnia szybko rozwijajace sie techniki
epigenetyczne i proteomiczne, a takze metody oparte na tzw. ptynnej
biopsji, czyli materiale genetycznym obecnym we krwi. Opraco-
wanie bardziej czulych i specyficznych biomarkeréw pozwoli na
optymalizacje terapii u chorych w zaleznosci od indywidualnej sytu-
acji klinicznej.

4.6
Podsumowanie

Wspdlczesna onkologia coraz bardziej odchodzi od ujednolico-
nych metod leczenia nowotworéw typu one size fits all na rzecz per-
sonalizowanego podejscia, bedacego wynikiem szybkiego rozwoju
metod badawczych i lepszego zrozumienia molekularnych podstaw
nowotworzenia.

Podejscie to jest wzglednie nowe, jednak stwarza nieograniczo-
ne mozliwosci rozwoju zaré6wno w zakresie odkrywania kolejnych
molekularnych zaburzert w komérkach nowotworowych, jak i opra-
cowywania swoistych nowatorskich terapii. Rozwdj ten stwarza
realng nadzieje na zasadniczy postep w wynikach leczenia wielu
nowotworéw.
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5.1
Definicje

Medycyna personalizowana (ang. personalized medicine, person-
alized healthcare, individualized medicine) wg Amerykanskiej
Agencji ds. Zywnosci i Lekéw definiowana jest jako leczenie do-
pasowane do indywidualnej charakterystyki pacjenta, jego potrzeb
i preferencji [1]. W onkologii medycyna personalizowana oznacza za-
stosowanie testéw genetycznych, ktére prowadzi nie tylko do pre-
dykcji ryzyka rozwoju konkretnego typu nowotworu, ale pozwala
réwniez na ocene polimorfizmu kluczowych enzyméw odpowiedzial-
nych za metabolizowanie lekéw stosowanych w onkologii (tzw. far-
makogenetyka) [2].
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Nieco inaczej do medycyny personalizowanej odnosi si¢ nurt
bardzo zblizony do wspomnianego - tzw. medycyna stratyfikowana
(ang. stratified medicine). Medycyna stratyfikowana polega na kate-
goryzacji pacjentéw wg ryzyka rozwoju choroby lub szansy odpo-
wiedzi na podane leczenie. Kategoryzacja ta odbywa sie za pomoca
markeréw diagnostycznych [3].

5.2
Zainteresowanie medycyng personalizowang na swiecie

Medycyna personalizowana nie jest zupelnie nowym podejs-
ciem w medycynie; pierwsze publikacje w krajach zachodnich
powstaly jeszcze w latach 70. ubieglego wieku, choé woéwczas
medycyna personalizowana mogla by¢ rozumiana nieco inaczej [4].
Obecnie szacunkowa liczba opracowan naukowych dotyczacych
medycyny personalizowanej sigga ponad 8900, z czego ponad 6 tys.
opracowan dotyczy ludzi, a pozostale 3 tys. badan i testéw przed-
klinicznych (in vitro i na zwierzetach). W ogélnej liczbie opracowan
dotyczacych medycyny personalizowanej zawieraja sie raporty ze
184 badan klinicznych. Rycina 5.1 obrazuje udziat poszczegélnych
specjalnosci medycznych w ramach opracowan z udzialem ludzi.

Najwiekszy udzial opracowar, jesli chodzi o specjalnosci medycz-
ne, dotyczy zastosowania medycyny personalizowanej w obszarze
onkologii (ponad 30%), nastepnie choréb ukitadu pokarmowego
(7,5%), nerwowego, oddechowego i immunologicznego (kazdy po
okoto 6%) i w dalszej kolejnosci uktadéw endokrynologicznego (4,5%)

! Wynik wyszukiwania w bazie informacji medycznej MEDLINE (przez PubMed)
dla hasel: personalised[tiab] OR personalized[tiab] OR Individualised[tiab] OR
Individualized[tiab]) AND medicine[tiab] — stan na dzien 21.12.2015 roku.
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oraz sercowo-naczyniowego (ponad 3,5%). Inne opracowania, ktére
stanowig ponad 1/3 wszystkich opracowan z udziatem ludzi, moga
dotyczy¢ kolejnych, niewymienionych powyzej specjalnosci medycz-
nych, ale réwniez opracowan bardziej ogélnych, niezwiazanych
z konkretna specjalnoscia.

Ryc. 5.1 Liczba opracowan naukowych dotyczacych zastosowania medycyny perso-
nalizowanej u ludzi w podziale na specjalnosci medyczne

"1 choroby nowotworowe
choroby uktadu pokarmowego

choroby uktadu nerwowego

2120 choroby ukladu oddechowego
71 choroby ukladu immunologicznego

choroby uktadu
endokrynologicznego

choroby uktadu
sercowo-naczyniowego

467

inne opracowania

411
392

Zrédlo: Opracowanie wlasne

Prawie 3 tys. opracowan dotyczacych medycyny personalizo-
wanej w fazie przedklinicznej oraz ponad 180 badan klinicznych
wskazuje, ze jest to bardzo dynamicznie rozwijajaca sie dziedzina
medycyny.

Fakt dynamicznego rozwoju medycyny personalizowanej znajdu-
je potwierdzenie réwniez w dynamice przyrostu publikacji dotycza-
cych tego podejscia w medycynie. Do roku 2005, liczba publikacji
na temat medycyny personalizowanej rosta stabilnie w tempie aryt-
metycznym. Jednakze w ostatniej dekadzie obserwujemy wzmozone
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Ryc. 5.2 Dynamika publikowania na temat medycyny personalizowane;j
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zainteresowanie medycyna personalizowana, na co wskazuje przy-
rost opracowarn naukowych w tempie geometrycznym - wzrost
liczby opracowan w ciagu ostatniej dekady przekroczyl 900%
(ryc. 5.2).

Do interpretacji liczby publikacji w roku 2015 (n=414) nalezy
podejsé z ostroznoscia. Wynik ten jest bowiem niedoszacowany,
poniewaz czes¢ rekordéw dla tego roku nie jest jeszcze odpowiednio
zaindeksowana. Wzrost w tempie wykladniczym bylby obserwo-
wany ze sporym prawdopodobiefistwem, nawet jesli ta dynamika
jest czesciowo wyjasniona przez postepujaca technologie i ogélny
wzrost publikowania doniesien naukowych w bazach informacji
medycznych, takich jak MEDLINE.
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5.21
Badania i rozwéj medycyny personalizowanej

Potwierdzeniem wysokiego zainteresowania medycyna perso-

nalizowana jest fakt planowanych ogromnych kwot, ktére Komisja

Europejska w ramach programu ,Horyzont 2020” przeznaczy wlasnie

na medycyne personalizowang [5]. Program roboczy przewidziany na

lata 2016-2017 pod nazwa ,Zdrowie, zmiany demograficzne i dobro-

stan” (ang. Health, demografic change and well-being) zacheca do

sktadania wnioskéw o potencjale badawczym i innowacyjnym w na-

stepujacych obszarach medycyny personalizowanej:

zrozumienie zdrowia, dobrostanu i choroby m.in. przez rozwdgj
dziedzin, takich jak genomika, proteomika i metabolomika, wspie-
rajacych rozwoj terapii personalizowanych w leczeniu choréb
uktadu immunologicznego oraz rozw6j nowych koncepcji straty-
fikacji pacjentow,

zapobieganie chorobom (Europejska Inicjatywa BioMonitoringu
Ludzkiego, rozw6j szczepiefi przeciwko malarii i/lub innych za-
niedbywanych choréb zakaznych),

leczenie chorébm.in. przezrozwéjnowych terapiisierocych (choro-
by rzadkie), badania kliniczne dotyczace medycyny regeneracyjnej,
aktywne starzenie si¢ i samozarzadzanie choroba (ang. self
-management) przez personalizowany coaching oséb starzejacych
sie w kierunku poprawienia dobrostanu i ogélnej opieki,
metodologia i dane - personalizowane modele komputerowe, dane
wspierajace polityke zdrowia publicznego, rozwéj nowych metod
ewaluacji ekonomicznych i pomiaréw wydajnosci w sektorze
ochrony zdrowia,

Swiadczenie ustug zdrowotnych i opieka zintegrowana (ang. integ-
rated care) przez badania dotyczace wdrozenia innowacji opar-
tych na dowodach naukowych (ang. evidence-based innovations)
i dobrych praktyk w Europie i innych krajach niskiego i sredniego
dochodu.
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Na powyzsze Komisja Europejska przeznaczy prawie 1 mld euro
w ciggu dwdch najblizszych lat (ok. 500 milionéw euro w 2016 roku
inieco ponad 433 miliony w roku 2017) [5].

5.2.2
Kto zajmuje sie badaniem
medycyny personalizowanej na $wiecie?

Na swiecie istnieje nieco ponad 60 wyspecjalizowanych centréw
badawczych zajmujacych sig¢ zastosowaniem medycyny personali-
zowanej u ludzi®. Liczba ta jest z pewnoscia niedoszacowana z uwa-
gi na to, ze badania w obszarze medycyny personalizowanej podej-
muja réwniez inne centra, jednostki badawcze, nie tylko te majace
w nazwie komponent personalized lub individualized. Przyklady
zidentyfikowanych jednostek badawczych wedtug krajéw/regionow
przedstawiono w tabeli 5.1.

Osrodki badawcze zajmujace sie medycyna personalizowang
znajdujq sie na kazdym kontynencie. Liderem pozostaja Stany Zjed-
noczone (co najmniej 32 osrodki), a zblizona liczba jednostek (facznie)
prowadzi badania w Europie i Azji.

* Na podstawie wlasnego wyszukiwania w bazie informacji medycznej MEDLINE
(jednostki badawcze majace w nazwie jeden z nastepujacych komponentéw: perso-
nalised, personalized, individualised, individualized).
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Tabela 5.1 Przyktadowe jednostki badawcze dedykowane medycyny personalizowanej
na swiecie

Kraj/region Przykladowe jednostki badawcze

Center of Individualized Medicine, Mayo Clinic, USA
Indiana Institute of Personalized Medicine, School of Medicine,

Indiana University at Indianapolis, Indiana, USA
Stany

. Center for Biomarker Research & Personalized Medicine,
Zjednoczone . . . . N
Virginia Commonwealth University, Richmond, Virginia, USA
BIOMARC Institute for Personalized Medicine, Pacific Medical

Center, San Francisco, California, USA

Genomics and Personalized Medicine Section, Dexeus Woman'’s
Health, Barcelona, Spain

Centre for Rare Diseases and Personalized Medicine, University
of Birmingham, Birmingham, UK

Centre for Individualised Medicine in Arterial Diseases, Odense
Europa

i Bliski Wschéd University Hospital, Odense, Denmark

Personalized Medicine, Pharmacogenomics, Therapeutic
Optimization, Université Paris Descartes, Paris, France

The Nancy and Stephen Grand Israel National Center for
Personalized Medicine (INCPM), Weizmann Institute of Science,
Rehovot, Israel

Institute for Individualized Medicine, Hangzhou First People’s
Hospital, Hangzhou, China

Jiangsu Collaborative Innovation Center for Cancer Personalized
Medicine, Cancer Center, School of Public Health, Nanjing Medical
University, Nanjing, Jiangsu Province, China

Center for Genomic and Personalized Medicine, Guangxi

. Medical University, Nanning, China
Azja

Biomarkers and Personalized Medicine, Core Function Unit,
Eisai Co., Ltd, Tsukuba, Ibaraki, Japan
Division of Pharmacogenomics and Personalized Medicine, Depart-

ment of Pathology, Faculty of Medicine Ramathibodi Hospital,
Mabhidol University, Bangkok, Thailand

Laboratory for Translational Oncology and Personalized
Medicine, Rashid Latif Medical College, Lahore, Pakistan

Systems Biology and Personalised Medicine Division, Walter and
Eliza Hall Institute of Medical Research, Parkville, Victoria, Australia
Systems Biology and Personalised Medicine Division; Structural

Australi
ustratia Biology Division; Walter and Eliza Hall Institute of Medical

Research; Faculty of Medicine, Dentistry and Health Sciences,
Department of Medical Biology, University of Melbourne, Parkville
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5.3
Zainteresowanie medycyna personalizowang w Polsce

Opracowania dotyczace medycyny personalizowanej w jezyku
polskim stanowia promil opracowari Swiatowych. Jest to okoto
44 publikacji naukowych z lat 2004-2015 =zidentyfikowanych
w MEDLINE. Ponadto dostepne sa inne opracowania z czasopism
nieindeksowanych w MEDLINE. Dostepne publikacje naukowe
stanowig raczej rozproszony zbiér prac pogladowych i komentarzy
na temat medycyny personalizowane;j.

Definicja medycyny personalizowanej w polskich opracowa-
niach zwraca uwage na jej interdyscyplinarnosé oraz cel, podkresla
tez zindywidualizowany charakter danych pacjenta:

Medycyna personalizowana jest multidyscyplinarna, stale rozwi-
jajacq sie dziedzing opieki medycznej, ktorej celem jest poprawa
skutecznosci, efektywnosci, bezpieczeristwa i kosztow terapii,
jak réwniez przewidywanie i zapobieganie chorobom. Opiera sig
ona na unikatowych dla kazdego pacjenta danych klinicznych,
genetycznych, spolecznych i sSrodowiskowych [6].

Nalezy zauwazyc¢ dos¢ ogélny charakter pierwszej czesci defi-
nicji, ktéra mogtaby znalezé zastosowanie w wielu innych nurtach
medycyny (np. w zdrowiu publicznym). Rozwéj medycyny perso-
nalizowanej w Polsce bedzie prawdopodobnie skutkowal dopre-
cyzowaniem definicji tego podejscia w zaleznosci od kierunku roz-
woju (stratyfikacja, indywidualne zestawy danych, genomika).

Istniejace polskie publikacje podkreslaja potrzebe badan nad
genomem ludzkim jako podstawe do rozwoju medycyny persona-
lizowanej w Polsce [7]. Tymczasem, z pobieznej analizy opracowan
naukowych z calego swiata, jasno wynika, ze jest to tylko jeden
z warunkéw wstepnych do rozwoju medycyny personalizowanej
w Polsce. Innymi, kluczowymi warunkami sa:
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+ edukacja profesjonalistéw medycznych na temat medycyny perso-
nalizowanej,

* dyskurs etyczny dotyczacy ochrony danych osobowych w bada-
niach nad genomem ludzkim i sposobéw przechowywania ma-
teriatu genetycznego,

+ oparta na dowodach systematyczna analiza korzysci i zagrozen
medycyny personalizowanej w obszarze onkologii i innych
specjalnosci medycznych,

* technologiczne, legislacyjne i polityczne uwarunkowania racjo-
nalnego ekosystemu medycyny personalizowanej uwzgledniajace
wymagana infrastrukture, aparature i wyspecjalizowana kadre.

5.4
Medycyna personalizowana a EBM - konflikt pozorny

W kilku polskich i swiatowych opracowaniach naukowych
podkresla sie potencjalne zderzenie pomiedzy medycyna perso-
nalizowana, a nurtem EBM (medycyna oparta na dowodach, ang.
Evidence-Based Medicine). Podejscie EBM w skrdcie polega na wyko-
rzystywaniu zagregowanych danych pochodzacych z réznego ro-
dzaju badan (klinicznych, obserwacyjnych) z udziatem pacjentéw
stosujacych rézne terapie do wspomagania indywidualnych decyzji
klinicznych w procesie profilaktyki, diagnostyki i leczenia pacjentow
w warunkach realnej praktyki klinicznej. Wykorzystujac EBM do ta-
kich celéw, nalezy zawsze uwaznie ocenic, jak wyniki z takich ob-
serwacji w warunkach eksperymentu medycznego (wiarygodnosé
wewnetrzna) bedq mialy przelozenie na praktyke kliniczna (wiary-
godno$¢ zewnetrzna). Zastosowanie metod EBM skutkuje swoistym
,<rozcienczeniem” wyniku (podanie $redniego wyniku), w bada-
niach, w ktérych uczestniczy wielu pacjentéw, podczas gdy pacjen-
ci ci w réznym stopniu odpowiedza na leczenie, a takze doswiadcza
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dzialan niepozadanych w réznym nasileniu i liczbie [7]. Niemniej,
corazbardziej ztozone badania kliniczne i obserwacyjne wykorzystuja
metody medycyny stratyfikowanej przez grupowanie pacjentéw wg
czynnikéw ryzyka oraz innych prognostycznych czynnikéw, ktére
moga wplywac na efekt terapii w danym segmencie pacjentéw.

W dyskursie, czy medycyna personalizowana pozostaje w konflik-
cie z EBM nie bierze sig¢ pod uwage nowoczesnych rozwiazan, takich
jak metaanaliza indywidualnych zestaw6éw danych pochodzacych
od pojedynczych pacjentéow, ktéra stoi w kontrascie do danych za-
gregowanych [8]. Metody medycyny stratyfikowanej oraz zaawanso-
wane techniki metaanalizy indywidualnych zestawéw danych to ob-
szar zbiezny w EBM i medycynie personalizowanej. Tworzy raczej
synergie pomiedzy tymi podejsciami, niz przeciwdziata.

Potwierdzajq to inicjatywy takie jak Oncotyrol badajace role
oceny technologii medycznych (Health Technology Assessment;
HTA), ktéra jest mocno osadzona w filozofii EBM w ogéle, a w medy-
cynie personalizowanej w obszarze onkologii [9]. Rezultatem takich
inicjatyw na styku EBM/HTA i medycyny personalizowanej jest opra-
cowanie metodologii wczesnej oceny skutecznosci terapii personali-
zowanych i podejmowania decyzji, czy dana terapia dobrze rokuje
w zabezpieczeniu potrzeb terapeutycznych danych grup pacjentéw.

5.5
Zastosowanie medycyny personalizowanej
w réznych obszarach chorobowych

Terapie stratyfikowane majg zastosowanie nie tylko w onkologii
lub w chorobach ukladu sercowo-naczyniowego. W chorobach
uktadu immunologicznego medycyne personalizowana wykorzystu-
je sie np. w celu identyfikacji predyktoréw odpowiedzi na wczesne
leczenie reumatoidalnego zapalenia stawéw. W ostrej postaci astmy
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zastosowanie medycyny personalizowanej prowadzi do wyboru
terapii dostosowanej do pacjenta na podstawie uprzedniej analizy
charakterystyki eozynofilowej. Praktyczne zastosowanie medycyny
personalizowanej w chorobach zakaznych oznacza rozwéj metod
diagnostycznych identyfikujacych konkretne patogeny bakteryjne,
przeciwko ktérym nastepnie sa wdrazane terapie. W leczeniu
cukrzycy stosowane sa testy molekularne dla predykcji pacjentow
z ryzykiem, co sygnalizuje podjecie wczesnych interwencji. W lecze-
niu depresji medycyna personalizowana koncentruje si¢ na zro-
zumieniu mechanizméw odpowiadajacych za brak odpowiedzi
na leczenie u niektérych pacjentéw oraz ich stratyfikacje przez za-
obserwowanie odpowiednich biomarkeréw. Prowadzi to do rozwoju
nowych terapii wrazliwych na ten segment pacjentéw [10].

5.6
Podsumowanie

Zdrowie publiczne jako nauka i sztuka dotyczy wszystkich metod
i dzialan na rzecz zdrowia ogétu. W pierwszym spojrzeniu kléci sig
to z podejsciem medycyny personalizowanej, czy zindywidualizo-
wanej, ktéra z natury dotyczy jednostki. Jednak zaréwno indywidu-
alne korzysci, jak i indywidualne zagrozenia sumuja sie na efekt po-
pulacyjny, co sprawia, ze medycyna personalizowana jest w obszarze
zainteresowan zdrowia publicznego.

Korzysci réznych dzialan z zakresu medycyny personalizowa-
nej zostaly czesciowo rozpoznane w réznych chorobach, w jednych
lepiej (onkologia), w innych ciagle wymagane sa jeszcze badania.

Jedng z udokumentowanych korzysci medycyny personalizo-
wanej jest metoda identyfikowania pacjentéw, dla ktérych konkretny
lek w danej klasie jest nieefektywny. Innymi slowy, konkretny seg-
ment pacjentéw nie reaguje na podane leczenie. Rozpoznano, zZe
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antydepresanty srednio dla 38% pacjentéw beda nieskuteczne, leki
antyastmatyczne dla 40%, przeciwcukrzycowe dla 43%, te stosowa-
ne w zapaleniu stawéw dla 50%, a leki w chorobie Alzheimera
i nowotworach beda nieskuteczne az dla odpowiednio 70 i 75% pa-
cjentow [11].

Dzigki takiej stratyfikacji podejmowane moga by¢ konkretne
dzialania kliniczne zmierzajace do identyfikacji odpowiedniej, skro-
jonej na miare terapii dla kazdego pacjenta. W zwiazku z zasto-
sowaniem kazdej metody z zakresu medycyny personalizowanej,
ktéra na celu bedzie miala odpowiednia segmentacje pacjentéw
(diagnostyka) i ich nastepujace leczenie, potrzebna bedzie ocena
skutecznosci, bezpieczenstwa i oplacalnosci tych metod. Z ta dyna-
micznie rozwijajacq sie dziedzina wiazane sa duze nadzieje. Jej zas-
tosowanie i rozpowszechnienie bedzie uzaleznione od systematycz-
nej i rzetelnej oceny efektywnosci klinicznej i kosztowej, ktéra w wie-
lu krajach zachodnich jest standardem wspierajacym proces podej-
mowania decyzji przez odpowiednie organy odpowiedzialne za
dostepnosé i finansowanie technologii profilaktycznych, diagnostycz-
nych i terapeutycznych.
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Medycyna personalizowana (ang. personalized healthcare, person-
alized medicine) to koncepcja, ktéra opiera si¢ na zrozumieniu réznic
miedzy pacjentami chorujacymi na te sama chorobe i na jednoczes-
nym poznawaniu zlozonosci choréb. Dzieki tej wiedzy mozliwe jest
dobieranie odpowiednich terapii do konkretnych grup pacjentow.
Medycyna personalizowana pozwala przewidzie¢, czy okreslona tera-
pia okaze sie skuteczna dla danego pacjenta. Podstawa medycyny
personalizowanej sg badania nad ludzkim genomem i wykorzystanie
wiedzy z zakresu genetyki, genomiki i proteomiki.

Medycyna personalizowana oznacza tez Scisle wspdldziatanie
diagnostyki i terapii, poniewaz to wlasnie precyzyjne metody
diagnostyczne pomagaja ustali¢ réznice miedzy chorujacymi na te
sama chorobe pacjentami, a nastepnie dopasowywac leczenie do
konkretnych grup chorych. Wyrazem tego jest chocby wprowadzenie
do medycyny nowego terminu ,teranostyka”, ktory jest potaczeniem
stow ,terapia” i ,diagnostyka”.
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