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Chorostowska-Wynimko, Skronski & Szpechcinski, Onkologia Info, 2011. 



Markery predykcyjne w NDRP 

o potwierdzonej wartości klinicznej  

• mutacje somatyczne genu EGFR 
• rearanżacje genu ALK (gen fuzyjny EML4-ALK) 

 
 

 
Kryteria kliniczne nie mają wartości 

predykcyjnej 





„On the basis of available evidence thus far,  

mutation analysis has proven to be the most reliable 

methodology to evaluate for EGFR alterations that 

correlate with response to TKI inhibitor sensitivity or 

PFS.” 

JCO 2011, 59, 2121 





Mutacje aktywujące EGFR 

 mutacje „missense”  w eksonie 18 and 21 

 Ekson 18  -  G719A (4%) 

 Ekson 21 - L858R (40-45%) 

 delecje w eksonie 19 

 E746–A750 (45%)  

 

Skronski M i wsp. Pneumonologia i Alergologia Polska  2014 ( w druku) 



Mutacje oporności 

Pierwotne 
 mutacje somatyczne EGFR :  

insercje w eksonie 20 (9%)* 

 (mutacje KRAS) 

Wtórne 
 Mutacje oporności: T790M (50%) , D761Y 

 (Amplifikacja c-MET) 

 

 

Skronski M i wsp. Pneumonologia i Alergologia Polska  2014 ( w druku) 



Materiał diagnostyczny 

• Materiał 

resekcyjny 

 

• Materiał 

biopsyjny 

 

• Materiał 

parafinowany 

 

• Materiał świeżo 

mrożony 

  

 



Real-time PCR + specyficzne sondy 

Logarytmiczny przyrost ilości produktu 
łańcuchowej reakcji polimerazy 

podczas kolejnych cykli 

Metody diagnostyczne 

bezpośredni odczyt sekwencji DNA, 

czyli kolejności zasad G, T, C i A 

Analiza sekwencji DNA 



Sekwencjonowanie 

 Wykrywa wszystkie 

warianty mutacji 

(rzadkie, nieznane) 

 

 

 Czasochłonna  

 Niższa czułość 

 Komórkowość 

preparatu ≥ 50% 

Specyficzne sondy molekularne 

(real-time PCR) 

 Wysoka czułość 

 Komórkowość preparatu         

≥ 5-20%  

 Szybka 

 

 wykrywa określone mutacje 

 cena ? 

 

 



PNA-LNA PCR clamp  

Unikalna możliwość bezpośredniego sekwencjonowania produktu reakcji  

detekcja znanych i nowych, bądź rzadkich mutacji 

>50% 



Dobór metody diagnostycznej kluczowy dla 

wiarygodności wyniku 

21 out of 211 (10%) samples 

were detected positive for 

EGFR mutation 
• deletions in exon 19 (n=8) 
• substitutions in exon 21 

L858R (n=10) and L858P 

(n=1) 
• double mutation L858M + 

L861Q (n=1) 

 

 21/21 (100%) detected by 

PNA-LNA PCR clamp 

 16/21 (76%) detected by 

direct sequencing 

PNA-LNA PCR clamp 

Direct sequencing 
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Skroński i wsp 2014 unpublished 



Wynik diagnostyczny BADANIA MOLEKULARNEGO 

3. Wynik badania molekularnego 

2. Metoda diagnostyczna 

1. Rozpoznanie patomorfologiczne 

4. Komentarz 

5. Informacja o certyfikacji laboratorium  (EMQN) 



30% 





Krawczyk P. i wsp 2014 submitted 



4 laboratoria diagnostyczne: 

 

• Lublin 

• Warszawa  

• Gdańsk 

• Bydgoszcz 

Wykonano 2450 oznaczeń 

 

Obecność mutacji genu EGFR – 9% materiałów 

W tym częściej: 

• kobiety (13,9%) 

• rak gruczołowy płuca (10%) 

Krawczyk P. i wsp 2014 submitted 



 REARANŻACJE GENU ALK 

• Rak gruczołowy płuca (1,6-13% ),  

• zwykle 3-7%  

• Osoby bez wywiadu palenia 

• Częściej rak gruczołowy płuca o typie 
zrazikowym lub z komórek sygnetowatych 

• rearanżacja wykluczająca z mutacjami  
aktywującymi genu EGFR 

Metoda diagnostyczna: 
FISH – fluorescencyjna hybrydyzacja in situ 



Obecność mutacji stwierdzono w 54% (280/516) 

 badanych materiałów (CI 50-59%) 

Lung Cancer Mutation Consortium  

Kris M. ASCO 2011 





1. Wczesne diagnozowanie 

 Metylacja DNA 

 Niestabilność mikrosatelitarna 

 Integralność 

 MikroRNA 

2. Markery predykcyjne 

 Mutacje EGFR 

 Metylacja DNA 

3. Prognozowanie 

 Mutacje KRAS 

 mikroRNA 

4. Monitorowanie sktuczeności leczenia 

 Mutacje oporności na TKI (T790M) 

 Metylacja DNA 

„Płynna Biopsja” (liquid biopsy) 

Nature Reviews Clinical Oncology 2013 

Genetyczne i epigenetyczne markery raka płuca są obecne we krwi obwodowej 




