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Szanowni Panstwo,

Mito mi poinformowa¢, ze Roche wprowadza nowy marker nowotworowy - ProGRP, stosowany
w diagnostyce raka ptuc. Ten nowo wprowadzany parametr to bardzo czuty i doktadny test,
ktory jest wykonywany na analizatorach immunochemicznych serii cobas e i Elecsys.

Rak ptuca jest najczesSciej wystepujgcym nowotworem ztosliwym w Polsce, bedac pierwsza
Elocsys* ProGRP assay przyczyna zgonéw wywotanych chorobami nowotworowymi u mezczyzn i drugg u kobiet.
gz;i;i)vsei;%omixcfg;fhedifferemiﬂ’ Jeszcze sto lat temu byt rozpoznawany sporadycznie, rozpowszechnienie natogu palenia
tytoniu spowodowato, ze na $wiecie kazdego roku diagnozuje sie ok. 1,35 min nowych
przypadkdw, co stanowi prawie 13% wszystkich nowych przypadkéw zachorowar na raka.

cobas’ Okoto 20% wszystkich nowotworéw ptuc stanowi rak drobnokomérkowy (SCLC, small
cell lung carcinoma), charakteryzujacy sie duzg ztosliwoscia, zwykle rozpoznawany jest
juz w okresie uogdlnionej choroby i podstawg leczenia jest odpowiednia chemioterapia.
Komdrki tego guza wytwarzajg biatko stymulujgce wydzielanie prekursora gastryny (proGRP,
progastrin-releasing peptide), ktére mozna oznacza¢ zaréwno w tkance nowotworu, jak
i krwi. Oznaczenie proGRP pozwala na wczesne wykrycie SCLC oraz réznicowanie z inng
czestg postacig guza ptuca - rakiem niedrobnokomérkowym (NSCLC, non-small cell lung
carcinoma).

Diagnostyka réznicowa tych dwdéch typéw ma ogromne znaczenie poniewaz majg one rézne
podtoze patofizjologiczne i odmienne postepowanie lecznicze: przy wczesnym stadium NSCLC
stosuje sie zazwyczaj leczenie chirurgiczne, podczas gdy przy SCLC musi byé zastosowana

Progastrin-releasing peptide (proGRP)

and itsrole in the differenial diagnosis chemio- i radioterapia. Oznaczenie stezenia proGRP przewyzsza czuto$cig i swoisto$cig inne

in lung cancer and management
of small cell lung cancer patients

obecnie stosowane markery, a potgczenie oznaczenia proGRP i ,standardowego” markera
dla raka ptuca - enolazy neuronalnej (NSE, neuron-specific enolase) znaczaco zwieksza
doktadno$¢ rozpoznania, zwtaszcza w przypadku watpliwo$ci obrazu histopatologicznego.
cobas’ Testy firmy Roche pozwalajg na jednoczasowy pomiar markeréw takich jak proGRP, NSE
i CYFRA 21-1 w tej samej probéwce. Oprécz tych markeréw immunochemicznych Roche
produkuje réwniez marker molekularny EGFR, ktéry pozwala wyselekcjonowaé pacjentéw do
celowanej terapii biologicznej (np. przy uzyciu leku Tarceva).

Zapraszam roéwniez do lektury biezacego wydania LabForum, w ktérym znajda
Panstwo ciekawe artykuty z zakresu diagnostyki wirusologicznej, transplantologicznej

Spis tresci: i immunohistochemiczne;j.
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Wirusologiczne badania przegladowe

u krwiodawcow

E”/

Aneta Kopacz, Zaktad Wirusologii, Instytut Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie

STRESZCZENIE

W Polsce do badan wirusologicznych zgodnie z zaleceniami WHO stosowane sg metody

i testy ze znakiem CE, wysokiej czuto$ci i swoisto$ci bliskiej 100%. Badania markeréw
serologicznych wykonywane sg w pojedynczej prébce. Do badan NAT wykorzystuje

sie testy typu multiplex (w jednym badaniu wykrywany jest materiat genetyczny kilku
wiruséw). Dopuszcza sie mozliwo$¢ prowadzenia badan molekularnych w pulach osocza
(zlanego z ,,n” donacji) pod warunkiem zachowania czuto$ci badania rekomendowanej

przez WHO i/lub krajowa jednostke nadzorujaca krwiodawstwo. W polskiej stuzbie krwi
kazdy reaktywny wynik testu przeglagdowego podlega weryfikacji przez badania powtérne

i uzupetniajagce. Dawca z potwierdzonym wynikiem dodatnim wzywany jest na badanie
kontrolne, wykluczajgce pomytke co do badanej prébki. Od ponad 20 lat prowadzone sa
miedzynarodowe badania nad nowo pojawiajacymi sie chorobami zakaznymi i wywotujgcymi
je czynnikami przenoszonymi przez krew. W sytuacji, gdy zostaje jednoznacznie stwierdzone,
ze dany czynnik stanowi zagrozenie dla biorcéw krwi, w obowigzkowy panel badan
przegladowych dotaczane s3 testy identyfikujace zakazonych dawcéw, wykluczajac z uzycia
niebezpieczne donacje.

WIRUSY PRZENOSZONE PRZEZ KREW

Konieczno$¢ wykonywania przegladowych badan wirusologicznych u krwiodawcéw wynika
z faktu istnienia wiruséw, ktére wystepujac w krwiobiegu przez choéby krétki okres, nie daja
objawdw infekcji (zauwazalnych tak dla dawcy wypetniajacego kwestionariusz, jak i lekarza
kwalifikujacego), a sa przenoszone z krwia i wywotujg choroby niebezpieczne dla zycia

i zdrowia biorcy.

Okres ten moze trwa¢ od kilku dni do wielu lat i zalezy od drobnoustroju (wirulencji,
szybkosci replikacji, tworzenie form polimorficznych) oraz sprawnos$ci uktadu
immunologicznego osoby zakazonej (m.in. wielko§¢ miana swoistych przeciwciat po
szczepieniu przeciwko HBV). W przebiegu zakazenia bezobjawowego stezenie czynnika
zakaznego moze sie waha¢ od wartos$ci niewykrywalnych do tysiecy kopii/ml. W przypadku,
gdy nie ma skutecznych, dostosowanych do wszystkich sktadnikéw krwi, proceséw
inaktywacji drobnoustrojéw, jedyng mozliwo$¢ zapobiegania przeniesienia zakazenia przez
transfuzje (TT-, ang. transfusion transmision) stanowig badania przegladowe wykonywane
dla kazdej donacji.

Zgodnie z przepisami i zaleceniami miedzynarodowymi (Swiatowa Organizacja Zdrowia,
Unia Europejska, Rada Europy) obowigzek badania markeréw w kazdej donacji krwi lub

w pobieranym jej sktadniku dotyczy wiruséw powszechnie chorobotwérczych. Zaliczono

do nich: wirusa zapalenia watroby typu B (HBV) i typu C (HCV) oraz wirusa uposledzenia
odpornosci (HIV). Szacunkowe obliczenia wskazuja, ze zakazenie HBV dotyczy co najmniej
300 milionéw, a HCV 170 milionéw ludzi na $wiecie. Zakazonych HIV jest okoto 40 miliondw,
ale liczba nosicieli wirusa i chorych na AIDS stale wzrasta i jak dotychczas nie ma
dostepnego w petni skutecznego leku przeciw temu wirusowi.!

WIRUSOLOGICZNE BADANIA PRZEGLADOWE W POLSKIM KRWIODAWSTWIE
HBV

Badania na obecno$c¢ antygenu powierzchniowego HBs (HBsAg) u krwiodawcow
prowadzone sg od ponad 40 lat. W tym czasie czuto$§¢ metod wzrosta o wiele

Wprowadzenie do krwiodawstwa
serologicznych testow
przeglgdowych wykrywajgcych
antygeny i przeciwciata

wirusow znaczgco zwigkszyto
bezpieczeristwo toczonej krwi.
Badania nad kinetykq zakazen
wykazujg wystepowanie faz,

w ktorych krew jest zakazna,
mimo, Ze markery serologiczne
sg niewykrywalne. Sytuacja

ta dotyczy okresu okna
serologicznego definiowanego
jako czasu od momentu
zakazenia do pojawienia sig
serologicznych markeréw wirusa
w osoczu oraz ukrytego/utajonego
zakazenia (ang. Occult Infection),
kiedy marker serologiczny

jest niewykrywalny przez
stosowany test ze wzgledu na
jego brak/niskg produkcje, silng
neutralizacje, lub zmieniong
budowe. Identyfikacje zakazenia
w/w fazach umoZliwiajg badania
wykrywajgce kwasy nukleinowe
wirusow (NAT; ang. Nucleic Acid
Testing).
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W Polsce, zaréwno serologiczne rzedéw wielkosSci Pierwszy ze stosowanych testéw wykrywajgcych HBsAg oparty
(metodykg opisano poniz'ej) jak byt na immunoprecypitacji, kolejne na: elektroimmunoprecypitacji (EIP) i odczynie
wigzania dopetniacza (OWD). Wielkim osiggnieciem byto wprowadzenie testéw
immunoenzymatycznych (EIA) o znacznie wigkszej czutoSci i swoistosci. Testy
poszczegdlnych producentéw réznig sie czuto$cig wykrywania genotypéw, subtypéw
i form polimorficznych wirusa HBV2. Udoskonalanie obecnie stosowanych testéw EIA

i molekularne (wykonywane
opcjonalnie metodg: PCR -
taricuchowa rekcja polimerazy

lub TMA - ampliﬁkaCja w tym immunoenzymosorbcyjnego (ELISA; enzyme-linked immunosorbent assays)
przez tmnskrypcjg) badania i chemiluminescencyjnego (CLIA; chemiluminescent immunoassay) ma na celu umozliwié
przeglqdowe wykonywane sg wykrywanie réwniez zmienionych m.in. na skutek mutacji antygenéw HBs. Obecnie

w polskiej stuzbie krwi stosuje sie testy ELISA o czutosci < 0,2 ng/ml oraz CLIA <
0,1 ng/ml (102-267 HBV DNA IU/ml w badaniu NAT)%. Kazdy wynik HBsAg reaktywny
jest weryfikowany przez dwukrotne powtdrzenie badania przegladowego. Dla wyniku

w Centrach Krwiodawstwa
i Krwiolecznictwa (CKiK).

W przypadku otrzymania powtarzalnie reaktywnego wykonywany jest test potwierdzenia, ktdry polega na neutralizacji
Wyniku powtarzalnie antygenu HBs przez uzyte w tescie przeciwciata anty-HBs. Postepowanie to umozliwia
reaktywnego badania réznicowanie wynikéw dodatnich od fatszywie dodatnich. Od roku 2005, w przypadku

otrzymania ujemnego wyniku testu neutralizacji, prébka badana jest na obecno$¢ materiatu
genetycznego HBV. Dawcy z dodatnimi wynikami potwierdzenia (neutralizacja i/lub DNA
HBV+) sg odsuwani od krwiodawstwa (dyskwalifikowani) na state. Dawcy z wynikami
niepotwierdzonymi dyskwalifikowani sg czasowo*.

Z kinetyki zakazenia wiadomo, ze wirusa HBV cechuje dtugi okres niskiej wiremii a okno
serologiczne trwa okoto 36 dni®. Badania DNA HBV u krwiodawcéw pozwalajg na wykrycie
zakazenia w okresie ,,okna serologicznego”, co skutkuje dyskwalifikacja tej donac;ji
zmniejszajac ryzyko przeniesienia wirusa na biorce. Skrécenie okna diagnostycznego
(wczesne wykrycie zakazenia HBV) zalezy od czuto$ci stosowanych testéw oraz wielkoSci
badanych pul®. Obecnie dostepne testy wykrywajace 3 - 5 IU/ml DNA HBV (95%L0D)
pozwalajg skréci¢ okno diagnostyczne do ok. 2 tygodni - przy zatozeniu dostania sie do
watroby pojedynczych kopii wirusa (Ryc.1 HBV). Badania molekularne obok wykrywania
zakazen z etapu okna serologicznego pozwalajg na identyfikacje zakazen ukrytych/
utajonych charakteryzujgcych sie niewykrywalnym HBsAg i niskg wiremia < 200 IU/ml

(w catym przebiegu zakazenia lub okresie innym niz okno serologiczne)®.

Obecne krajowe rekomendacje dla krwiodawstwa podaja, ze czuto$¢ przegladowych badan
DNA HBV dla pojedynczej donacji powinna by¢ nie nizsza niz 24 1U/ml (95% LOD)*. Testy

o wysokiej czuto$ci (wykrywajace < 3 IU/ml DNA HBV) pozwalajg zatem na prowadzenie
badan w pulach (ztozonych z maksymalnie 8 donacji). Do kazdego HBsAg ujemnego,

a NAT reaktywnego wyniku, wykonywane sg dodatkowe badania molekularne w CKiK oraz
weryfikacyjne w [HIT.

Wyniki miedzynarodowego przegladu badan NAT dla okresu 1999-2009 wskazujg, ze
obligatoryjnie badanie DNA HBV wprowadzono w 12 krajach, w kolejnych 15 wykonywane sg
jako badania dodatkowe.’

weryfikacyjne prowadzone
sg w Instytucie Hematologii
i Transfuzjologii (IHiT).

HCV

Najpowszechniej stosowanym testem przeglagdowym do identyfikacji os6b zakazonych HCV
jest badanie przeciwciat anty-HCV. W polskim krwiodawstwie obligatoryjne badania tego
markera rozpoczeto w 1992 roku testami 2 generacji i zawsze stosuje sie testy najczulsze

z dostepnych na rynku. Mimo licznych udoskonalen (obecnie uzywane s testy 3 generac;ji)
badanie to ma ograniczone znaczenie. Testy wykrywajace anty-HCV moga dawa¢ wyniki
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fatszywie dodatnie wynikajace z: btedéw technicznych wykonania testu, ztego stanu

prébki oraz z reakcji krzyzowych z innymi biatkami. Te ostatnie tzw. wyniki biologicznie
fatszywie reaktywne (BFR ang. biological false reactives), tj. wyniki nieswoiscie reaktywne,
prawdopodobnie wystepujg na skutek reakcji krzyzowych z przeciwciatami nieodptukanymi
w czasie produkgji testu, IgG, autoprzeciwciatami czy biatkami wytworzonymi po
szczepieniach. Ze wzgledu na wystepowanie BFR, po otrzymaniu reaktywnego wyniku
badania przeciwciat anty-HCV stosuje sie nastepujac algorytm:

1) powtdrne dwukrotne badanie prébki testem przegladowym w dniu pobrania lub nazajutrz;
2) prébki powtarzalnie reaktywne badane sg kolejno:

a) na obecno$¢ RNA HCV - wynik reaktywny $wiadczy o aktualnie toczacym sie
zakazeniu;

b) testem typu western blot (RIBA/Innolia), gdy wynik wczesniejszego badania RNA HCV
byt ujemny. Western blot jest testem uzupetniajacym, jego dodatni wynik potwierdza
swoisto$¢ przeciwciat anty-HCV wystepujacych u oséb, ktére przebyty zakazenie HCV
w przesztosci.!

Wszyscy dawcy, u ktérych potwierdzono zakazenie HCV sg dyskwalifikowani na state.

W przypadku wynikéw niepotwierdzonych (RNA HCV niereaktywny oraz RIBA/Innolia
ujemny lub watpliwy) w stosunku do dawcy stosuje sie dyskwalifikacje czasowa.*
Zakazenie wirusem HCV charakteryzuje dtugie okno serologiczne. Sredni czas od momentu
zakazenia do pojawienia sie anty-HCV wynosi 70 dni. Opracowanie testu wykrywajgcego
antygen rdzeniowy HCVAg umozliwito skrécenie okna diagnostycznego (okres od momentu
zakazenia do wykrycia markera wirusa) do 7-14 dni. Test ten wprowadzono w Polsce, na
kilka miesiecy w 2001 roku do badania donacji seroujemnych, a zrezygnowano z jego
wykonywania m.in. ze wzgledu na wprowadzenie w roku 2002 obligatoryjnych badarn RNA
HCV. Minimalna czuto$¢ badan przegladowych RNA HCV okreslona przez WHO to 5 000
IU/ml w odniesieniu do pojedynczej donacji®. Poniewaz okres okna serologicznego HCV
charakteryzuje szczegdlnie duza zakazno$c¢ zwigzana z bardzo wysokim stezeniem wirusa
przez znaczng cze$¢ tego okresu, od pojawienia sie pierwszych testéw NAT w 1999 roku
kolejne kraje wysoko i $rednio rozwiniete wprowadzaty obligatoryjne badanie donacji

na obecno$¢é RNA HCV. W 2008 roku badania wykonywano w co najmniej 23 krajach

(w pojedynczej donacji lub pulach z 6-96 donac;ji)’. W Polsce pierwsze badania dawcéw

w kierunku RNA HCV wykonywane byty metoda PCR w pulach z 48 donacji. W 2005 roku
wielko$¢ badanej puli zmniejszono do ztozonej z 24 donacji, a hastepnie w 2007 do puli z 6
donaciji. Alternatywnie od 2003 roku cze$¢ donacji badana jest metodg TMA w pojedynczych
donacjach. Wszystkie powtarzalnie reaktywne wyniki testu przegladowego RNA HCV

w prébkach seroujemnych weryfikowane sg w IHiT metoda biologii molekularnej*. Obecnie
dostepne badania NAT (czuto$¢ testéw <10 IU/ml) umozliwiajg wykrycie zakazenia juz w 3-5
dniu po ekspozycji (ryc. 1: HCV).

HIV

Obowigzkowe badania wszystkich donacji na obecno$¢ przeciwciat anty-HIV w polskim
krwiodawstwie rozpoczeto w 1987 roku. Pierwsze testy immunoenzymatyczne wykrywaty
przeciwciata anty-HIV po 42 dniach od zakazenia. Testy trzeciej generacji skrocity okres
okienka serologicznego do okoto 21 dni. Test wykrywajgcy antygen p24 (pojawiajacy sie
po 14 dniach od zakazenia) skraca okno serologiczne o kolejne dni, jednak wprowadzenie
go do krwiodawstwa nie dato oczekiwanego efektu eliminacji TT-HIV. Jednakze mozliwo$¢é
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(1) Schematyczny wykres zakaznosci, : HIV
. ; L. . eklipsy -1
poziom wiremii i obecno$ci markeréw ID-NAT

+“—>

molekularnych i serologicznych dla
wczesnych faz zakazenia HIV-1, HCV, HBV.
Wykresy przedstawiajg dynamike wiremii

i produkc;ji przeciwciat od fazy eklipsy przez
plateau po p6zng faze zakazenia. Czerwony
kolor wskazuje prawdopodobieristwo
niewykrycia zakazenia mimo stosowania
najczulszego badania NAT przy zatozeniu,
ze do krwioobiegu dostanie sig 1 zakazny
wirion, co jest réwnoznaczne z ryzykiem
przeniesienia zakazenia przy przetoczeniu
skfadnika pochodzacego od dawcy we
wczesnej fazie WP (1 wirionu/20ml osocza
=1KKC2) Kolor pomaranczowy = stezenie
wirusa, fioletowy = mozliwo$¢ wykrycia
antygenu, zielony = wykrywalno$¢
przeciwciat.

Kleinman et al. Transfusion (2009) 49:2454-
2489 - modyfikacja wtasna (ha podstawie
czutosci metod/testéw dostepnych w roku
2012).

ID-NAT HCV

Wielkos¢ wiremii (kopie /ml)

HBV

10"
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wykrywania antygenu HIV zostata wykorzystana do konstrukc;ji testéw IV generacji tzw.
COMBI wykrywajacych jednocze$nie antygen p24 i przeciwciata anty-HIV1 i anty-HIV2
(stosowanych w krwiodawstwie opcjonalnie z testami lll generacji)'. Reaktywny wynik
badania wymaga dwukrotnego powtdrzenia testu przegladowego. Ostateczne potwierdzenie
zakazenia u dawcy nastepuje po zbadaniu donacji (z wynikami powtarzalnie reaktywnymi
testéw) na obecno$¢ RNA wirusa i wykonaniu testu WB. Dawcy, u ktérych potwierdzono
zakazenie HIV sa dyskwalifikowani na state. W przypadku wynikéw niepotwierdzonych
(RNA HIV niereaktywny i WB ujemny lub nieokreslony) w stosunku do dawcy stosuje sie
dyskwalifikacje czasowa*.

Nalezy zaznaczy¢, ze ze wzgledu na wysoki polimorfizm wirusa HIV i zwigzane z tym ryzyko
wynikéw fatszywie ujemnych, kazdy dawca, w ktérego prébce otrzymano powtarzalnie
reaktywny wynik anty-HIV a nie wykryto materiatu genetycznego wirusa badany jest

w kolejno pobranej prébce na obecno$é RNA HIV metodg alternatywng. Obowigzkowe
badania RNA HIV zgodnie z rekomendacjami WHO (minimalna czuto$¢ badania dla
pojedynczej donacji = 10 0001U/ml) prowadzone sg w co najmniej 20 krajach. W Polsce
badania od roku 2003 wykonywane sg opcjonalnie w pojedynczych donacjach i pulach
(zmiany wielko$ci pul analogicznie jak dla HCV, rozpoczynajac od roku 2005 tj. pul z 24
donacji). Kazdy wynik RNA HIV powtarzalnie reaktywny/ anty-HIV niereaktywny (w metodzie
western blot) przed przekazaniem dawcy jest weryfikowany w [HiT.

Krétki czas podwajania liczby kopii wirusa wynoszacy 0,85 dnia oraz wprowadzenie bardzo
czutych (18-174 IU/ml) przegladowych badan molekularnych umozliwia skrécenia okna
diagnostycznego HIV do kilku dni (ryc.1:HIV)®.
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WYLANIAJACE SIE CHOROBY ZAKAZNE (ANG. EMERGING INFECTIOUS

DISEASES, EID)

Obok dziatan majacych na celu eliminacje ryzyka przeniesienia przez krew wiruséw

okreslonych jako powszechnie chorobotwdrcze, od ponad 2 dekad prowadzone sg badania

nad wytaniajgcymi sie chorobami zakaznymi oraz ich znaczeniem dla bezpieczeristwa

krwi. Za ,,nowo wytaniajace sie” uznano te, ktérych czestos¢ wzrosta w ostatnich 20 latach

lub grozi wzrostem w najblizszej przysztosci. Do wystapienia EID przyczyniajq sie takie

mechanizmy jak:

a) przetamanie bariery gatunkowej zwierzeta-ludzie (HIV, SARS);

b) ekspansja zakazen w nowe regiony: wirus zachodniego Nilu (WNV), dengi (DENV),
chikungunya (CHIKV); czynniki zakazne niewirusowe: Plasmodium spacies/malaria/,
Babesia species, Trypanosoma cruzi /choroba Chagasa;

¢) ustalenie czynnika zakaZznego wywotujacego znang chorobe dzigki zastosowaniu nowych
technik badawczych: ludzki Herpeswirus-8 (HHV-8), wirus GB (GBV-C), wirus Torque teno
(TTV/SEN-V);

d) reaktywacje zakazenia, ktérego konsekwencja jest wystapienie powaznej choroby na
skutek: przetamania odpornosci poszczepiennej (np. HBV), programdéw kontrolujgcych
wektory zakazenia czy nabycia lekoopornosci (malaria, DENV, CHIKV) lub stosowania
lekéw immunosupresyjnych: wirus cytomegalii (CMV), Epstein -Barr (EBV), HBV,
parvowirus B19 (B19V)".

Efektem prac nad nowopojawiajgcymi sie chorobami zakaznymi jest m.in. wprowadzenie,

w regionach, gdzie odnotowuje sig wzrastajacg ich czesto$¢ dodatkowych badan

serologicznych i/lub molekularnych u krwiodawcéw zapobiegajac przenoszeneim ich

poprzez krew. Przyktadem jest stosowanie od 2002 roku oznaczen wirusa zachodniego

Nilu (WNV) metodami NAT kolejno w: USA, Kanadzie, Grecji, Wtoszech. Podobnie sytuacja

epidemiologiczna w 19 krajach $wiata jest przyczyng badania markeréw wirusa HTLV-1

i HTLV-27.

Dostep do coraz czulszych metod serologicznych i molekularnych pozwala znaczaco skrécié

okres okien diagnostycznych, a tym samym ograniczy¢ ryzyko przenoszenia zakazen

przez krew i jej skfadniki. Z ostatnio opublikowanego miedzynarodowego podsumowania

badan wirusologicznych w krwiodawstwie wynika, ze w 2008 roku w kierunku markeréw

serologicznych wiruséw HBV, HCV, HIV badania wykonywano w 37 krajach, a w 25 réwniez
metodami biologii molekularnej’. Analizujgc skuteczno$¢ badan przegladowych, wyliczane
ryzyko resztkowe i opublikowane przypadki zakazen potransfuzyjnych kolejne panstwa
rozszerzajq ich panel.

Nalezy podkresli¢, ze decyzja o wprowadzaniu kolejnych badarn zawsze poprzedzona jest

rozpatrzeniem minimum 4 zmiennych:

1) wptyw zakazenia danym drobnoustrojem na zdrowie publiczne (czesto$¢, nastepstwa oraz
ryzyko przeniesienia i rozprzestrzeniania wirusa);

2) reakcja spoteczenstwa na pojawianie sie czynnika i przebieg choroby (cho¢ moze by¢
dysproporcjonalna do zagrozenia);

3) koszty;

4) dostepnos$¢ wiasciwych testow charakteryzujgcych sie odpowiednig swoistos$cia
i czuto$cia, oraz sposobem wykonania, ktéry umozliwi prowadzenie badar na masowg
skale™.

Waznym czynnikiem jest réwniez mozliwo$¢ weryfikacji wynikéw reaktywnych.
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Ludzki wirus cytomegalii (HCMV) u biorcow
przeszczepow narzadow litych

—//

Anna Kedzierska, Szpital Uniwersytecki w Krakowie, Zaktad Mikrobiologii

Gatunkowo swoisty ludzki wirus
cytomegalii (HCMV) nalezy

do rodziny Herpesviridae,
podrodziny Betaherpesvirinae,
taksonomicznie okreslany jest jako
herpes 5 (HHV-5). Genom wirusa
zbudowany jest z liniowego,
dwuniciowego DNA. Badania
epidemiologiczne wskazujg

na szerokie rozpowszechnienie
HCMV w srodowisku

naturalnym cztowieka. U osob
immunokompetentnych zakazenie
jest samo ograniczajgce sie

o charakterze subklinicznym.

U wigkszosci przebiega
bezobjawowo i nie pozostawia
trwatych nastepstw infekcji.

ZAKAZENIE HCMV

Ludzki wirus cytomegalii nalezy do grupy patogenéw opurtonistycznych bedacych
najczestsza przyczyna zachorowan i $miertelnosci u biorcéw przeszczepdw narzadowych,
w tym biorcéw organdw litych (SOT). Poprzez wywierane efekty posrednie i bezposrednie,
ma niekorzystny wptyw na przezycie biorcéw i przeszczepionych narzadéw. Konsekwencja
zakazenia jest replikacja wirusa w przeszczepionym narzadzie, ktdrej towarzyszy uwalnianie
zakaznych wirionéw do krwiobiegu (posta¢ wiremiczna). Powikfania spowodowane
replikacja HCMV wystgpi¢ moga u 30-80% pacjentéw poddanych przeszczepom narzadéw
litych?. Valsamakis z Johns Hopkins Hospital w Baltimore przypomina, iz choroba HCMV,

u biorcéw po przeszczepie, moze przyjac¢ postac¢ wiremii bezobjawowej (zakazenia bez
choroby), ,,zespotu CMV” z towarzyszaca goraczka, leukopenia, trombocytopenia, ztym
samopoczuciem, brakiem taknienia (anoreksja) lub inwazyjna, obejmujaca rézne ukfady
oraz narzady, w tym ptuca, watrobe, przewdd pokarmowy'. Czesto$¢ z jakg dochodzi do
rozwoju choroby HCMV u biorcéw jest rézna, w zalezno$ci od rodzaju przeszczepu, nasilenia
immunosupresji czy ,obcigzenia” okre$lonymi czynnikami ryzyka?.

Jednym z istotnych czynnikéw, ktéry determinuje rozwdj zakazenia HCMV jest stan
serologiczny dawcy oraz biorcy. Grupg pacjentéw o najwyzszym ryzyku rozwoju zakazenia
i choroby sg HCMV-seronegatywni biorcy (B-), ktérzy otrzymujg narzad od HCMV-
seropozytywnego dawcy (D+). W tej grupie biorcéw moze rozwing¢ sie infekcja pierwotna
bedaca nastepstwem otrzymania narzadu z latentng forma wirusa, nawet w przypadku
wczes$niej stosowanej profilaktyki. Reaktywacja latentnej postaci wirusa u HCMV-
seropozytywnych biorcéw jest nastepstwem ekspozycji pacjenta na stosowane w terapii
leki o dziataniu immunosupresyjnym i/lub powodujace eliminacje limfocytéw T. W celu
oceny ryzyka zakazenia nalezy sprawdzi¢ u dawcy oraz biorcy obecno$¢ przeciwciat
anty-HCMV IgG. Rozwdj zakazenia u biorcy przeszczepu moze byé réwniez skutkiem
reaktywacji lub nadkazenia innym szczepem wirusa u HCMV-seropozytywnego biorcy.

W obu przypadkach dochodzi do rozwoju infekcji wtérnej. Poznano dodatkowo kilka innych
czynnikdéw ryzyka, ktére determinujg rozwdj choroby po transplantacji. Jednym z nich jest
intensywno$¢ immunosupresji zwigzana z interwencjg terapeutyczna, ktdrej celem jest
usuniecie limfocytéw T. Ponadto biorcy okreslonych narzadéw, w tym ptuca, jelita cienkiego,
trzustki, obarczeni sg znacznie wyzszym ryzykiem rozwoju infekcji i choroby niz pacjenci
po przeszczepieniu nerki czy watroby. Na rozwdj zakazenia wptywa réwniez polimorfizm
genetyczny w zakresie wrodzonej i nabytej odpornosci w zakresie genéw dla receptoréw
typu Toll-like czy IL-12 p40. Zwraca sie uwage, iz HCMV posrednio odpowiada za dziatanie
immunomodulacyjne, co prowadzi do zwiekszonej podatno$ci pacjenta na rozwdj infekcji
oportunistycznych, z drugiej za$ skutkuje odrzuceniem przeszczepionego narzadu lub jego
trwatym uszkodzeniem. Tragicznym w skutkach powiktaniem jest przewlekta dysfunkcja
alloprzeszczepu i niewydolno$¢ narzadowa'.

PROFILAKTYKA | LECZENIE ZAKAZENIA HCMV PO TRANSPLANTACJI

U 90% biorcéw narzadéw litych, stwierdza sig replikacje HCMV w okresie 1-4 miesiecy
po transplantacji. Zapobieganie zakazeniu HCMV u biorcéw przeszczepéw narzagdowych
polega na interwencji farmakologicznej. Sposéb leczenia nalezy uzaleznié¢ od czynnikéw
prognozujacych przebieg i postep choroby. Jedng ze strategii terapeutycznych jest
profilaktyka uniwersalna polegajgca na wtgczeniu leczenia przeciwwirusowego od
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momentu transplantacji. Aktualne wytyczne zalecajg wdrozenie profilaktyki u pacjentéw
z grupy wysokiego ryzyka, w tym D+/R-, biorcéw: ptuca, jelita cienkiego oraz trzustki.
Profilaktyke nalezy rozwazyé réwniez u chorych otrzymujacych przeciwciata poliklonalne
lub monoklonalne (ATG, OKT3, ALG), ktére wykazuja silny wptyw na reaktywacje HCMV*“.
Profilaktyka nie tylko zmniejsza czesto$¢ wystepowania choroby HCMV ale takze efekty
posrednie na przezycie biorcéw i przeszczepionych narzadéw. Inng formg zapobiegania
zakazeniu jest terapia wyprzedzajgca (pre-emptive therapy). Strategicznym celem

terapii wyprzedzajacej jest regularne monitorowanie u biorcy DNAaemii HCMV DNA

i wigczenie leczenia w momencie pojawienia sie aktywnej replikacji wirusa. Rozwazenie
wdrozenia profilaktyki lub terapii preemptywnej sugeruje sie réwniez w grupie pacjentow
o umiarkowanym ryzyku rozwoju zakazenia HCMV, tj. D+/B+ lub D-/B+*. Bezwzglednym

wskazaniem do podjecia interwenc;ji terapeutycznej jest choroba HCMV z towarzyszacym jej

zespotem objawdw klinicznych.

Grupa lekéw stosowanych w profilaktyce oraz terapii preemptywnej sg inhibitory
wirusowej polimerazy DNA wymagajace uprzedniej fosforylacji w komérce gospodarza.
Naleza do nich: gancyklowir oraz, prekursor gancyklowiru - walgancyklowir. Ostatni

z lekéw, dostepny w Polsce tylko w postaci doustnej, charakteryzuje 10-krotnie wieksza
biodostepno$é w poréwnaniu do doustnej postaci gancyklowiru. Pomimo dogodnej dla
pacjenta formy aplikacji, lek wykazuje dziatanie nefrotoksyczne, teratogenne, powoduje
neutropenie i trombocytopenie. Zgodnie z rekomendacjami opublikowanymi w 2011

roku u biorcéw wszystkich narzadéw lekiem | rzutu w terapii choroby CMV jest analog
nukleozydowy - gancyklowir. U dorostych biorcéw z ciezkg postacig choroby, zapaleniem
btony $luzowej przewodu pokarmowego, sSrédmigzszowym zapaleniem ptuc i zapaleniem
mdzgu zaleca sie dozylne leczenie gancyklowirem. Doustne leczenie walgancyklowirem

zaleca sie u dorostych biorcéw z ,,zespotem” CMV o tagodnym i umiarkowanym przebiegu®.

W leczeniu choroby CMV wskazana jest redukcja stopnia immunosupresji w zaleznos$ci od
ciezkosci przebiegu, wielko$ci wiremii czy oporno$ci na terapie. Oporno$¢ na gancyklowir
jest coraz cze$ciej obserwowana u biorcéw z ciezka dysfunkcja uktadu odporno$ciowego
w przypadku wydtuzonej ekspozycji na lek®. Mechanizm oporno$ci na lek jest najczesciej
wynikiem mutacji genu CMV-UL97. Skutkiem mutac;ji jest niedobdr kinazy wirusowej
warunkujacej fosforylacje leku do postaci aktywnej. Przyczyng oporno$ci pozostaje takze
inna mutacja, indukowana w obrebie genu CMV-UL54, kodujgcego wirusowg polimeraze
DNA. Jej powstanie to najczesciej skutek kontynuacji leczenia nie terapeutycznymi
dawkami gancyklowiru. Mechanizm opornosci na walgancyklowir jest analogiczny jak dla
gancyklowiru®.

W przypadku stwierdzenia genotypowej opornosci na gancyklowir zastosowanie w terapii

alternatywnej choroby HCMV znajdujg dwa leki Il rzutu - faskarnet oraz cidofowir. Powazna

wadag obu lekdw jest jednak znaczna toksyczno$é, w tym neuro- i nefrotoksycznosé,

ktéra ,,dotyka” okoto 30% pacjentéw objetych terapia. Wystgpienie mutacji w genie
CMV-UL54 indukuje najczesSciej krzyzowa oporno$¢ na gancyklowir, cidofowir i faskarnet®.
Oporno$¢ nalezy podejrzewaé w przypadku narastania wiremii HCMV DNA lub nasilenia
ciezko$ci choroby podczas trwajgcej dtuzej niz 6 tygodni terapii optymalng dawka
gancyklowiru. Valsamakis z Johns Hopkins Hospital w Baltimore' wyjasnia, iz oporno$¢
przeciwwirusowa jest czesciej obserwowana w grupie pacjentéw wysokiego ryzyka, czyli

cobas e 601

- system
immunochemiczny
przeznaczony dla
Srednich i duzych
laboratoriéw

cobas® 6000

- zintegrowany system
biochemiczno-
immunochemiczny

P mm

cobas e 411

- system
immunochemiczny
przeznaczony dla
matych i Srednich
laboratoriow

Sierpien 2013 LabForum




?/

HCMV-seronegatywnych biorcéw otrzymujacych narzad od HCMV-seropozytywnego
dawcy i rozwija sie u 5-10% biorcéw. Nabywanie opornosci na gancyklowir moze by¢
takze nastepstwem szeregu innych czynnikéw ryzyka, za ktére uwaza sie wysoki poziom
wiremii, wielokrotnie powtarzajace sie epizody choroby HCMV, suboptymalne stezenie leku
w tkankach, wydtuzong terapie a takze gtebokie uposledzenie odpornosci u biorcy.

MONITOROWANIE SKUTECZNOSCI LECZENIA ZAKAZENIA HCMV

Monitorowanie terapii, z zastosowaniem lekéw hamujacych replikacje HCMV, jest mozliwe
dzigki dostepno$ci do nowoczesnych i zalecanych obecnie metod diagnostyki HCMV.
Wykorzystane metod molekularnych, szczegdlnie techniki RT PCR, umozliwia wykrycie
aktywnej replikacji wirusa przed pojawieniem sie objawdw klinicznych. U pacjentéw z objawami
choroby cytomegalowirusowej, Srednie stezenie HCMV DNA w prébkach krwi obwodowe;j
pozostawato znamiennie wyzsze niz u biorcéw bezobjawowych i wynosito odpowiednio

4800 kopii/ml oraz 500 kopii/ml DNA. U cze$ci biorcéw narzadéw litych pomimo braku
symptoméw choroby cytomegalowirusowej, dochodzi do replikacji DNA HCMV w zakresie
niskich warto$ci stezen od 43 do 3.8 x10* kopii/ml°. Powyzsze obserwacje sugerujg iz

w grupie pacjentéw bezobjawowych, systematyczne monitorowanie wiremii w czasie jest
zdecydowanie najwazniejszym czynnikiem prognostycznym rozwoju choroby. W trakcie leczenia
wyprzedzajacego nalezy monitorowaé wiremieg raz lub dwa razy w tygodniu. W leczeniu choroby
HCMV nalezy monitorowac iloSciowo HCMV DNA w krwi petnej lub w osoczu raz w tygodniu

i stosowac leczenie przeciwwirusowe do czasu zahamowania replikacji HCMV. Wciaz
problematyczna pozostaje kwestia wyznaczenia optymalnego progu wiremii, przy ktérym nalezy
rozpocza¢ terapie. U biorcéw narzadéw litych, HCMV-seropozytywnych, z grupy niskiego
ryzyka zakazenia, ,warto$¢ odciecia” wyznaczono na poziomie 3983 1U/ml (2600 kopii DNA/
ml)”. W innych badaniach, istotny z punktu widzenia interwencji terapeutycznej prég wiremii,
wyznaczono dla warto$ci 3000 kopii DNA/mI, w przypadku biorcéw organdw litych, oraz na
poziome 1000 kopii/ml dla biorcéw przeszczepu szpiku kostnego®. Zdaniem wielu autoréw,
decyzja o interwencji terapeutycznej powinna byé wypadkowa kilku czynnikéw. Za szczegdlnie
istotne uwaza sig poziom wiremii monitorowanej w czasie oraz czuto$¢ metod diagnostycznych
wykorzystywanych do wykrycia HCMV. Zgodnie z zaleceniami Polskiego Towarzystwa
Transplantacyjnego dotyczacymi postepowania profilaktycznego i leczniczego w zakazeniu
wirusem cytomegalii u biorcéw przeszczepéw narzadowych, do rekomendowanych metod
nalezg antygenemia pp65 oraz oznaczenie HCMV DNA metoda ilo§ciowa (QNAT, quantitative
nucleic acid testing) z wykorzystaniem polimerazowej reakcji taficuchowej czasu rzeczywistego
(Real-time PCR)®. W ostatnich badaniach wykazano znacznie wyzsza czuto$¢ metody rt-PCR

w poréwnaniu do antygenemii pp65 oraz relatywnie niski wspétczynnik korelacji pomigdzy
metodami®. Podobne dane pochodzg z prezentacji Aleksandry Valsamakis przedstawionej na
Migdzynarodowym Sympozjum w Rzymie we wrze$niu biezacego roku'. Czuto$¢ antygenemii
pp65 oraz techniki Real-time PCR wyznaczono odpowiednio w zakresach 50-83% oraz 50-
100%. Ponadto ocena antygenemii pp65 jest réwniez trudna do przeprowadzenia u pacjentéw

z ciezkg neutropenia. Stwierdzenie, ,Viremia and increases in viral load may be detected

sooner by gPCR than by antigenemia” niewatpliwie oddaje pierwszenstwo czulszym technikom
molekularnym.

METODY POMIARU WIREMII
Powaznym problemem ostatnich lat pozostaje standaryzacja technik opartych na amplifikacji
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kwasu nukleinowego (NAT-based assays). Uwaza sig, iz z powodu braku standaryzaciji,
wyniki otrzymywane przy pomocy testéw opartych na technikach NAT, nie sg powtarzalne.
Przeprowadzona przez Pang i wsp®. miedzylaboratoryjna analiza poréwnawcza stezeri DNA
HCMV potwierdzita te rozbiezno$ci, Wykazano znamienne réznice pomiedzy wynikami
pochodzacymi z réznych osrodkow w szerokim zakresie stezen (od 2.0 log,, do 4.3 log, ).

W badaniach wykorzystano panel prébek dostarczonych do 33 laboratoridw w USA,
Kanadzie i Europie. Wedtug autoréw, jedng z przyczyn takich rozbieznosci jest dostep

do réznych, komercyjnych oraz walidowanych wewnetrznie w samej pracowni testéw
diagnostycznych przeznaczonych do monitorowania liczby kopii DNA HCMV w czasie.
Dotychczas, poszczegodlne zestawy diagnostyczne podlegaty kalibracji wzgledem prawnie
zastrzezonych standardéw. Niestety, réznice wynikajgce z zastosowania, w poszczegdlnych
laboratoriach wirusologicznych, procedur i technik molekularnych, pozbawionych jednolitej
standaryzaciji, byty i s powodem tworzenia ,wtasnych” algorytmdéw postepowania,

zaréwno w zakresie leczenia pacjenta, jak i monitorowania replikacji DNA HCMV. Zwraca
sie uwage, iz iloSciowe monitorowanie DNA HCMV w czasie, powinno odbywac sie przy
uzyciu tego samego zestawu diagnostycznego z zachowaniem okreslonych parametréw

w zakresie limitu detekcji DNA, jak i szerokiego zakresu dynamiki. Taki pomiar umozliwitby
monitorowanie wiremii z zachowaniem powtarzalnych parametréw reakcji, a w konsekwencji
powtarzalnej, iloSciowej oceny wirusowego DNA. Majac na uwadze réznice pomiedzy
poszczegdlnymi testami i jej wptyw na rzetelno$¢ wynikéw najwazniejszym stat sie postulat
globalnej standaryzacji testéw do diagnostyki in vitro, wykorzystujacych amplifikacje

kwasu nukleinowego. W roku 2008 powstat raport Swiatowej Organizaciji Zdrowia (WHO),
w ktérym po raz pierwszy przedstawiono cele i znaczenie standaryzacji odpowiadajgce
wymaganiom stawianym technikom opartym na amplifikacji kwaséw nukleinowych'.
Zaproponowano pilng potrzebe opracowania miedzynarodowego standardu (7t WHO
International Standard) dla CMV DNA jako ,Gold Standard” dla metod molekularnych.
Ponadto, jak wynika z raportu, wprowadzenie miedzynarodowego standardu pozwolitoby
opracowac ujednolicony system raportowania wynikéw stezern HCMV DNA w jednostkach
miedzynarodowych, International Unit (IU), stworzytoby podstawy kalibracji standardéw
oraz umozliwitoby ocene poréwnawcza wynikéw stezen materiatu genetycznego HCMV
generowanych przy pomocy dostepnych zestawdw diagnostycznych. Idea stworzenia przez
WHO miedzynarodowego standardu, zaowocowata organizacjq badarn wieloosrodkowych,
ktére umozliwity weryfikacje i ocene rekomendowanego przez WHO standardu (N/BSC code
09/162). Zaproponowany standard zostat wykorzystany po raz pierwszy, w celu standaryzacji
technik opartych na amplifikacji kwasu nukleinowego ludzkiego wirusa cytomegalii’.
Wyniki badan, ktére raportowano z 32 laboratoriéw znajdujacych sie w 14 krajach, pozwolity
jednoznacznie okresli¢ ¥ WHO International Standard. Jest nim szczep Merlin wirusa HCMV
o stezeniu 5x10° International Units/mL (IU/mL) uzyskiwanego po rekonstytuciji liofilizatu

w 1 ml dejonizowanej, pozbawionej nukleaz wody. Wartos$¢ 5x10° IU/mL (6,7 log, ) zostata
uznana jako swoistego rodzaju konsensus ws$réd wynikéw oznaczen ilo$ciowych, ktére
generowano w poszczegdlnych laboratoriach z zastosowaniem réznych testéw i platform
diagnostycznych.

Aktualnie, pierwszy miedzynarodowy standard WHO jest dostepny komercyjnie
i dystrybuowany przez National Institute for Biological and Control w Wielkiej Brytanii
(NIBSC code: 09/162). Preparat wystepuje pod postacig liofilizatu réwnowaznego
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1 mL HCMV w 10 mM buforu Tris-HSA (pH 7,4) oraz 0,5% roztworu albuminy ludzkiej'.
Fiolki zawierajace liofilizowany standard powinny by¢ przechowywane w temperaturze
-20°C. Pierwszy miedzynarodowy standard dla ludzkiego wirusa cytomegalii umozliwi
standaryzacje zestawdw diagnostycznych, opartych na technikach ilosciowych
wykorzystujgcych amplifikacje kwasu nukleinowego. Ponadto, bedzie mozliwe obliczenie
wspotczynnika konwersji (conversion factor) swoistego dla okre$lonej matrycy DNA,

na przyktad krwi petnej, osocza lub surowicy oraz metody ekstrakcji/amplifikacji

z zastosowaniem odpowiedniej platformy diagnostycznej. Wspétczynnik konwersji bedzie
podstawa do przeliczenia wynikéw stezen DNA HCMV, dotychczas raportowanych

w kopiach/ml, na réwnowazng warto$¢ wyrazong w jednostkach miedzynarodowych
(IU/ml). Zastosowanie pierwszego miedzynarodowego standardu WHO dla CMV

QNAT prawdopodobnie przyczyni sie do wzrostu powtarzalno$ci wynikéw w zakresie
stezen HCMV DNA generowanych w réznych laboratoriach diagnostycznych. Dostepny
komercyjnie pierwszy miedzynarodowy standard opracowany przez WHO Expert
Committee on Biological Standarization, obliguje poszczegdlne laboratoria do standaryzacji
wtasnych zestawéw diagnostycznych wykorzystujacych iloSciowe metody amplifikacji
DNA.

Z drugiej strony, zwraca sie uwage, iz dostepnos¢ do testéw, do diagnostyki in vitro,
zréznicowanych pod wzgledem metod ekstrakgeiji, rodzaju prébki, zakresu liniowo$ci, limitu
detekcji oraz wykrywanej sekwencji docelowej, jest powodem powaznych rozbiezno$ci
zakresie interpretacji, jak i powtarzalno$ci wynikéw™. Rozwigzaniem istniejacych probleméw
moze okazac¢ sie dostepny komercyjnie test COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan CMV Test
(CAP/CTM CMV test; Roche Molecular Systems), w ktérym po raz pierwszy zastosowano
kilka standarddw i kontroli w celu zapewnienia zgodno$ci z pierwszym migdzynarodowym
standardem WHO dla CMV QNAT". Primery oraz sondy oligonukleotydowe wykorzystane
w tescie sg swoiste wzgledem konserwatywnego regionu genomu HCMV - genu UL54,
kodujacego wirusowa polimeraze DNA. Standardy, zastosowane podczas opracowywania
testu, obejmowaty standard WHO dla wirusa HCMV, drugorzedowy standard RMS, materiat
Zrédtowy drugorzedowego standardu RMS (szczep wirusa CMV AD169) oraz panel
kalibracyjny RMS (Lambda CMV1.2). Standardy, panel kalibracyjny oraz niezalezna prébka
kliniczna wirusa HCMV badane przy podobnych stezeniach, wykazaty wspdétliniowosé
wzgledem pierwszego miedzynarodowego standardu WHO. Standaryzacja testu CAP/CTM
CMV wzgledem standardu WHO, pozwala raportowac wyniki stezen HCMV DNA zaréwno
w jednostkach miedzynarodowych/ml oraz kopiach /ml (1 kopia = 0,91 IU).
Przeprowadzona przez Hirsch i wsp." miedzynarodowa, wieloo$rodkowa analiza
poréwnawcza stezert DNA HCMV, z wykorzystaniem testu CAP/CTM CMV wykazata duza
zgodno$¢ w zakresie oznaczen ilosciowych HCMV DNA oraz powtarzalno$é wynikéw.
Uzyskane dane jednoznacznie wskazujg na potrzebe kontynuacji badan, z wykorzystaniem
testu CAP/CTM CMV, w celu opracowania ujednoliconych algorytméw postepowania

Z pacjentem po przeszczepie.

W szczegdlnosci miatyby one dotyczy¢ wyznaczenia optymalnego cut-off dla stgzert HCMV
DNA, oraz oceny czesto$ci z jakag nalezy monitorowac¢ biorce w okresie po przeszczepowym.
Pismiennictwo dOSt?P”€ Uzyskane wyniki stanowityby wytyczne przy podejmowaniu decyzji terapeutycznych oraz
w redakcji ocenie ryzyka rozwoju zakazenia i choroby wirusem cytomegalii.
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Immunohistochemiczne wykrywanie mutacji
ALK w rakach niedrobnokomorkowych ptuca

“

Renata Langfort, Zaktad Patomorfologii, Instytut GruZlicy i Choréb Pluc, Warszawa

Rak ptuca jest jednym z najczesciej rozpoznawanych nowotworéw zto$liwych. Kazdego
roku na $wiecie wykrywa sie ok. 1,35 miliona nowych przypadkéw zachorowan.

W Polsce, z powodu raka ptuca umiera blisko 21 tys. 0oséb rocznie - tyle, ile wynosi liczba
mieszkaricow $redniej wielko$ci miasta, natomiast na $wiecie ok. 1,4 min. Tylko 15%
pacjentéw w momencie rozpoznania choroby kwalifikuje sie do zabiegu chirurgicznego. Dla
zdecydowanej wiekszos$ci oséb, ze wzgledu na stopien zaawansowania nowotworu, jedyng
szansg leczenia pozostaje konwencjonalna chemio- i/lub radioterapia, przedtuzajaca czas
zycia chorych zaledwie o kilka miesiecy.

NOWA KLASYFIKACJA RAKA NIEDROBNOKOMORKOWEGO PLUCA OPARTA NA
BADANIACH MOLEKULARNYCH

Do niedawna, najwieksze znaczenie w wyborze leczenia zaawansowanych postaci raka
ptuca miato odréznienie postaci raka drobnokomdrkowego od niedrobnokomérkowego,
natomiast podtyp raka niedrobnokomérkowego (NSCLC - non-small cell carcinoma)

nie byt istotny, gdyz nie wptywat na wybdr rodzaju chemioterapii. Rozwdj biologii
molekularnej, wykrycie mutacji biorgcych udziat w powstawaniu i progresji raka ptuca
oraz wprowadzenie terapii celowanej, spowodowaty radykalne zmiany w podejsciu do
rozpoznawania i klasyfikacji NSCLC. W zaawansowanych postaciach raka, nie tylko typ
(niedrobnokomérkowy vs drobnokomérkowy), ale réwniez podtyp NSCLC (gruczotowy

vs ptaskonabtonkowy), okazaty sie waznymi czynnikami zaréwno rokowniczymi,

jak i predykcyjnymi, ktére pozwalajg przewidywaé mozliwo$¢ wystgpienia mutaciji

w komérkach raka i wyodrebni¢ grupe chorych, ktéra mogtaby odnie$é korzy$¢ z leczenia
ukierunkowanego molekularnie.

W rakach gruczotowych (ADC - adenocarcinoma), réwniez budowa morfologiczna
nowotworu moze by¢ cenng wskazéwka informujacg o mozliwos$ci wystgpienia mutacji.
Dominujgce utkanie tapetujace, brodawkowate, drobnobrodawkowate badz zrazikowe,
czesciej kojarza sie z wystepowaniem mutacji aktywujacej kinaze tyrozynowa receptora
naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR - epidermal growth factor receptor), natomiast raki
o budowie litej, a zwtaszcza $luzowej wykazuja mutacje w genie KRAS.

Obecnie, w kazdym przypadku, zwtaszcza zaawansowanej postaci NSCLC, konieczne
stato sie wykonywanie testow pozwalajacych na identyfikacje zaburzern molekularnych

w komdrkach nowotworowych. Dotychczas najistotniejsze znaczenie miato wykrycie
obecnosci mutacji EGFR, najbardziej wiarygodnego czynnika predykcyjnego odpowiedzi na
leczenie inhibitorami kinazy tyrozynowe;.

W ostatnim czasie nowym celem molekularnym stat sie szlak kinazy chtoniaka
anaplastycznego (ALK - anaplastic lymphoma kinase).

ALK nalezy do rodziny insulinowego receptora kinazy tyrozynowe;j, ktéry prawidtowo
wykazuje ekspresje w rozwijajagcym sie ukfadzie nerwowym. Zaburzenia zwigzane z genem
ALK sg wykrywane w wielu réznych nowotworach, przede wszystkim w chtoniakach
anaplastycznych z duzych komérek B (ALCL - anaplastic large cell ymphoma), w rozlanych
chtoniakach z komérek B, w guzach zapalnych, jak réwniez w rakach ptaskonabtonkowym
przetyku, anaplastycznych tarczycy, w rakach nerki, w biataczce szpikowej, w niektérych
postaciach raka piersi i w raku jelita grubego.

W 2007 roku stwierdzono wystepowanie rearanzacji w genie ALK w NSCLC, bedace;j
nastepstwem fuzji dwdch genéw ALK i EML4 (echinoderm microtubule-associated protein-
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like 4). W warunkach prawidtowych obydwa znajduja sie na przeciwlegtych korncach

tego samego krétkiego ramienia chromosomu 2p. W wyniku wewnatrzchromosomalne;j
inwersji zachodzacej w obrebie chromosomu 2p dochodzi do fuzji obu genéw i powstania
chimerycznego (fuzyjnego) biatka EML4-ALK. Wynikiem fuzji EML4-ALK jest stata
aktywacja szlaku przekaznictwa wewnatrzkomdrkowego, stymulacja proliferacji komdrek
nowotworu i hamowanie apoptozy.

Obok najczesciej wystepujacej rearanzacji EML4-ALK, w NSCLC pojawiajg sie réwniez inne
rodzaje translokacji w genie ALK (TFG-ALK, KIF5B-ALK, KLC1-ALK), ktére jednak nie maja
istotnego wptywu na decyzje o leczeniu.

Czestos¢ wystepowania genu fuzyjnego EML4-ALK ocenia sie na 2-8% ws$réd chorych na
ADC, a wedtug niektérych doniesien nawet do 17%, niezaleznie od pfci.

Wyjatkowo rzadko mutacja ALK wspétistnieje z mutacjami EGFR lub KRAS.

Chorzy, u ktérych stwierdza sie rearanzacje ALK sg zwykle mtodsi od pozostatych
pacjentéw z pierwotnym rakiem ptuca, na ogét naleza do oséb nie palgcych lub mato
palacych (<10 paczkolat). Nieprawidtowos$ci w genie ALK moga pojawia¢ sie w ADC ptuca
o réznej budowie morfologicznej, ale gtéwnie dotycza postaci o utkaniu litym, zawierajacych
komponent sygnetowatokomdrkowy, $luzowy, badZ o morfologii zrazikowej, sitowatej, jak
réwniez brodawkowate;j.

WYKRYWANIE MUTACJI GENU ALK

Wykrycie wystepowania mutacji ALK, zwtaszcza w postaciach zaawansowanych raka ptuca
staje sig coraz istotniejsze, przede wszystkim w zwigzku z wprowadzeniem do leczenia
kryzotynibu, inhibitora aktywnosci kinazy ALK.

Obecnie jedynym zwalidowanym testem oceniajacym status ALK w NSCLC ptuca jest
metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, czyli FISH (fluorescence in situ hybridization),
ktérej celem jest ocena integralnosci genu ALK. Metoda FISH (dual-/abeled break-apart)
wykorzystuje sondy DNA z fluorescencyjnymi barwnikami, ktére umozliwiajg wykrywanie
rearanzacji ALK znajdujacych sie na chromosomie 2. Zielony sygnat fluorescencyjny pojawia
sie w poblizu regionu 5°ALK, za$ czerwony bezposrednio w okolicy 3'ALK. Potozenie obydwu
sygnatéw blisko siebie $wiadczy o prawidtowej kopii genu ALK, natomiast ich rozdzielenie
lub pojedynczy sygnat czerwony przemawiajg za wystepowaniem rearanzacji. Za dodatni
przyjmuje sie wynik, w ktérym co najmniej 15% jader komdrek nowotworowych, sposréd
przynajmniej 50 policzonych w badanym materiale, emituje intensywny sygnat.

Mimo, ze metoda FISH w ocenie wystepowania rearanzacji ALK w NSCLC jest
rekomendowana przez FDA (Food and Drug Administration), CAP (College of American
Pathologists), |ASLC (International Association for the Study of Lung Cancer) i AMP
(Associationa for Molecular Pathology), coraz cze$ciej podkresla sie minusy zwigzane z jej
stosowaniem.

Przede wszystkim walidacja dotyczy wycinkéw, utrwalonych w formalinie i zatopionych

w bloczkach parafinowych, natomiast nie obejmuje rozmazdéw cytologicznych, ktére
stanowig ogromng cze$¢ materiatu diagnostycznego. Zaréwno ptyn utrwalajacy, jak i czas
utrwalania istotnie wptywaja na jako$¢ wykonywanych testéw. Preparaty nie sg trwate i po
pewnym czasie sygnat ulega zanikowi, uniemozliwiajagc ponowng ocene.

Konieczny jest wtasciwy wybdr nie tylko wycinka, ale takze wytypowanie odpowiedniego
utkania morfologicznego, ktére bytoby najbardziej miarodajne dla wystgpienia mutacji

w genie ALK i pozwalatoby na uzyskanie wiarygodnych wynikéw. Istotna jest umiejetno$é
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oceny testu FISH, gdyz rearanzacje wewnatrzchromosomalne moga prowadzi¢ do
niewielkiego rozdziatu sygnatu, interpretowanego fatszywie jako wynik ujemny. Przyjety
arbitralnie odstep wigkszy niz Srednica 2 sygnatéw, wskazujgcy na obecnos$¢ genu
fuzyjnego EML4-ALK wymaga duzego dos$wiadczenia ze strony osoby oceniajgcej wynik.
W ocenie testéw dotyczacych rearanzacji ALK niezbedny jest udziat nie tylko biologa
molekularnego, ale réwniez doswiadczonego patomorfologa.

Wreszcie, podkresla sie wysokie koszty metody, zwigzane z wykorzystywaniem
znakowanych sond, konieczno$¢ stosowania mikroskopu fluorescencyjnego oraz
ograniczenie dostepu do badania, ktére jest wykonywane w niewielu o$rodkach, co moze
wptywac na opdéznienie wykonania testu i tym samym odpowiedniego leczenia.

Metoda, ktéra mogtaby by¢ alternatywa dla FISH, a przynajmniej pozwalatyby na

wstepny wybér chorych z NSCLC z prawdopodobng mutacjg ALK jest diagnostyka
immunohistochemiczna (IHC).

Badania IHC sg tansze, szybsze i prostsze w wykonaniu oraz bardziej dostepne niz FISH, sa
mozliwe do przeprowadzenia w kazdym zaktadzie patomorfologii dysponujacym pracownig
immunohistochemiczna. Nie wymagaja dodatkowego wyposazenia w postaci mikroskopu
fluorescencyjnego, a interpretacja wynikéw jest duzo fatwiejsza. Dodatnia reakcja dtuzej
utrzymuje sie w preparacie mikroskopowym, co w przypadku jakichkolwiek watpliwosci,
pozwala na ponowng ocene wycinkow.

Badania IHC mozna wykonywa¢ zaréwno w materiale tkankowym, utrwalonym i zatopionym
w bloczkach parafinowych, jak réwniez cytologicznym.

Problemem natomiast pozostaje wybér odpowiedniego przeciwciata IHC.

Stezenie biatka z rearanzacjg ALK w NSCLC jest wzglednie mate. Dotychczas uzywane
przeciwciata, skuteczne w wykryciu nieprawidtowosci w genie ALK w ALCL, w NSCLC
moga by¢ mato przydatne. Najprawdopodobniej réznica ta jest zwigzana z mniejsza
aktywnoscig transkrypcyjng promotora EML4 w poréwnaniu z NPM (nucleophosmin), ktéry
bierze udziat w fuzji NPM-ALK w ALCL.

Obecnie dostepne sa trzy klony przeciwciata anty-ALK: ALK1, 5A4 i D5F3. Doswiadczenie
z dwoma pierwszymi jest najdtuzsze. O ile wszystkie charakteryzuja sie podobna
swoistoscia, siegajaca od 97% dla ALKT1, 98% dla 5A4 i 99% dla D5F3, wyrazZnie réznig sie
czutoscia. Najmniej czute jest przeciwciato anty-ALK1 (67%), natomiast najbardziej czute
D5F3 (100%), ktére wykazuje pozytywng warto$¢ predykcyjng siegajaca 96% i negatywna
100%.

Przeciwciato D5F3 zawiera réwniez system detekc;ji i amplifikacji, utatwiajace wykrycie
niewielkich ilo$ci zmutowanego biatka ALK w NSCLC. Pojawienie sie silnego, ziarnistego
zabarwienia cytoplazmy komérek nowotworowych, w niektérych przypadkach réwniez

z podkresleniem bfony komdrkowej jest uwazane za dodatni odczyn. Kazdy odsetek
komdrek nowotworowych wykazujacy intensywna reakcje z przeciwciatem przeciwko D5F3
jest uznawany za wynik pozytywny. Ocena IHC nie wymaga okre$lania liczby komérek
nowotworowych wykazujacych dodatnig reakcje, natomiast istotne jest odréznienie
nieswoistych odczynéw oraz wybarwienia specyficznych elementéw tkankowych.
Interpretacje wynikéw utatwia wykonywanie w kazdym przypadku réwnolegtej negatywnej
i dodatniej kontroli.

Stosowanie innych klonéw zwykle wymaga pétilo$ciowej oceny wystepujacej reakciji, ale za
wynik pozytywny réwniez uwaza sie drobnoziarniste zabarwienie cytoplazmy komdrek raka.
Ocena IHC, podobnie jak FISH, wymaga przestrzegania zasad utrwalenia materiatu i wyboru

“

LK

Aparat BenchMark

ULTRA

- system kolejnej generacji
do automatycznego
barwienia metodg IHC/
ISH

Aparat BenchMark GX

- system do
automatycznego
barwienia metodg IHC/
ISH

Aparat BenchMark XT

- system do
automatycznego
barwienia metodg
IHC/ISH

Sierpien 2013 LabForum

15



“/

odpowiedniego skrawka, zawierajgcego mozliwie najlepiej zachowany fragment nowotworu.
Wycinki nalezy utrwalaé w roztworze 10% zbuforowanej formaliny, przez co najmniej

6 godzin, ale nie dtuzej niz 48 godzin, natomiast mniejsze, kilkumilimetrowe, wymagaja
odpowiednio krétszego czasu utrwalania, jednak nie mniej niz 4 godziny.

WYKRYWANIE MUTACJI W RAKU NIEDROBNOKOMORKOWYM PLUCA -
ZALECENIA EKSPERTOW

Zgodnie z ostatnio przedstawionymi przez CAP, IASLC i AMP rekomendacjami dotyczacymi
oceny wystepowania mutacji EGFR i ALK w NSCLC, wskazane jest wykonywanie IHC,
przed testem FISH, ale konieczna jest doktadna walidacja badania. Diagnostyka IHC moze
by¢ stosowana jako metoda skriningowa umozliwiajagca wyodrebnienie grupy chorych,

u ktérych nalezy przeprowadzi¢ badanie FISH w celu potwierdzenia lub wykluczenia
rearanzacji genu ALK.

Proponowany algorytm zaleca wykonywanie testu FISH, w przypadkach, w ktérych
badaniem IHC stwierdza sie dodatnig reakcje z przeciwciatem przeciwko ALK, niezaleznie
od jej intensywnosci i rozlegtosci. Negatywna reakcja IHC wskazuje na brak rearanzaciji
ALK w komérkach raka i nie wymaga potwierdzenia testem FISH.

Dotychczasowe badania podkres$lajg 100% zgodno$ci pomiedzy reakcjg IHC i testem

FISH w przypadkach negatywnych wynikdw, jak réwniez silnej, pozytywnej reakcji IHC

i dodatniego testu FISH. Réznice dotyczg przede wszystkim sytuacji, w ktérych reakcja IHC
jest staba lub umiarkowana.

Wydaje sieg, ze w kazdym przypadku, zwtaszcza zaawansowanego NSCLC odpowiadajacego
ADC lub NOS (not otherwise specified) nalezy nie tylko zabezpieczy¢ materiat do dalszych
badan molekularnych, ale réwniez wykonywacé reakcje IHC z przeciwciatami anty-ALK,

w celu wstepnej oceny obecnosci rearanzacji ALK.

Barwienie immunohistochemiczne
z przeciwciatem anty-ALK (D5F3)
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