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1. Wstep

Terapia spersonalizowana, tzn. skrojona na mia-
re i potrzeby konkretnego pacjenta, stanowi ideal,
do ktérego dazy wspolczesne leczenie nowotwordw.
Rak jelita grubego jest jednym z czterech rakéw,
obok raka sutka, zoladka i pluca, w ktérych do
prakteyki klinicznej wprowadzono udane préby te-
rapii celowanej. Aby taka terapia byla skuteczna,
powinna by¢ dostosowana do tego i tylko do tego
unikalnego nowotworu, ktéry wystepuje u danego
pacjenta. Inaczej méwiac, powinna to by¢ terapia
precyzyjnie celowana, a ona wymaga oceny marke-
réw predykcyjnych, takich jak mutacje, amplifika-
cje lub biatka (bialka receptorowe lub inne biatka,
ktére odgrywaja istotna role w procesach: prolife-
racji, apoptozy, angiogenezy, inwazji i migracji ko-
moérek nowotworowych lub naprawy uszkodzone-
go DNA). Wyniki oceny tych markerdéw stanowia
integralny element rozpoznania histopatologiczne-
go, poniewaz tylko pacjenci, ktérych nowotwory
beda wykazywaly obecno$¢ pewnych czynnikéw
predykcyjnych, moga odnie$¢ korzysci z leczenia
celowanego. Terapia celowana wymaga precyzyj-
nej diagnostyki opartej na testach diagnostycznych
wykorzystujacych material tkankowy i to material
utrwalony w formalinie i zatopiony w parafinie,
jezeli majg mieé rutynowe zastosowanie kliniczne.
Od wspodlczesnego patologa wymaga si¢, aby roz-
poznanie raka jelita grubego zawieralo ocen¢ odpo-
wiednich markeréw predykcyjnych, co pozwala na
identyfikacje chorych, ktérzy moga odnies¢ korzy-
$ci z leczenia celowanego. Rutynowy test predyk-
cyjny powinien by¢ wzglednie prosty w wykonaniu,
szybki, niezbyt drogi oraz charakteryzowac si¢ wy-
soka czuloscia i specyficznoscia {11

Dotychczas sposéb leczenia nowotwordéw wyzna-
czaly typ histologiczny, stopien histologicznej ztosli-
wosci i stadium klinicznego zaawansowania choroby.
Jednak cechy mikroskopowe nowotworéw, szczegdl-

nie w raku jelita grubego, chociaz moga mie¢ zna-
czenie prognostyczne, nie maja niestety znaczenia
predykcyjnego. Wprowadzenie terapii celowanej do
pewnego stopnia zrewolucjonizowalo diagnostyke
histopatologiczna nowotworéw, poniewaz terapeuta
oczekuje precyzyjnej informacji predykceyjnej. Zagad-
nienie to jest jeszcze nieco bardziej skomplikowane,
poniewaz moze si¢ zdarzy(¢, ze dany nowotwoér wyka-
zuje ekspresje kilku markeréw predykcyjnych i wtedy
odpowiednie opcje terapeutyczne sa dostepne tylko
dla pacjentéw z takimi nowotworami {2, 3]. A zatem
scharakteryzowanie nowotworu pod wzgledem zna-
nych markeréw predykcyjnych umozliwia zastosowa-
nie opcji terapeutycznych, ktére sa dostgpne tylko dla
pacjenta z danym nowotworem (nawet jezeli odsetek
takich nowotworéw w ogélnej populacji jest niewiel-
ki) [4]. W erze terapii spersonalizowanej, aby unikna¢
nadmiernej toksycznosci leczenia, pacjent ma prawo
oczekiwad, ze stosowane leczenie bedzie odpowiednie
do statusu molekularnego jego nowotworu. Aby ta-
kie leczenie bylo mozliwe, potrzebna jest precyzyjna
ocena celéw terapii. W raku jelita grubego dla oce-
ny celéw predykcyjnych wykorzystuje si¢ markery
molekularne (np. mutacje w genach KRAS, NRAS,
BRAF, PIK3CA) {1, 5-71 i immunohistochemiczne
(np. biatka TS, P21, PTEN) {8-12}. Markery mo-
lekularne w raku jelita grubego mozna podzieli¢ na
mutacje somatyczne i niestabilno$¢ mikrosatelitarna
(microsatellite instability — MSI).

2. Mutacje somatyczne

2.1. KRAS

Ocena mutacji w KRAS jest przykladem zastoso-
wania testu molekularnego potrzebnego do wprowa-
dzenia terapii celowanej w okreslonej grupie chorych,
w tym przypadku chorych na raka jelita grubego
z przerzutami. Wspélczesnie stanowi ona badanie ru-
tynowe niezbedne do podjecia decyzji w leczeniu tej
grupy chorych.
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2.1.1. Sciezki sygnatowe zwigzane = mutacjg w KRAS

Gen KRAS koduje male biatko, ktére bierze udziat
w aktywacji kaskady $ciezek sygnatowych, w tym
Sciezki sygnatowej receptora dla naskérkowego czyn-
nika wzrostu (epidermal growth factor recepror — EGFR),
ktéra jest uwazana za podstawowa w regulacji pro-
liferacji, wzrostu i transformacji nowotworowej ko-
moérek nablonkowych {13]. Biatko RAS funkcjonuje
jako przekaznik sygnatu od aktywowanego EGFR.
Aktywacja EGFR (przez polaczenie z jego ligandem)
prowadzi do aktywacji $ciezek sygnalowych RAS/
RAF/MAPK i PI3K/AKT, a nastepnie do wzmozo-
nej proliferacji i zahamowania apoptozy komérek no-
wotworowych [14]. Zastosowanie monoklonalnych
przeciwcial przeciw EGFR (mAb anty-EGFR), takich
jak cetuksimab i panitumumab, powoduje, ze w ko-
moérkach raka jelita grubego bez mutacji w RAS unie-
mozliwione zostaje potaczenie EGFR z jego ligandem
i w nastepstwie dochodzi do inaktywacji ww. $cie-
zek sygnalowych i do apoptozy komérek rakowych.
W komorkach prawidlowych bialko RAS oscyluje
miedzy stanem aktywnym (RAS-GTP) a nieaktyw-
nym (RAS-GDP). W wyniku mutacji w RAS po-
wstaje kodowane przez zmutowany gen bialko, ktére
ze wzgledu na utrudniong hydrolize ciagle pozosta-
je w postaci aktywnej (RAS-GTP). W komorkach
z mutacja w KRAS dochodzi zatem do konstytutyw-
nej (permanentnej) aktywacji $ciezek sygnatowych
RAS/RAF/MAPK i PI3K/AKT i cigglego przekazy-
wania sygnalu indukujacego mitogeneze, niezaleznie
od tego, czy receptor EGF jest aktywowany, czy tez
nie {15}

2.1.2. Przestanki kliniczne

W zwigzku z powyzszym, leczenie chorych na raka
jelita grubego z przerzutami, w ktérym stwierdza sie
mutacje KRAS za pomoca mAb anty-EGFR rozpo-
znajacych i inaktywujacych zewnatrzkomdérkowa do-
mene EGFR, jest nieskuteczne (badania kliniczne II
i III fazy) {16-18}. Na podstawie opublikowanych
wynikéw 5 kontrolowanych badan klinicznych z ran-
domizacja dotyczacych stosowania cetuksimabu i pa-
nitumumabu oraz 5 badan retrospektywnych Amery-
kanskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej (American
Sociery for Clinical Oncology — ASCO) wydalo w 2009 .
wstepna opinie, ktéra precyzowala, ze raki wszyst-
kich pacjentéw z rakami jelita grubego z przerzuta-
mi, ktérzy sa kandydatami do terapii anty-EGFR,
powinny by¢ testowane w akredytowanych laborato-
riach na obecno$¢ mutacji w KRAS i jezeli stwierdza
si¢ mutacje w kodonie 12 lub 13 eksonu 2, pacjenci ci
nie powinni otrzymac tego rodzaju leczenia {16}. Od-
powiednia selekcja pacjentéw z rakiem jelita grubego
z przerzutami do terapii za pomocg mAb anty-EGFR
ma istotne znaczenie, poniewaz ten rodzaj leczenia
moze powodowaé powazne powiklania oraz oporno$é
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po kilku miesigcach stosowania, a takze jest bardzo
kosztowny {19].

2.1.3. Spektrum badanych mutacji

Analiza mutacji w KRAS pozwala stratyfikowad
chorych na raka jelita grubego z przerzutami do tera-
pii za pomoca mAb anty-EGFR, a mutacje w KRAS
stanowia negatywny czynnik predykcyjny dla tej
terapii {20]. Mutacje w KRAS w raku jelita grubego
najczesciej wystepuja w kodonach 12, 13 eksonu 2
(w blisko 40% rakéw jelita grubego). Rzadziej spo-
tyka si¢ aktywujace mutacje KRAS w kodonach 59,
61, 117 i 146. Pierwotnie zar6wno Europejska Agen-
cja ds. Lekow (European Medicines Agency — EMEA),
jak i Amerykafiska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw
(Food and Drug Administration — FDA) zaaprobowaly
stosowanie tej terapii tylko u chorych na raka jelita
grubego z przerzutami bez mutacji w KRAS. W lip-
cu 2013 r. EMEA uaktualnita kryteria kwalifikacji
do terapii anty-EGFR, wprowadzajac obowiazkowe
badanie nie tylko mutacji w eksonie 2 genu KRAS,
lecz takze w eksonach 3 i 4 KRAS oraz eksonach 2,
3 14 NRAS, poniewaz profile ekspresji gendéw i ce-
chy kliniczno-patologiczne ,nietypowych” rzadkich
mutacji, a takze przezycie pacjentdéw z rakiem jelita
grubego z przerzutami z tymi mutacjami sa podob-
ne do mutacji KRAS w kodonach 12 i 13 {21}. Pa-
gjenci z tymi rzadkimi mutacjami w KRAS i NRAS
beda niewrazliwi na leczenie anty-EGFR, do ktérego
zostali zakwalifikowani tylko na podstawie braku
mutacji w KRAS 12/13 {7}. Réwniez wg opubliko-
wanych w 2014 r. rekomendacji dla Wielkiej Brytanii
[22} analiza mutacji w KRAS 7 NRAS jako czynnika
predykcyjnego powinna obejmowaé mutacje w KRAS
przynajmniej w kodonach 12, 13, 59, 61, 117 i 146
(eksony 2, 3 i 4), podobnie w NRAS (chociaz auto-
rzy nie rekomenduja na razie badania kodonéw 117
i 146 w NRAS ze wzgledu na brak wystarczajacych
dowodéw na kliniczne znaczenie tych mutacji).

Wedlug szczegbtowej metaanalizy 9 artykuldw,
obejmujacej blisko 6000 pacjentéw, przypuszczalnie
ok. 53% rakéw jelita grubego (42% 2z mutacjami
w eksonie 2 KRAS i 11% z mutacjami w eksonach
3 lub 4 KRAS lub 2, 3 i 4 NRAS) bedzie opornych
na leczenie za pomocg mAb anty-EGFR {7}. Ponadto
stosowanie tego leczenia u chorych na raka jelita gru-
bego z przerzutami i mutacjami w KRAS moze nawet
wplywal negatywnie na przezycie pacjentéw {23].
Na obecnym etapie badan nie wiadomo, czy efekty
leczenia pacjentéw z rakiem jelita grubego za pomoca
mAb anty-EGFR (OS, DFS) zaleza od typu mutacji
w KRAS i NRAS. Uwaza sig, ze obecno$¢ jakiejkol-
wiek mutacji w KRAS i NRAS stanowi przeciwwska-
zanie do terapii anty-EGFR, jednak zagadnienie to
wymaga dalszych badaf. Jednoznacznie wykaza-
no natomiast, ze efekty leczenia anty-EGFR zaleza
od metody zastosowanej do oceny mutacji KRAS.
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Im czuto$¢ metody wykrywania mutacji KRAS jest
wyzsza, tym wyniki leczenia sg lepsze {24-32}.

2.1.4. Status KRAS jako czynnik predykcyjny

Ostatnio prowadzone sa przedkliniczne i kliniczne
badania nad zastosowaniem inhibitoréw (inhibitory
BRAF w rakach jelita grubego z przerzutami z muta-
cjaw BRAF, inhibitory MEK i SEK, inhibitory trans-
ferazy farnezylowej), ktére moga uczulaé raka jelita
grubego z przerzutami z mutacjag w KRAS na dzia-
tanie cetuksimabu {33}. Mozna wiec powiedzieé, ze
czynnikiem predykcyjnym jest nie tylko mutacja
w KRAS, ale w ogole status KRAS. Gdy mutacja
nie wystepuje, chory na raka jelita grubego z przerzu-
tami moze by¢ leczony cetuksimabem. Jezeli stwier-
dza si¢ mutacje, mozliwe sa inne metody leczenia,
analizowane obecnie w probach przedklinicznych
i klinicznych.

2.2. NRAS

Mutacje w NRAS sa réwniez czynnikiem pre-
dykcyjnym wskazujacym na oporno$é¢ na leczenie
cetuksimabem {34, 35}. Z dotychczasowych badan
wynika, ze mutacje w NRAS wystepuja w ok. 3—-5%
kolejnych rakéw jelita grubego (gléwnie sa to mu-
tacje w kodonie 61) {36, 37}. Zwigzek tych muta-
¢ji z czynnikami kliniczno-patologicznymi znajduje
sie obecnie w fazie badan {38}. Tym niemniej, oce-
na mutacji w NRAS w przypadkach, w ktérych
nie stwierdzono mutacji w KRAS, pozwala do-
kladniej wyselekcjonowaé chorych na raka jelita
grubego z przerzutami do leczenia cetuksima-
bem [35]. Podobnie jak w BRAF, mutacje w NRAS
i KRAS wzajemnie sie wykluczaja {34, 391. Od 2013 1.
badanie mutacji w eksonach 2, 3 i 4 NRAS jest ele-
mentem rutynowego testu predykcyjnego w kwalifi-
kacji pacjentéw z rakiem jelita grubego z przerzutami
do terapii anty-EGFR.

2.3. BRAF

BRAF to cytoplazmatyczna niereceptorowa kinaza
serynowo-treoninowa. Uczestniczy w przekazywaniu
sygnaléw z zewnatrz komérki do jadra komérkowego
w szlaku RAS/RAF/MAPK {40}. Jest to jedna z cze-
$ciej zmutowanych kinaz w nowotworach. Najcze-
$ciej wykrywana jest mutacja c.1799T> A (p.V600E)
w eksonie 15. W eksonie tym moga réwniez wystgpo-
waé inne mutacje lokujace sie w poblizu kodonu 600.
Zmutowane bialko BRAF jest ciagle aktywne [40}.
Czesto§¢ wystepowania mutacji jest zréznicowana
w roznych nowotworach. W przypadku czerniaka
moze dochodzi¢ nawet do ok. 70% {40}. Bardzo cze-
sto, w ok. 50-70% przypadkéw, mutacje w BRAF
wykrywa sie w rakach brodawkowatych tarczycy {41,
42}. Z kolei w rakach jelita grubego mutacje w BRAF
stwierdza si¢ w zaleznosci od badanej populacji w ok.

5-20% przypadkéw {5, 43, 44]. Mutacje w genie
BRAF koreluja z subtypem molekularnym raka je-
lita grubego, ktéry charakteryzuje si¢ MSI i fenoty-
pem zmutowanych wysp CpG (CpG-island methylator
phenorype — CIMP) {45]. Zmutowane biatko BRAF
wykrywa si¢ rowniez w zmianach przednowotworo-
wych. Bardzo rzadko wykrywa si¢ mutacje w BRAF
w gruczolakach (0,4%), natomiast znacznie cze$ciej
w gruczolakach zabkowanych (ok. 70-100%) {46,
471. BRAF jako skfadnik szlaku RAS/RAF/MAPK
oceniano jako czynnik prognostyczny i predykcyjny
w raku jelita grubego. Mutacje w BRAF w raku jeli-
ta grubego sg zwigzane z niekorzystnym przebiegiem
choroby, natomiast znaczenie predykcyjne BRAF nie
jest jednoznaczne i jest ciggle intensywnie badane

[43, 441.

2.4. PIK3CA

PI3K to lipidowe kinazy cytoplazmatyczne uczest-
niczace w przekazywaniu sygnatu z biatka RAS do
wnetrza jadra komérkowego za posrednictwem szla-
ku PI3K/AKT/PKB. Szlak odpowiada za blokowa-
nie apoptozy oraz stymulacje wzrostu i proliferacji
komoérek. Szlak ten podlega negatywnej regulacji
przez biatko PTEN. Utrata funkcjonowania PTEN
poprzez mutacje moze réwniez prowadzi¢ do akty-
wacji tego szlaku {48]. Gen PIK3CA koduje pod-
jednostke p110a kinazy PI3K. Mutacje w PIK3CA
wystepuja w ok. 15-30% rakéw jelita grubego. Mu-
tacje grupuja si¢ w hot spotach w eksonie 9 w kodo-
nach E542K i E545K oraz w eksonie 20 w kodonie
H1047R {49, 50}. Obecnos¢ mutacji w PIK3CA jest
zwigzana z niekorzystnym przebiegiem choroby, jak
réwniez z brakiem odpowiedzi na leczenie mAb anty-
-EGFR {50-52}. Sita prognostyczna i predykcyjna
PIK3CA w raku jelita grubego zwigksza sie, gdy jest
on oceniany w kombinacji z ekspresja PTEN. Obec-
nie trwajg intensywne badania dotyczace ich uzytecz-
nosci klinicznej {53, 54}.

2.5. Zwiazek mutacji somatycznych
z czynnikami kliniczno-patologicznymi

Okreslono specyficzne kliniczno-patologiczne i epi-
demiologiczne cechy zwigzane z mutacjami w KRAS
[55}. Stwierdzono zwiazek lokalizacji raka jelita gru-
bego oraz miejsca wystepowania przerzutdéw z obec-
noscig mutacji w KRAS. U pacjentéw z mutacjami
w kodonach 12 i 13 wystepowalo wigksze prawdo-
podobiedistwo umiejscowienia raka jelita grubego
prawostronnie w poréwnaniu z chorymi na raka jelita
grubego bez mutacji KRAS {21]. Réwniez mutacje
w BRAF tez maja zwiazek z prawostronnym rakiem
jelita grubego w poréwnaniu z nowotworami bez mu-
tacji. Raki jelita grubego z mutacjami w KRAS (réw-
niez z rzadkimi) cze$ciej daja przerzuty do pluc w po-
réwnaniu z rakami jelita grubego bez tych mutacji.
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3. Sygnatura genowej ekspresji RAS jako
czynnik predykcyjny

Nastepstwem mutacji w KRAS lub NRAS jest
permanentna aktywacja $ciezki sygnalowej RAS i ta
informacja, jak wspomniano powyzej, zostata wyko-
rzystana do selekcji chorych na raka jelita grubego
z przerzutami do celowanego leczenia za pomoca
mADb anty-EGFR. Trzeba sobie jednak zdawaé spra-
we z tego, ze badanie mutacji w KRAS lub NRAS
pozwala okresli¢ tylko jeden z wielu mozliwych spo-
sobow (mechanizméw) aktywacji RAS. Aktywowany
RAS oddzialuje na ponad 20 bialek efektorowych,
ktére m.in. reguluja proliferacje i réznicowanie ko-
morek [56}. Molekularna $ciezka sygnalowa RAS jest
skomplikowana siecig polaczeni. Sciezke te aktywuje
nie tylko EGFR, lecz takze szereg innych czynnikéw
wzrostu, takich jak np. receptor plytkopochodnego
czynnika wzrostu (platelet-derived growth factor recep-
tor — PDGFR), transformujacy czynnik wzrostu o
(transforming growth factor a — TGF-a), epiregulina,
amfiregulina. Deregulacja elementéw sktadowych tej
$ciezki powyzej lub ponizej RAS moze spowodowaé
jej aktywacje nawet bez mutacji w RAS, poniewaz
mutacja jest tylko jednym z wielu sposobéw akty-
wacji $ciezki RAS. Mozliwos¢ aktywacji RAS przez
wiele mechanizméw utrudnia w znacznym stopniu
precyzyjne okreslenie nowotwordw z rzeczywiscie
aktywowanym RAS. Dlatego istotnym zagadnie-
niem jest wyselekcjonowanie tych nowotworéw, kté-
re maja aktywng $ciezke sygnatowa RAS niezaleznie
od mechanizmu tej aktywacji (tzn. nie tylko przez
mutacje w KRAS lub NRAS). W przeciwiefistwie do
oceny pojedynczych mutacji w RAS, zastosowanie
sygnatury genowej ekspresji RAS pozwala mierzy¢
aktywacje (lub jej brak) sieci Sciezek sygnatowych
RAS. W badaniach na komoérkach raka drobnoko-
moérkowego ptuc wykazano ostatnio, ze zastosowanie
kombinacji erlotinibu (inhibitor EGFR) i trametinibu
(inhibitor MEK) blokuje dwa ramiona $ciezek sygna-
fowych aktywnego RAS, tzn. EGFR-RAS-RAF-ERK
i EGFR-PI3K-AKT-RPSO, co prowadzi do apoptozy
komoérek nowotworowych. Z badan tych wynika, ze
pacjenci z wysoka aktywno$cia $ciezki sygnalowej
RAS moga by¢ kandydatami do leczenia wspélnie in-
hibitorami EGFR i MEK {56}.

Podsumowujac, badanie mutacji pozwala okresli¢
tylko jeden z wielu mozliwych sposobéw (mechaniz-
moéw) aktywacji RAS, a genomowy marker (sygna-
tura genowa) okresla aktywno$¢ calej $ciezki sygna-
fowej.

4. Niestabilno§¢ mikrosatelitarna jako
marker predykcyjny

W patogenezie raka jelita grubego odgrywaja
wazna role zaburzenia réznych $ciezek molekularnych.
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Wiekszos¢ rakéw jelita grubego powstaje na drodze
niestabilnosci chromosomowej, ale w mniej wig-
cej 15% sporadycznych rakéw jelita grubego oraz
w zespole Lyncha stwierdza si¢ inaktywacje genéw
mutatorowych (MLHI, MSH2, PMS2 i MSHO0), co
prowadzi do MSI [57}. Ocena MSI na podstawie wy-
izolowanego DNA jest procedura do$¢ skompliko-
wang i kosztowna. Nowotwor wykazuje MSI, jezeli
okreslona w rekomendacjach Bethesda {58} liczba
sekwencji mikrosatelitarnych uleglta mutacji. Gdy
nie ma mutacji w panelu mikrosatelitarnym, to guz
uwaza si¢ za mikrosatelitarnie stabilny (MSS) [571].
Wsréd sporadycznych rakéw jelita grubego z feno-
typem mutatorowym wigkszo$¢ (ok. 95%) wykazuje
inaktywacje MLHI1 (spowodowang hipermetylacja
promotora). Inaktywacja MSH2 i MSHG wystepuje
znacznie rzadziej (odpowiednio 5% i 1%) {59].

Niestabilno§¢ mikrosatelitarna jest markerem
dobrego rokowania (czynnik prognostyczny), szcze-
gblnie w stadium II i III raka jelica grubego {60}.
Przyczyny tego zwiazku z dobrym rokowaniem nie
zostaly dokladnie poznane. Jedng z nich moze by¢
rzadkie wystepowanie mutacji APC, TP53 i KRAS
w rakach jelita grubego z MSI. Alternatywna hipote-
zg wyjasniajaca dobre rokowanie raka jelita grubego
z MSI jest obecno$¢ masywnego nacieku guza przez
limfocyty {61}. Wydatna aktywacje przeciwnowo-
tworowej odpowiedzi immunologicznej ttumaczy si¢
produkowaniem duzej liczby swoistych dla nowotwo-
ru antygenéw typu frameshift powstalych w wyniku
niesprawnoéci ukladu naprawy niesparowanych za-
sad DNA (miss match repair — MMR). Komoérki no-
wotworowe oplaszczone takimi antygenami moga
silnie aktywowa¢ uktad odpornosciowy chorego {62}.
Raki jelita grubego powstate na drodze inaktywacji
genéw mutatorowych majg charakterystyczny ob-
raz kliniczno-patologiczny: zwykle umiejscowione sa
proksymalnie, sg rakami §luzotwérczymi z naciekiem
limfocytarnym i odczynem zapalnym.

Status MSI jest uwazany za marker predykcyjny
dla terapii opartej na 5-fluorouracylu. Na etapie
badaf jest status MSI jako markera predykcyjnego
terapii z wykorzystaniem inhibitoréw topoizomera-
zy, inhibitoréw PARP1 i inhibitoréw Sciezki PI3K-
AKT-mTOR. Wysoki stopiefi MSI znamionuje brak
wrazliwosci na terapie adiuwantowag z zastosowaniem
5-fluorouracylu, a korzysci z takiego leczenia odnosza
chorzy na raka jelita grubego MSS {63, 64}. Brak ko-
rzysci z tego typu leczenia sugeruje, ze pacjenci ci nie
powinni otrzymywa¢ leczenia adiuwantowego opar-
tego na S-fluorouracylu. Trzeba jednak wspomnie(,
ze wyniki niektérych badaf sugeruja, ze podzial ra-
kéw jelita grubego na MSI i MSS jest wprowadzajaca
w blad nadmierng symplifikacjg {651].

Z badad przedklinicznych wynika, ze linie ko-
moérkowe raka jelita grubego z MSI moga by¢
bardziej wrazliwe na irinotekan {66}. Jednak wy-
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Tabela I. Ocena niestabilno$ci mikrosatelitarnej. Kolorem czerwonym oznaczono brak ekspresji, a kolorem zielonym

obecnos¢ ekspresji biatka (wg Pino i wsp. {[57D.

STATUS MIKROSATELITARNY INAKTYWACJA GENU

Biarko

MSH2 MSHG6

MLH1

PMS2

MSS -
MSI MLHI
MSI MSH2
MSI lub MSS MSHO6
MSI PMS2

niki badad zwiazku MSI z odpowiedziag na chemio-
terapi¢ oparta na irinotekanie w raku jelita gru-
bego sa niejednoznaczne. Ostatnio podjeto proby
wykorzystania mechanizmu synthetic lethality {67,
681}, testujac inhibitory PARP1 na liniach komérko-
wych raka jelita grubego z MSI. Wykazano tez, ze ta-
kie komorki sg wrazliwe na inhibitory Sciezki PI3K-
-AKT-mTOR {69}.

Ekwiwalentem testu na obecno$¢ MSI jest ocena
immunohistochemiczna IHC) ekspresji bialek kodo-
wanych przez geny MLHI, MSH2, MSHG i PMS2
z wykorzystaniem odpowiednich przeciwcial {57, 701.
Test IHC jest stosunkowo prosty, wyniki powtarzalne
w zautomatyzowanej procedurze i tatwo mozna go
wlaczy¢ do rutynowej oceny patomorfologicznej raka
jelita grubego. Sposéb interpretacji wynikéw zilustro-
wano w tabeli I. Ponadto brak ekspresji jednego lub
kilku biatek wskazuje, ktéry z genéw mutatorowych
najprawdopodobniej ulegt inaktywacji (mutagji).
Biatka kodowane przez geny mutatorowe tworzg he-
terodimery. Znajomo$¢ ekspres;ji biatek tworzacych te
heterodimery umozliwia analize inaktywacji poszcze-
gblnych genéw (tab. I). Potencjalnym ograniczeniem
testu ITHC jest zalezno$¢ uzyskiwanych wynikéw od
jako$ci utrwalenia tkanki, barwienia i subiektywnej
oceny reakcji IHC.

5. Nowe molekularno-predykcyjne
klasyfikacje raka jelita grubego laczace
fenotyp komoérki z odpowiedzia na leczenie

Najprostsza molekularna klasyfikacja rakéw jelita
grubego jest podzial ze wzgledu na niestabilnos¢ mikro-
satelitarna i niestabilno$¢ chromosomowa. Raki wy-
kazujace cechy MSI (ok. 15%) dzieli si¢ z kolei na
raki jelita grubego na podlozu konstytucyjnych mu-
tacji przynajmniej w jednym z genéw mutatorowych
(zesp6t Lyncha, ok. 3—5% rakéw jelita grubego) oraz
raki jelita grubego sporadyczne (na podiozu inakty-
wacji MLHI, stanowiace ok. 10—15%). Raki jelita
grubego z cechami niestabilno$ci chromosomowej
(ok. 85%) dzieli si¢ réwniez na raki o podlozu mutacji
konstytucyjnych (zespoly FAP lub MAP, ok. 0,5-1%)

oraz raki jelita grubego sporadyczne (ok. 85%). Kla-
syfikacja ta ma duze znaczenie patogenetyczne, ale
niewielkie znaczenie predykcyjne, poniewaz nie do-
starcza informacji predykcyjnej w 85% rakéw jelita
grubego (tylko MSI jest markerem braku skuteczno-
$ci leczenia adiuwantowego opartego na S-fluoroura-
cylu).

Na podstawie analizy profilu ekspresji genéw opu-
blikowano w ostatnich latach wiele propozycji klasy-
fikacji molekularnych raka jelita grubego o znacze-
niu prognostycznym i/lub predykcyjoym {[71-73}
w nadziei, ze poprawia one stratyfikacje chorych do
leczenia, szczegdlnie do leczenia celowanego. Ponizej
oméwiono pokrétce dwie z nich. Nie wiadomo jesz-
cze, ktore z tych klasyfikacji ostang si¢ w przysztosci
w praktyce klinicznej i w jakim stopniu oraz pod ja-
kim wzgledem uzupelniajg si¢ nawzajem.

Sadanandam i wsp. {74, 75} przedstawili moleku-
larno-predykcyjng klasyfikacje rakéw jelita grubego,
ktora taczy molekularny fenotyp komoérek z odpo-
wiedzig na leczenie, czyli jest to klasyfikacja o zna-
czeniu predykcyjnym. Wyrdzniono 3, a nastepnie
6 podtypéw raka jelita grubego w zaleznosci od ge-
néw, ktorych ekspresja wystepuje preferencyjnie:

1) goblet-like (GL) — rak typu komérek kubkowych,

o fenotypie podobnym do komoérek kubkowych),
2) enterocyte (E) — rak typu enterocytéw, enterocytarny,
3) stem-like (SL) — rak typu komoérek macierzystych,

o fenotypie podobnym do komérek macierzystych,
4) inflammatory (1) — rak zapalny,

5) transit-amplifying (TA), w ktérym wystepuja dwa
podtypy:

5a) oporny na cetuksimab (CR TA),

5b) wrazliwy na cetuksimab (CS TA).

Podtyp GL charakteryzuje wysoka ekspresja ty-
powych dla komoérek kubkowych genéw MUC2
i TFF3. Podtyp enterocytarny cechuje si¢ wysoka
ekspresja genéw typowych dla enterocytu. Podtyp
SL wyrdzniony zostal na podstawie wysokiej ekspresji
markeréw docelowych $ciezki sygnatowej WNT, ge-
néw komérek macierzystych, mioepitelialnych i ge-
néw mezenchymalnych oraz niskiej ekspresji marke-
réw réznicowania. Podtyp zapalny charakteryzuje sie
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wysoka ekspresja gendéw kodujacych chemokiny i in-
terferon. Podtyp TA cechuje rézna ekspresja genéw
typowych dla komérek macierzystych oraz markeréw
Sciezki sygnalowej WNT.

Kazdy z tych molekularnych podtypéw raka jelita
grubego wykazuje podobienistwo do odpowiadajacej
mu pod wzgledem profilu ekspresji genéw komor-
ki prawidlowej krypty jelita grubego, a jednoczes-
nie rézny stopien stemness (podobienistwa do profilu
ekspresji genéw komoérek macierzystych) i ekspresji
Sciezki sygnalowej WNT. Na przyklad sygnatura
genowa podtypu SL jest prawie identyczna z sygna-
tura genowg komoérek macierzystych, ktére znajduja
sie¢ w poblizu dna krypt. Podtyp SL jest najbardziej
niezréznicowanym rakiem i ma najwyzsza ekspresje
Sciezki sygnalowej WNT oraz markeréw komorek
macierzystych. Z drugiej strony, podtyp o fenotypie
podobnym do komoérek kubkowych (GL) charakte-
ryzuje sie niska ekspresja markeréw komoérek macie-
rzystych i $ciezki WNT (profil ekspresji dobrze zrdz-
nicowanych rakéw).

Wyzej wymienione podtypy raka jelita grubego
mozna rozpoznaé, stosujac markery wykrywane za
pomoca qRT-PCR albo za pomoca immunohisto-
chemii. W metodzie IHC wykorzystywane sg naste-
pujace markery: ZEB1, RARRES3, CFTR, FLNA,
MUC2, TFF3. Charakterystyke poszczegdlnych pod-
typow przedstawiono w tabeli II.

Chociaz cetuksimab stosowany jest w lecze-
niu raka jelita grubego z przerzutami bez mutacji
w KRAS i NRAS, to jednak wyniki leczenia adiu-
wantowego sg niezadowalajgce, niezaleznie od ge-
notypu RAS {76}. W zwiazku z tym podejmowane
sa proby poszukiwania precyzyjniejszego okreslenia
grupy pacjentéw z rakiem jelita grubego, ktorzy od-
niosa korzys$¢ z leczenia cetuksimabem. Omawiana
w niniejszej pracy nowa molekularna klasyfikacja
raka jelita grubego zdaje sie spelnia¢ to zadanie.
Wykazano zwiazek tej klasyfikacji z odpowiedzia na
cetuksimab u chorych na raka jelita grubego z prze-

rzutami do watroby. Ocena ekspresji CFTR, a na-
stepnie FLNA pozwala wyrézni¢ wsréd rakéw TA
takie, ktore sg wrazliwe na cetuksimab (niska eks-
presja FLNA) — ok. 50%, i takie, ktére sa niewraz-
liwe na cetuksimab, a reaguja na inhibitory c-MET
(wysoka ekspresja FLNA). Z kolei tylko ok. 22%
rakéw typu GL i SL wykazato odpowiedz na leczenie
cetuksimabem.

Molekularne podtypy raka jelita grubego r6znia
sie nie tylko pod wzgledem odpowiedzi na cetuk-
simab, ale réwniez na standardowa (FOLFIRI)
chemioterapie. Wyniki leczenia za pomocg FOLFIRI
w leczeniu adiuwantowym lub w leczeniu raka jelita
grubego z przerzutami moga zaleze¢ od podtypu mo-
lekularnego (w leczeniu nieselekcjonowanych rakéw
jelita grubego FOLFIRI nie poprawia przezycia).
Najlepsze wyniki leczenia w schemacie FOLFIRI
uzyskuje si¢ w leczeniu pacjentéw z podtypem SL
(w leczeniu adiuwantowym i u chorych z przerzuta-
mi) oraz w leczeniu podtypu zapalnego (w leczeniu
adiuwantowym). Podtypy TA i GL prawdopodobnie
nie beda wrazliwe na FOLFIRI w adiuwancie. Pa-
cjentom tym mozna oszczedzi¢ toksyczno$ci tego
leczenia. Omawiana klasyfikacja ma tez znaczenie
prognostyczne (tab. II).

Roepman i wsp. [71}] opublikowali trzystopniowa
molekularng klasyfikacje rakéw jelita grubego. Raki
typu A charakteryzowaly sie¢ wysokim odsetkiem
aktywujacych mutacji w KRAS i BRAF (ok. 60%),
niskim indeksem proliferacyjnym, cechami MSI, bra-
kiem wyraznego zwigzku z odpowiedzig na leczenie
adiuwantowe oparte na 5-fluorouracylu i dobrym
rokowaniem. Raki typu B cechowaly: niski odsetek
ww. mutacji, wysoki indeks proliferacyjny, brak nie-
stabilno$ci mikrosatelitarnej (MSS), dobra odpowiedz
na chemioterapie adiuwantowg z 5-fluorouracylem,
ale zle rokowanie. Raki typu C (o fenotypie mezen-
chymalnym) charakteryzowaly sie: niskim indeksem
proliferacji, opornoscia na terapie oparta na 5-fluoro-
uracylu i ztym rokowaniem.

Tabela II. Zwigzek molekularnej klasyfikacji raka jelita grubego z rokowaniem i leczeniem (wg Sadanandam i wsp. {741)

GOBLET-LIKE ENTEROCYTE INFLAMMATORY STEM-LIKE TRANSIT- TRANSIT-AM-
AMPLIFYING  PLIFYING CS
CR
rokowanie Ddobe ] posrednic  posrednic | NCIGHNNNRIOHN  dobre
leczenie adiuwan- nie FOLFIRI FOLFIRI FOLFIRI nie nie
towe
leczenie raka jelita FOLFIRI ? ? FOLFIRI inhibitory cetuksimab
grubego z przerzu- c-MET
tami
mRNA MUC2+ MUC2+ RARRES3 + SFRP2+ CFTR+, CFTR+,
TFF3+ TFF3- FLNA+ FLNA—
IHC MUC2+ MUC2+ RARRES3?3? ZEB1+ CFTR+, CFTR+,
TFF3+ TFF3— FLNA? FLNA?
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6. Krazace komorki nowotworowe
1 pozakomoérkowe DNA (cfNA) jako
zr6dlo materiatlu diagnostycznego
w przyszlo$ci, tzw. biopsja plynéw

Wsréd chorych onkologicznych za 90% zgondéw
odpowiada uogélniona choroba nowotworowa {77].
Nierzadko w przypadku zaawansowania choroby no-
wotworowej (rak pluca, jelita czy piersi) sa trudnosci
w pozyskaniu materialu diagnostycznego. Sytuacja
ta wprowadza dodatkowy czynnik obcigzajacy i stre-
sujacy, obok choroby nowotworowej dla pacjenta.
Potrzeba wiec poszukiwania innych zrodel materia-
tu, ktéry bytby tatwo pobierany, dostarczal danych
diagnostycznych do regularnego monitorowania
skutecznosci leczenia. Materialem o takich cechach
jest krew obwodowa, ktéra dociera do wszystkich
komorek organizmu {78}. Od XIX w. wiadomo, ze
we krwi pacjentéw z nowotworami niehematologicz-
nymi kraza komoérki nowotworowe (czrculating tumo-
ur cells — CTC) {79}. Krazace komérki nowotworowe
biora udzial w powstawaniu przerzutéw odleglych.
Sa to komérki, ktére pochodzg z guza pierwotnego
i za poSrednictwem krwiobiegu docieraja w miejsca
utworzenia przerzutu odleglego {801. Pierwszy opis
CTC pochodzi z 1869 r. {791. Dotyczy obserwacji wy-
stepowania we krwi komoérek podobnych do tworza-
cych guzy poczynionej przez australijskiego lekarza
Thomasa Ashwortha [79}. Jednakze dopiero ponad
130 lat p6zniej dzieki postepowi technologicznemu
udalto si¢ zaczal systematycznie bada¢ CTC {81}
Opublikowane dane wskazuja na znaczenie progno-
styczne monitorowania ilosci CTC w leczeniu raka
jelita grubego. Pomiar ilo$ci CTC jest niezaleznym
czynnikiem rokowniczym w raku jelita grubego {82,
831. Obecnie dzicki selektywnemu wzbogacaniu tych
komoérek mozliwe stalo sie¢ wykrywanie w nich muta-
¢ji predykcyjnych {24}. Obecnie trwaja intensywne
badania kliniczne oceniajace znaczenie CTC w dia-
gnostyce i monitorowaniu skutecznosci leczenia no-
wotwor6w litych {84, 85].

W XX w. dowiedziono réwniez, ze w osoczu
pobranym od pacjentéw onkologicznych mozna
wykry¢ pozakomoérkowe kwasy nukleinowe (circulating
tumor DNA — ctDNA) [{86]. Wolno krazace kwasy
nukleinowe (circulating free nucleic acids — cfNA) moga
by¢ uwalniane przez normalne komoérki, komorki
podscieliska nowotworu oraz same komoérki nowo-
tworowe. Uwalnianie ¢fNA moze by¢ spowodowa-
ne nekroza i apoptoza. Zrédlem ctDNA sa komorki
nowotworowe, ktére ulegaja apoptozie {86, 871,
ctDNA stanowi 1,4-47,9% fNA w krwiobiegu pa-
cjentow onkologicznych {881. ¢tDNA jest obecne
u 50-75% pacjentéw z zaawansowanym, jak row-
niez zlokalizowanym nowotworem (np. rak trzustki,
piersi, jelita, nerki, mézgu). W przypadku raka je-
lita grubego ctDNA mozna wykry¢ u 70% pacjen-

téw z chorobg zlokalizowana oraz do 100% z cho-
robg uogdlniona {89, 901. Pochodzace z komoérek
nowotworowych ctDNA jest zwykle pofragmento-
wane i malej dtugosci ok. 100 bp {91}. Inni autorzy
wskazujg, ze wielko§¢ ctDNA uwolniona z komérek
w wyniku apoptozy wynosi 200 bp. Z kolei (f[DNA
uwolnione w wyniku nekrozy moze by¢ dluzsze niz
200 bp (wielkos¢ nukleosomalnego DNA) {92, 931.
W przypadku raka jelita grubego proporcja zmuto-
wanego allelu KRAS moze siega¢ 0,13—69% (me-
diana 10,5%) w poréwnaniu z allelem bez mutacji
[90, 91}. Wykazano, ze czulo$¢ i specyficzno$é oce-
ny mutacji BRAF V600E w ctDNA w poréwnaniu
z tkankg guza wyniosty 100%. W przypadku mu-
tacji w KRAS specyficzno$¢ i czuto$¢ wyniosly odpo-
wiednio 98% i 92% [90}. Udowodniono, ze analiza
ctDNA (obecnos¢ mutacji KRAS) moze mieé znacze-
nie diagnostyczne, prognostyczne i predykcyjne (dla
terapii celowanych) w raku jelita grubego {92}. Duza
zaleta analizy ctDNA jest mozliwo$¢ wczesniejszego
— nawet do 10 miesiecy — wykrycia progresji choroby
w poréwnaniu z metodami radiologicznymi 28, 941.
W przypadku raka jelita grubego za pomoca analizy
ctDNA zrekonstruowano mutacje w calym genomie
na poziomie chromosoméw (translokacje, delecje,
amplifikacje) [88]. Prébuje si¢ réwniez wykorzystaé
ctDNA jako narze¢dzie skriningowe [95]. Jednak po-
trzeba jeszcze czulszych metod do detekeji ctDNA,
opartych np. na masowym réwnoleglym sekwencjo-
nowaniu, zdolnych wykry¢ w prébcee allel z mutacja

stanowiaca ok. 0,2% cfNA [96].

7. Wybor przypadku

7.1. Wskazania do wykonania testu — zalecenia
kliniczne

Zgodnie z zaleceniami NCCN (National Com-
prebensive Cancer Network) {971 wszyscy pacjenci
z przerzutowym rakiem jelita grubego (stadium
IV) powinni mie¢ oznaczony status genéw KRAS
i NRAS zwalidowang metoda. Badanie mutacji
w BRAF i PIK3CA nie jest zalecane jako rutynowy
test predykeyjny. Na razie NCCN rekomenduje ba-
danie mutacji w BRAF jako markera prognostyczne-

go u chorych na raka jelita grubego z przerzutami.

7.2. Kiedy powinny zosta¢ wykonane testy
KRAS i NRAS?

Obecnie rekomenduje sie oznaczenie mutacji
w KRAS i NRAS u pacjentéw z rakiem jelita gru-
bego w momencie zdiagnozowania przerzutow.
Nie jest to réwnoznaczne z rekomendacjg stosowania
leczenia anty-EGFR w pierwszej linii chemioterapii
u pacjentéw z rakiem jelita grubego z przerzutami,
ale ma na celu lepsze zaplanowanie leczenia. Ten
sposéb wymaga sprawnego dostarczenia bloczkéw
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do pracowni, w ktorej takie badania si¢ wykonuje.
Najszybciej mozna to zrobi¢, gdy genotypowanie od-
bywa si¢ w zakladzie patomorfologii, ktéry wykonal
badanie histopatologiczne, poniewaz bloczki i prepa-
raty histologiczne (potrzebne do wyboru odpowied-
niego bloczka) juz si¢ tam znajduja lub gdy pracownie
histopatologii i biologii molekularnej sa w strukturach
jednej jednostki w bliskim kontakcie. Alternatyw-
na propozycja, aby genotypowanie RAS wykonywac
w kazdym przypadku po ustaleniu rozpoznania raka
jelita grubego, ma pewne zalety, ale réwniez powazne
ograniczenia. Gtéwnag zaletg jest to, ze od razu wiado-
mo, czy celowana terapia anty-EGFR w ogéle bedzie
mozliwa u danego chorego. Istnieja dwa wazne argu-
menty przeciwko takiemu postgpowaniu:

* wykonywanie pewnej liczby kosztownych, a jedno-
cze$nie niepotrzebnych badan (chorzy, ktérzy nie
beda mieli przerzutéw); problem ten mozna cze-
$ciowo rozwigzal, ograniczajac si¢ do wykonywania
genotypowania w momencie ustalenia rozpoznania
tylko w $cisle okreslonej podgrupie chorych na raka
jelita grubego z cechami ztego rokowania (duzego
prawdopodobiefistwa wystapienia przerzutow);

* w miare jak ro$nie liczba genéw, w ktérych powin-
no sie ocenia¢ mutacje, aby podja¢ decyzje co do le-
czenia anty-EGFR, nalezatoby powtérnie testowaé
raki jelita grubego, ktére juz uprzednio genotypo-
wano tylko w ograniczonym zakresie.

7.3. Czy ekspresja biatlka EGFR ma znaczenie
w kwalifikacji pacjentéw do badania
mutacji w RAS i w kwalifikacji do leczenia
anty-EGFR?

Nadekspresja biatka EGFR wystepuje w réznych
rakach, w tym w 72-97% rakéw jelita grubego {98,
991. Immunohistochemiczna ocena ekspresji EGFR
jako czynnika predykcyjnego dla terapii za pomo-
ca mAD anty-EGFR nie spelnita poktadanych w niej
nadziei, chociaz poczatkowo (2004 r.) FDA zaapro-
bowata diagnostyczny test (EGFR PharmDx™ Kit)
i leczenie cetuksimabem lub panitumumabem w raku
jelita grubego z ekspresja bialka EGFR {100]. W wie-
lu pracach wykazano jednak, ze ocena ekspresji biatka
EGFR w raku jelita grubego za pomoca IHC nie po-
zwala na przewidywanie odpowiedzi na leczenie, ktére
moze by¢ skuteczne réwniez w rakach jelita grubego
niewykazujacych ekspresji EGFR {101-104}.

Oprécz mozliwych przyczyn zwigzanych z me-
todyka IHC i ocena reakcji IHC mozliwe sg takze
inne istotne powody, dla ktérych ocena IHC eks-
presji EGFR nie zyskala rangi czynnika predykcyj-
nego w raku jelita grubego. Jako$¢ reakcji IHC na
obecnos¢ ekspresji EGFR zalezy w duzym stopniu
od sposobu utrwalenia tkanki oraz czasu przecho-
wywania materialu (nawet w tak krotkim okre-
sie jak 3-24 miesiecy) {105}. Ze wzgledu na po-
wyzsze mozna stwierdzié, ze publikowane wyniki
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korelacji immunohistochemicznej ekspresji EGFR
z rokowaniem lub terapia sag malo wiarygodne, ponie-
waz zwykle wykorzystuja bloczki z réznych instytucji
przechowywane przez rozny czas (od miesigcy do lat),
w réznych warunkach archiwizacji oraz réznie utrwa-
lone {106}. Ponadto EGFR na powierzchni komérki
znajduje sie w dwéch postaciach: bigh-affinity i low-
-affinity (stanowi wiekszo$¢ receptordw, ale w nie-
wielkim stopniu aktywuje kinaz¢ tyrozynowa, co jest
niezbedne do aktywacji $ciezki sygnalowej ponizej
EGFR). Niestety, stosowane przeciwciala nie ,,widzg”
réznicy miedzy tymi dwoma rodzajami receptoréw
{107, 108}.

Z podanych wyzej powodéw rutynowe bada-
nie bialka EGFR obecnie nie jest rekomendo-
wane. Zgodnie ze wspélczesnym stanem wie-
dzy i jednoznacznymi rekomendacjami, Zaden
pacjent nie powinien zostaé wykluczony z le-
czenia cetuksimabem lub panitumumabem na
podstawie braku ekspresji biatka EGFR w guzie!
{106} Niestety obecnie w Polsce zgodnie z Obwiesz-
czeniem Ministra Zdrowia z dnia 1 stycznia 2015 r.
[109} ocena ekspresji bialka EGFR jest wymagana
przy kwalifikacji do leczenia cetuksimabem i panitu-
mumabem. Za dodatni jest uznawany odczyn ,,w co
najmniej 1% komoérek nowotworowych” {1091,
niezaleznie od tego, czy jest to odczyn blonowy czy
cytoplazmatyczny, gdyz obwieszczenie tego nie pre-
cyzuje. Szczegblnie odczyn cytoplazmatyczny daje
duza dowolno$¢ interpretacji, co mozna w obecnym
stanie prawnym wykorzysta¢ na korzy$¢ pacjenta.
Wiele wysilku w ostatnich latach wlozono, aby ba-
danie mutacji RAS wykonywaé zwalidowanymi me-
todami w os$rodkach, ktére poddaja sie zewnetrznej
kontroli jakosci. Niestety, wysitek ten jest marnowa-
ny poprzez badanie ekspresji biatka EGFR w rakach
jelita grubego z przerzutami niezwalidowanymi me-
todami, a jako$¢ tych badan nie jest w zaden sposb
kontrolowana.

7.4. Znaczenie heterogennosci nowotworu pod
wzgledem wystepowania mutacji w KRAS

Wyniki ostatnich badan dostarczyly dowodéw na
niezwykla heterogenno$¢ raka jelita grubego pod
wzgledem wystepowania mutacji w KRAS (a roéw-
niez w BRAF i PIK3CA) [3}. W raku jelita grubego,
w ktérym stwierdza si¢ tzw. klonalna heterogennosé¢
pod wzgledem obecnosci mutacji KRAS, wystepuja
dwie subpopulacje komérek nowotworowych: jedna
z mutacjg w KRAS i druga bez mutacji, albo dwie
subpopulacje, z ktérych kazda charakteryzuje si¢ in-
nymi mutacjami. Istnienie niewielkiego klonu komé-
rek nowotworowych z mutacjag w KRAS w raku jelita
grubego ,,bez mutacji”, moze nie tylko mie¢ znacze-
nie dla kwalifikacji chorych do leczenia anty-EGFR,
ale rowniez zwiastowa¢ mozliwo$¢ powstania oporno-
$ci w trakcie takiej terapii, poniewaz w czasie lecze-
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nia komorki rakowe z mutacja maja szanse uzyskac
liczebna przewage {28, 94}. Niestwierdzenie takiej
subpopulacji powaznie utrudnia przewidywanie re-
akgji na leczenie anty-EGFR {110-112}. Poczatkowo
tylko w pojedynczych pracach w piémiennictwie opi-
sano przypadki heterogennosci pod wzgledem muta-
¢ji w KRAS w raku jelita grubego (w obrebie guza
pierwotnego) {[113—117}. Z badan tych wynikalo, ze
mniejszo$¢ rakow jelita grubego wykazuje mieszaning
subpopulacji komérek rakowych z mutacja w ekso-
nach 2 i 3 KRAS i subpopulacji bez mutacji. Ponadto,
nawet gdy taka sytuacja miata miejsce, komorki no-
wotworowe z mutacja KRAS zajmowaly ponad 80%
powierzchni badanego skrawka w ponad 75% przy-
padkéw raka jelita grubego [116}. Z kolei w 30 przy-
padkach wykazano catkowita zgodno$¢ genotypu
KRAS w biopsji z rakiem jelita grubego i w calym
usuni¢tym guzie {118}. Poréwnujac wystepowanie
mutacji w centrum guza i na jego inwazyjnym obwo-
dzie, stwierdzono heterogenno$é¢ obecnosci mutacji
w KRAS, BRAF i PIK3CA odpowiednio w 8%, 1%
i 5% pierwotnych rakéw jelita grubego {115}. Piro-
sekwencjonowanie dostarczyto dowodéw na duzego
stopnia klonalna heterogenno$¢ pomiedzy centrum
i obwodem raka jelita grubego (réznice wystepowaly
w blisko 44% przypadkéw). Stwierdzono wspotwy-
stepowanie mutacji w PIK3CA i BRAF lub KRAS
w znacznym odsetku przypadkéw raka jelita gru-
bego. Wystepowanie dwoch réznych mutacji KRAS
w réznych czg$ciach tego samego raka jelita grubego,
jak réwniez heterogenno$¢ mutacji wewnatrz guza
(np. obecno$¢ mutacji w centrum a nieobecno$¢ na
obwodzie lub odwrotnie) §wiadczy o bardzo duzej
molekularnej heterogennosci raka jelita grubego,
ktéra moze znajdowaé odzwierciedlenie w przebiegu
choroby i reakcji na leczenie. Z tego punktu widzenia
szczegOlnie interesujace jest wspélwystepowanie mu-
tacji w KRAS/PIK3CA, gdyz powoduje ono jedno-
czesng aktywacje Sciezek sygnatowych PI3K/AKT/
mTOR i RAS/RAF/MEK, co moze mie¢ zwigzek
z opornoscia na leczenie inhibitorami PI3K/AKT/
mTOR {3}.

W $wietle wynikéw omdwionych powyzej badan
trzeba podkresli¢ niezwykle istotne kliniczne znacze-
nie metod wykrywania mutacji RAS, ktére charakte-
ryzujg sie wysoka czuloscia oraz powtarzalno$cia wy-
nikéw i sa certyfikowane do badan 7z vitro (CE-IVD),
a jednoczesnie sa to procedury laboratoryjne stosun-
kowo proste i szybkie. Warto wspomnie(, ze terapia
anty-EGFR zostala zaaprobowana na podstawie wy-
nikéw uzyskanych wlasnie z wykorzystaniem metod
o wysokiej czuto$ci. Takie testy o wysokiej czuto$ci
pozwalaja wykry¢ niewielkie liczbowo klony komérek
z mutacjami w KRAS w guzach, ktére bytyby okre-
§lone jako niewykazujace mutacji przy zastosowaniu
metod detekcji mutacji o mniejszej czulosci (jak np.
sekwencjonowanie metoda Sangera), a tym samym

pozwalaja zidentyfikowaé pacjentéw opornych na le-
czenie anty-EGFR. Malapelle i wsp. {26}, wykorzy-
stujac metody o wysokiej czuloéci, zidentyfikowali
0 8% wiecej mutacji KRAS u chorych opornych na
leczenie cetuksimabem, a Molinari i wsp. {24} wyka-
zali obecno$¢ dodatkowo wykrytych mutacji KRAS
w prawie 11% rakéw jelita grubego w poréwnaniu
z wynikami sekwencjonowania. Wykazano tez, ze
ocena mutacji w KRAS metodami o wysokiej czuto-
$ci lepiej koreluje z wynikami terapii anty-EGFR niz
ocena za pomoca sekwencjonowania {2427, 29-31}.
Opublikowana ostatnio (w 2014 r.) metaanaliza pro-
wadzi do takich samych wnioskéw {31]. W podsu-
mowaniu autorzy stwierdzajg, ze metody detekcji
o wysokiej czulosci i specyficznosci wykorzystujace
PCR, wykrywajac dodatkowych pacjentéw z muta-
¢gami w KRAS zwigkszaja $rednie przezycie chorych
i przezycie do wystapienia progresji choroby. Ponad-
to pozwalaja chorym z mutacjami w KRAS uniknad
niepotrzebnego leczenia anty-EGFR z jego skutkami
ubocznymi, a daja tym chorym szans¢ na wdroze-
nie odpowiedniego dla nich leczenia. Wykorzystanie
metod opartych na PCR do oceny raka jelita grube-
go, w ktérych uprzednio sekwencjonowaniem nie
stwierdzono mutacji miato zwigzek z wydluzeniem
czasu przezycia chorych. Natomiast w grupie cho-
rych z wykryta juz mutacja w KRAS efektu tego nie
stwierdzono. Zastosowanie metodologii o zwieckszo-
nej czulo$ci pozwala wykry¢ klonalng heterogennosé
KRAS nawet w ok. 50% przypadkéw rakéw jelita
grubego {3}.

Wykrycie klonalnej heterogennosci zalezy zatem
od czulo$ci metody stosowanej do oceny mutacji
KRAS. Nawet w materiale poddanym mikrodyssekcji
subpopulacje komérek nowotworowych z mutacjami
w KRAS moga by¢ liczbowo niewielkie, co wymaga
metod analitycznych o duzej czutosci. W idealnej sy-
tuacji, jezeli materiat uzyskany droga mikrodyssekcji
zawiera ok. 90% komorek rakowych, zastosowana
metoda detekcji mutacji KRAS powinna dawaé moz-
liwos¢ wykrycia subpopulacji ok. 1-2% komérek
nowotworowych z mutacjag. W odniesieniu do testu
o znaczeniu predykcyjnym nie jest to wymaganie spe-
¢jalnie wygérowane, biorac pod uwage, ze minimalny
wymagany odsetek komérek rakowych wykazujacych
ekspresje receptora estrogenéw w raku sutka wynosi
1% dla terapii antyestrogenowej [119]. Podsumo-
wujac, nalezy stwierdzi¢, ze tylko metody detekcji
mutacji cechujace si¢ wysoka czultoécig i specyficzno-
$cig pozwalaja na stratyfikacje chorych na raka jelita
grubego, ktéra umozliwia najlepsze wykorzystanie
istniejacych obecnie sposobéw celowanej terapii.

Z praktycznego punktu widzenia mozna ograni-
czy¢ si¢ do nastgpujacych rekomendacji. Do badania
mutacji RAS nalezy wykorzystywaé material z usu-
nigtego guza (caly przekréj guza), a nie z biopsji endo-
skopowej. Jezeli jedynie taka biopsja jest dostgpna
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i nie stwierdzono w niej mutacji RAS, nie ma uzasad-
nienia w piSmiennictwie dla ponawiania biopsji, aby
wykluczy¢ ewentualng heterogennosé.

7.5. Czy nalezy genotypowadé pierwotny rak
jelita grubego czy przerzuty?

Wyniki przeprowadzonej metaanalizy {120} wska-
zuja na bardzo wysoki stopieri korelacji wyste-
powania mutacji w KRAS w guzie pierwotnym
i w przerzutach (ok. 94% zgodno$ci). Zastosowa-
nie techniki sekwencjonowania nastgpnej generacji
(next generation sequencing — NGS) wykazalo nawet
100-procentowsg zgodno$¢ w przypadku KRAS,
NRAS i BRAF pod wzgledem wystgpowania muta-
¢ji w guzie pierwotnym i przerzucie (badano niemal
wylacznie przerzuty w watrobie) {121}, Jednak-
ze ta zgodno$¢ wynikéw w pewnym stopniu zalezy
od umiejscowienia przerzutéw {122} i jest mniejsza
w przypadku przerzutéw do pluc i weztéw chlon-
nych. W odniesieniu do wezléw chlonnych hetero-
genno$¢ wystepowala w 31% (KRAS), 4% (BRAF)
i 13% (PIK3CA) przypadkéw. Ze wzgledu na zbyt
duze rozbiezno$ci miedzy guzem pierwotnym i prze-
rzutowym Baldus i wsp. [115} nie rekomenduja po-
bierania materiatu do oceny mutacji w KRAS z prze-
rzutéw w wezlach chlonnych. Chociaz wydaje sie, ze
jezeli tkanka z przerzutu jest dostepna (z wyjatkiem
wezlow chlonnych), wskazane byloby wykonanie ge-
notypowania w tym materiale, to nie ma dostatecznie
udokumentowanych danych w piSmiennictwie, aby
rekomendowaé wykonywanie biopsji przerzutu spe-
cjalnie w celu genotypowania KRAS i NRAS.

8. Kwestie przedanalityczne badania
mutacji somatycznych

8.1. Typ materialu przydatnego do diagnostyki

Do oceny mutacji somatycznych mozna wykorzy-
sta¢ roznego typu material biologiczny: tkanke po-
operacyjng $wieza i utrwalong, material cytologiczny
$wiezy i utrwalony.

8.1.1. Tkanka pooperacyjna

Zdecydowanie najlepszym materialem do diagno-
styki jest material pooperacyjny. Zwykle wybiera si¢
do diagnostyki material dostepny w laboratorium,
poniewaz liczy si¢ czas wykonania badania. Zaleta
materiatlu pooperacyjnego jest mozliwo$¢ oceny jego
komérkowosci. Umozliwia to wykonanie makro- lub
mikrodyssekcji w celu wzbogacenia zawartosci ko-
moérek nowotworowych wybranych do izolacji DNA.
Utatwia to wybdr metody diagnostyczne;j.

Gtéwnie do diagnostyki jest wykorzystywany
material utrwalony w 10-procentowej zbuforowane;j
formalinie. Utrwalenie materiatu i wykonanie w po-
staci bloczkéw parafinowych powoduje, ze jakosé
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tego materiatu jest stabszej jakosci. Proces wykonania
bloczka prowadzi do fragmentacji DNA {123}. Moze
to powodowac trudno$ci w przeprowadzeniu badania
lub nawet calkowicie je uniemozliwi¢. Opisano, ze
proces utrwalania moze czasami wprowadza¢ modyfi-
kacje chemiczne nukleotydéw, ktérych rezultatem sa
artefaktowe mutacje {124}. W rezultacie moze spo-
wodowac to uzyskanie wyniku fatszywie dodatniego,
ktéry oznacza dla pacjenta wykluczenie z potencjal-
nie skutecznej terapii. Obecnie opracowano strategie
postepowania z materialem utrwalonym w formali-
nie, ktére minimalizuja ryzyko wykrycia artefaktowej
mutacji zarébwno w badaniu pojedynczych mutacji,
jak i w technice NGS {125-127}. Do izolacji DNA
potrzeba 3—5 niebarwionych skrawkéw w zalezno$ci
od masy guza oraz preparatu HE z zaznaczona masa
guza. Nalezy nadmienié, ze preparaty histopatolo-
giczne po skrojeniu nalezy wykorzysta¢ w ciagu kil-
ku dni, poniewaz DNA moze degradowa¢ w wyniku
oksydacji.

Diagnostyke raka jelita grubego mozna réwniez
przeprowadzi¢, wykorzystujac do tego celu $wie-
zy material pooperacyjny, wybrany przez patologa
i przekazany do diagnostyki lub materiat uprzednio
zamrozony i przechowywany w temperaturze —80°C.
Material ten jest bardzo dobrej jako$ci. Wadg jest na-
tomiast brak mikroskopowej oceny zawartosci komo-
rek nowotworowych. Rozwiazaniem tego problemu
mogloby by¢ wykonanie preparatu mrozonego i oce-
najego komoérkowosci. W obu przypadkach (material
$wiezy lub mrozony) mozliwe jest zabezpieczenie ma-
terialu metoda awers—rewers. W trakcie pobierania
przez patologa materialu do diagnostyki awers jest
przekazywany do wykonania preparatu mrozonego
lub histopatologicznego (klasycznego), natomiast re-
wers do mrozenia lub bezposredniego wykonania ba-
dania molekularnego. Dlatego po zakoficzonej ocenie
mikroskopowej mozliwe jest oszacowanie komérko-
wosci materialu §wiezego lub mrozonego, ktéry zo-
stanie przeznaczony do wykonywania diagnostyki
molekularnej.

Obecnie standardem jest prowadzenie diagnostyki
molekularnej na bazie blokéw parafinowych. Jest to
proces najmniej skomplikowany, a badania moleku-
larne sa naturalnym uzupelnieniem badania histo-
patologicznego. Z kolei w przypadku wykorzystania
materialu $wiezego powstaja trudnosci wynikajace
z reorganizacji pracy oraz dodatkowych nakladéw fi-
nansowych.

8.1.2. Materiat cyrologiczny

W przypadku braku materialu pooperacyjnego
do diagnostyki raka jelita grubego mozna wykorzy-
sta¢ material cytologiczny, ktéry réwniez umozliwia
oceng liczby komérek nowotworowych. Wykorzy-
stanie rozmazOw wiaze si¢ ze zniszczeniem preparatu
w sytuacji, gdy jest dostepne kilka szkietek. Z kolei
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w przypadku tylko jednego preparatu mozliwe jest
wybranie przez patologa cze$ci preparatu do zeskro-
bania w celu wykonania badania molekularnego,
a nastepnie powtérne zaklejenie preparatu. W ten
sposOb reszta preparatu pozostaje diagnostyczna
i jest ciagle elementem dokumentacji pacjenta. Bez-
posrednie i szybkie utrwalanie w alkoholu powodu-
je, ze DNA jest bardzo dobrej jakosci do wykonania
analiz molekularnych. Nie zaleca si¢ stosowania in-
nych utrwalaczy.

W celu przyspieszenia diagnostyki mozna rowniez
po zakoniczeniu biopsji i wykonaniu rozmazéw za-
bezpieczy¢ resztki materiatu, dodatkowo przeptuku-
jac igle zbuforowanym roztworem soli fizjologiczne;j.
Tak uzyskany material zamraza si¢ w temperaturze
—80°C. Decyzje¢ o wykonaniu badania z tego mate-
rialu podejmuje si¢ po uzyskaniu wynikéw z biopsji
oceniajacej obecno$¢ wystarczajacej liczby komérek
nowotworowych. Jest to bardzo dobrej jakosci mate-
rial do wykonania analiz molekularnych.

8.1.3. Cytoblok

Material zabezpieczony w postaci cytoblo-
ku réwniez moze zostaé¢ wykorzystany do analizy
molekularnej w przypadku, gdy nie ma materiatu po-
operacyjnego oraz nie mozna wykorzysta¢ rozmazéw.
Technika cytobloku umozIliwia procentowa ocene za-
warto$ci komérek nowotworowych. DNA jest dobrej
jakosci do wykonania badan molekularnych.

8.2. Zawarto$¢ komoérek nowotworowych
W preparacie

W zaleznos$ci od czulosci zastosowanej metody wy-
magana zawarto$¢ komérek nowotworowych w pre-
paracie moze wynosi¢ od 1-5% (techniki qPCR) do
50% (technika sekwencjonowania metoda Sangera;
tab. III).

8.3. Makro- i mikrodyssekcja

W celu zwigkszenia odsetka komoérek rakowych
w badanym preparacie, a co za tym idzie — zwigksze-
nia ilosci DNA pochodzacego z komoérek rakowych
w stosunku do DNA pochodzacego z komérek pod-
Scieliska, stosuje si¢ makro- lub mikrodyssekcje {128].
Mikrodyssekcje mozna podzieli¢ na manualna (pod
mikroskopem) i laserowa. Mikrodyssekcja laserowa
jest najdokladniejszg technika, zapewniajgcg niemal
100-procentows populacje komérek rakowych w ba-
danym materiale. Jednak az taki poziom dokladnosci
nie jest wymagany w badaniu mutacji somatycznych,
dlatego techniki tej nie wykorzystuje si¢ do rutyno-
wych badan. Poza tym mikrodyssekcja laserowa wy-
maga drogiego sprzetu i jest czasochlonna.

W makrodyssekcji preparat zabarwiony HE uzy-
wany jest jako wzorzec, na ktérym obrysowuje sie
utkanie raka. Nastepnie na niezabarwionym prepara-

cie przeznaczonym do izolacji DNA nalezy postara¢
sie zidentyfikowaé miejsce korespondujace z rakiem
na preparacie HE i zdrapa¢ do probéwki za pomo-
cg sterylnego skalpela lub igly bez otaczajacej tkanki
(na ile jest to mozliwe). Makrodyssekcja jest technika
najprostsza, najszybszg, ale najmniej doktadna.

Manualna mikrodyssekcja {129} wykonywana jest
pod standardowym mikroskopem $wietlnym lub mi-
kroskopem odwréconym na zabarwionych prepara-
tach, najczesciej fioletem krezylu lub hematoksyling.
Barwniki te nie wplywaja na ilos¢ i jakos$¢ izolowa-
nego DNA [130-132}. Uzycie barwnika umozliwia
tatwe zidentyfikowanie miejsca, gdzie jest rak, i jego
doktadniejsze wycigcie bez otaczajacych tkanek, bez
wigkszych p6l martwicy i ognisk wibknienia we-
wnatrz guza oraz bez niezmienionej blony $luzowej
jelita oraz cz¢$ci adenomatycznej. Nastepnie utkanie
raka jest zdrapywane ze szkietka podstawowego do
probowki za pomocy sterylnego skalpela lub igly.
Mozna réwniez zrobi¢ odwrotnie — najpierw usungé
za pomoca skalpela lub igly podscielisko i otaczajaca
tkanke, a p6zniej zdrapa¢ to, co zostalo, do probéw-
ki. Technika ta jest bardzo prosta, nieznacznie bar-
dziej czasochlonna niz makrodyssekcja, ale zapewnia
wiekszg dokladno$¢ i daje pewno$¢, ze miejsce, kté-
re zostalo wyciete, na pewno zawiera utkanie raka.
W polaczeniu z technikami diagnostycznymi o wyso-
kiej czulosci zapewnia jeszcze wyzsza jako$¢ badania
i daje mozliwo$¢ wykrycia klonéw komoérek z muta-
¢jami, co ma znaczenie kliniczne i zapewnia lepsza
odpowiedz na leczenie anty-EGFR {24-27, 29-31}.
Kombinacja najlepszych technik mozliwych do zasto-
sowania w badaniach rutynowych (manualna mikro-
dyssekcja plus technika diagnostyczna o wysokiej
czulosci) eliminuje konieczno$¢ oceny komérkowosci
w badanym preparacie, ktdra jest elementem bardzo
subiektywnym [128, 133, 134} i ocenianym w pre-
paracie HE, kt6ry nie zawsze odpowiada zawarto$ci
glebiej skrojonych preparatéw. Dlatego tez manualna
mikrodyssekcja jako technika najbardziej optymalna
powinna by¢ stosowana w kazdym przypadku bada-
nia mutacji somatycznych.

8.4. Izolacja DNA

Metoda izolacji DNA jest bardzo wazna, poniewaz
brak wydajnej izolacji, szczeg6lnie z materialu zde-
gradowanego lub skapokomoérkowego, moze skutko-
wal niemozno$cia wykonania badania. Waznym eta-
pem jest pomiar stezenia wyizolowanego DNA i jego
czystosci (mierzony spektrofotometrycznie stosunek
260/280 powinien zawieral sie¢ w przedziale pomie-
dzy 1,8 a 2,0). Ostatnie badania wskazuja jednak, ze
pomiar spektrofotometryczny pigciokrotnie zawyza
warto$¢ stezenia DNA w stosunku do pomiaru pro-
wadzonego za pomoca metod opartych na fluorescen-
cyjnych barwnikach interkalujacych DNA czy qPCR
[135}. Na rynku jest obecnych wiele zestawéw do
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Tabela III. Charakterystyka metod wykorzystywanych w diagnostyce molekularnej genéw RAS

METODA Czurosc ZALETY WADY CE-IVD
METODY
(LOD)*
sekwencjonowanie 10-20%  wykrywa wszystkie mutacje jest pracochlonna i malo brak, wymagana
metoda Sangera i je identyfikuje czula, wrazliwa na walidacja wewnetrzna
degradacje DNA
pirosekwencjonowanie 1-5% wykrywa wszystkie mutacje jest pracochlonna, sg obecne na rynku
i je identyfikuje, analizuje krétkie odcinki testy
jest metodg iloSciows
HRM 5% jest tania i szybka wykrywa wszystkie brak, wymagana
mutacje, ale ich nie walidacja wewnetrzna
identyfikuje, wrazliwa
na jako$¢ DNA
qPCR ok. 1% jest szybka, mniej wrazliwa  wykrywa ograniczona sg obecne na rynku
na degradacje DNA liczbe mutacji, testy sa testy
drogie
NGS 1-5%"™  wykrywa wszystkie mutacje jest pracochtonna brak, wymagana

i je identyfikuje

idroga walidacja wewnetrzna

*LOD — granica czutosti, oznacza minimalng zawartos¢ procentowg allelu z mutacjq w preparacie, ktdrq wykrywa dana metoda (limit of detection); CE-IVD — certy-
fikat do badar in vitro; HRM — metoda wysokorozdzielczej analizy krzywych ropnienia (high resolution melting); qPCR — reakcja tancuchowa polimerazy w czasie
rzeczywistym (quantitative polymersae chain reaction, veal time polymerase chain reaction); NGS — sekwencjonowanie nowej generacji, masowe rownolegte sekwencjo-

nowanie (next-generation sequencing, massively parallel sequencing)

“Zwigkszajqc liczbe czgsteczek DNA sekwencjonowanych (pokrycie — ang. coverage) pochodzqcych z jednej probki kosztem liczby pribek analizowanych w jednym

eksperymencie, moina zwigkszy¢ czutos¢ metody

izolacji DNA z blokéw parafinowych. Dobrej jakosci
DNA uzyskuje si¢, wykorzystujac zestawy zawieraja-
ce kolumienki ze ztozem krzemionkowym oraz kulki
magnetyczne (np. Maxwell 16 z CE-IVD, Promega,
USA). Uzycie zestawéw do izolacji zapewnia dobra
jakos¢ i powtarzalnos¢ izolacji DNA na potrzeby dia-
gnostyki molekularne;.

9. Metody diagnostyczne wykorzystywane
w patologii molekularnej raka jelita
grubego

Wybér metody diagnostycznej powinien by¢ uza-
lezniony od jakosci materiatu oraz zawartosci komo-
rek rakowych. Laboratorium powinno dysponowac
przynajmniej dwiema technikami stuzgcymi do wy-
krywania mutacji somatycznych, najlepiej testem
CE-IVD opartym na qPCR oraz testem z zastosowa-
niem sekwencjonowania metoda Sangera. W Polsce
wcigz jednak jest to kosztowne, podraza wykonanie
badania oraz wydluza czas jego wykonania. Poréw-

TG R TG G C G T

Rycina 1. KRAS w eksonie 2 ¢.35G>A, p.G12D
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nanie najwazniejszych metod diagnostycznych wyko-
rzystywanych do wykrywania mutacji somatyczaych
przedstawiono w tabeli III.

9.1. Sekwencjonowanie metoda Sangera

Sekwencjonowanie metoda Sangera jest uzna-
wane za zloty standard w diagnostyce moleku-
larnej (ryc. 1.). Limit detekgji tej metody to tylko
ok. 10-20% komoérek nowotworowych w analizowa-
nej prébce (tab. III), co uznaje sie za jej wade {136,
137}. Metoda ta jest czaso-chtonna i wymaga inwe-
stycji w drogi sprzet. Jest tez wrazliwa na degrada-
cje DNA — niejednokrotnie degradacja uniemozliwia
uzyskanie wyniku badania. Wielka zaletg tej metody
jest to, ze wykrywa wszystkie mutacje obecne w po-
rébwnaniu z testami qPCR, ktére wykrywajg tylko
hot spoty. W trakcie analizy i interpretacji wynikéw
sekwencjonowania nalezy zwréci¢ uwage na: zawar-
to$¢ komérek nowotworowych w preparacie, wykry-
cie niespotykanych mutacji nieopisywanych w bazie
COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer)
czy piSmiennictwie, gdyz moga by¢ wynikiem pro-
cesu utrwalania.

9.2. Pirosekwencjonowanie

Pirosekwencjonowanie to metoda, ktdra opiera sie
na sekwencjonowaniu poprzez synteze tancucha DNA
i identyfikowaniu ilo§ci wbudowanego nukleoty-
du za pomoca wykrycia ilosci uwolnionego w czasie
wbudowywania nukleotydu pirofosforanu. Charak-
teryzuje si¢ wicksza czulo$cia w poréwnaniu z se-
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kwencjonowaniem metoda Sangera (1-5%; tab. III)
i wysoka przepustowoscia (analiza 96 prébek w jed-
nym etapie reakgji) {137, 138]. Jest jednak metoda
czasochlonng i wymaga specjalistycznego sprzetu.
Wada jej jest réwniez analiza stosunkowo krétkich
odcinkéw DNA, co powoduje, ze aby zanalizowad
caly ekson trzeba wykonaé kilka reakcji. Z drugiej
strony wada ta staje sie jej zaleta w przypadku zde-
gradowanego DNA. Zaleta tej metody jest obecno$¢
dostepnych na rynku testéw CE-IVD. Jest réwniez
metoda ilo§ciowg. Pozwala zmierzy¢ ilo§¢ allelu z mu-
tacja w stosunku do allelu bez mutacji {139].

9.3. Wysokorozdzielcza analiza krzywych
topnienia

Dzieki postepowi w syntezie fluorescencyjnych
interkalujacych pomiedzy parami zasad w DNA
barwnikéw stala sie mozliwa precyzyjna ocena de-
naturacji DNA. Rezultatem tego postepu jest po-
wstanie metody wysokorozdzielczej analizy krzy-
wych topnienia (bigh resolution melting — HRM). Jest
to metoda szybka, malo pracochlonna oraz tania.
Ma niewielkie wymagania sprzetowe. Charaktery-
zuje sie czuloscig na poziomie ok. 5% (tab. III). Jej
wada jest brak identyfikacji mutacji, poniewaz me-
toda ta wykrywa tylko jej obecnosé. W przypadku
wykrycia mutacji w celu jej identyfikacji nalezy wy-
konaé sekwencjonowanie metodg Sangera. W przy-
padku obecno$ci mutacji w prébee ponizej 10% nie
jest jednak mozliwe zidentyfikowanie mutacji za
pomocg sekwencjonowania. Metoda ta jest wrazli-
wa na jako$¢ DNA, poniewaz nieréwnomierna am-
plifikowalno§é moze wprowadzi¢ zmiany w profilu
denaturacji DNA {140-1431}.
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Rycina 2. Przyktad wykrytej mutacji w KRAS w eksonie 4
c.436G>A (p.A146T)

9.4. Real-time PCR (qPCR)

Niewatpliwie jedng z najbardziej rozpowszechnio-
nych metod diagnostycznych jest metoda reakcji tan-
cuchowej polimerazy (polymerase chain reaction — PCR)
w czasie rzeczywistym (qPCR) (ryc. 2.). W poréw-
naniu z innymi przedstawionymi w niniejszej pracy
metodami jest uwazana za jedna z najczulszych (ok.
1% allelu z mutacjg) (tab. III), a przy tym metoda
jest mato pracochtonna i szybka do wykonania {144}.
Dodatkowo na rynku dostepnych jest wiele testéw do
diagnostyki ze znakiem CE-IVD. Dzieki stosowaniu
testéw mozliwe staje si¢ poréwnywanie diagnosty-
ki pomiedzy laboratoriami. Metoda qPCR wykazu-
je mniejsza wrazliwo$¢ na degradacje DNA oraz ma
mniejsze wymagania, jesli chodzi o ilo§¢ DNA. Do jej
wykonania potrzeba tylko termocyklera PCR z od-
czytem fluorescencji w czasie rzeczywistym [145].
Wada tej metody jest wykrywanie tylko okreslonej
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Rycina 3. Przyklady wykrytych mutacji KRAS w eksonie 2 ¢.35G>A (p.G12D), BRAF w eksonie 15 ¢.1799T>A
(p.-V60OE), KRAS w eksonie 4 ¢.351A>T (p.K117N) w raku jelita grubego za pomoca zestawu Cancer Panel (LifeTech-

nology) z wykorzystaniem sekwenatora PGM IonTorent
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Tabela IV. Informacje, ktére powinny by¢é zawarte
w raporcie z badania mutacji somatycznych

INFORMACJE OGOLNE

tytul raportu’

nazwa i adres jednostki wykonujacej badanie

nazwa i adres instytucji zlecajacej badanie i nazwisko
zlecajacego onkologa

data zlecenia (jezeli tkanka znajduje si¢ w tym samym
zakladzie, w ktérym bedzie wykonane badanie) lub
data przyjecia materialu ze zleceniem

data raportu (wydania wyniku badania)

numer badania mutacji

numer strony i calkowita liczba stron raportu

kody procedur (analityczne i interpretacyjne), ktére
zostaly wykonane

INFORMACJE O PACJENCIE

imie, nazwisko i wiek

PESEL lub data urodzenia

CHARAKTERYSTYKA MATERIALU OTRZYMANEGO DO BADANIA

numer bloczka/rozmazu, z ktérego bylo wykonane badanie

rodzaj tkanki do badania (np. formalina zbuforowana
lub nie, material mrozony, biopsja)

pochodzenie tkanki do badania (np. guz pierwotny,
przerzut, wznowa,)

jako$¢ tkanki, np. nadaje si¢ do badania, nie nadaje si¢
do badania (poda¢ przyczyne)

odsetek komorek rakowych

METODY BADANIA

identyfikacja najlepszego bloczka z najwigkszym odset-
kiem komoérek nowotworowych: tak lub nie

metoda wzbogacenia liczby komoérek nowotworowych
w wycinku (np. makrodyssekcja, mikrodyssekcja lub
zadna z tych metod)

metoda izolacji DNA

metoda genotypowania

nazwa testu (kitu) diagnostycznego (zalecane sg testy
z certyfikatami CE-IVD)

czuto$¢ metody

lista badanych mutacji? lub badane eksony/regiony

numer referencyjny sekwencji badanego genu

WYNIK

genotyp?

interpretacja predykcyjna (dotyczaca znaczenia wyniku
testu dla terapii)®

komentarz (jedli jest potrzebny)?

ODPOWIEDZIALNOSC

imiona, nazwiska i podpisy diagnosty laboratoryjnego
i specjalisty patologa, ktérzy brali udzial w wykonaniu
badania i interpretacji wyniku’

! Powinien zawieral nazwg badanego genujgeniw zgodng z wytycznymi
HGNC (www.genenames.org)

2 Nomenklatura musi byc zgodna z rekomendacjami HGVS (www.hgvs.org/
mutnomen)

> Na praykiad: obecnosé mutacji w KRAS wskazuje na prawdopodobng
opornos¢ na leczenie anty-EGFR

4 Jakos¢ materiatu do badania, ktdra mogla wplyngd na wyniki testu, rekomen-
dacje co do dalszych badar; itp.

> To znaczy: interpretacja wyniku w kontekscie predykcyjnym i interpretacja
danych Zridlowych. Interpretacja danych Zridlowych nie jest zadaniem
Jedynie diagnosty laboratoryjnego, ale i patologa, ktdry rowniez ponosi za to
odpowiedzialnos¢
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liczby mutacji oraz koszt testéw. Obecnie na rynku
jest dostepnych wiele zestawéw do diagnostyki 7z vitro
opartych na metodzie qPCR, ktérych wyczerpujacy
przeglad czytelnik znajdzie w innym opracowaniu {1}.

9.5. Sekwencjonowanie nowej generacji

Masowe réwnolegle sekwencjonowanie jest meto-
da polegajaca na jednoczesnym sekwencjonowaniu
wielu milionéw pojedynczych fragmentéw DNA czy
c¢DNA o dlugosci 30-500 pz. To metoda bardzo czu-
ta (1-5% zmutowanego allelu; tab. III), wykrywajaca
wszystkie mutacje w probce w jednej reakcji. Mozna
zwiekszy¢ czulo$¢ metody kosztem liczby analizowa-
nych prébek w jednym cyklu pracy, jednak zwigksza to
koszt analizy jednej prébki. Dodatkowo jest to takze
metoda ilociowa, poniewaz oprécz wiadomosci o se-
kwencji poszczegélnej molekuly DNA uzytkownik
dostaje réwniez informacje o liczbie poszczegélnych
czasteczek z mutacjg i bez mutacji {146}. Sekwen-
cjonowanie nowej generacji umozliwia kompleksowa
ocen¢ mutacji w materiale diagnostycznym. Wada tej
metody jest zlozono$¢ analizy, pracochlonno$¢ oraz
koszt, jednak metodologia NGS ciagle ewoluuje i si¢
upraszcza. Dotyczy to réwniez analizy danych. Do-
datkowo tempo redukcji kosztéw wykonania badania
ta technika systematycznie ro$nie. W zwigzku z tym
nalezy oczekiwad, ze juz w niedlugim czasie metoda
ta prawdopodobnie wyprze wszystkie inne metody
diagnostyczne. Zaréwno ilos¢ dostarczanych danych,
jak i czutos§¢ metody sa bezkonkurencyjne. Z punk-
tu widzenia personalizacji terapii wielka zaleta NGS
jest analiza wigkszej liczby gendéw w jednym tescie
(od kilkunastu genéw poprzez kilkaset, eksomy czy
cale genomy) {1471 Inng wielka zaleta tej metody
jest mozliwo$¢ zastosowania do analizy DNA wyizo-
lowanego z bloczkéw parafinowych (ryc. 3.). Obecnie
w diagnostyce stosuje si¢ panele genowe. W panelu
analizuje si¢ zwykle kilka do kilkudziesigciu genéw
w jednej reakcji. To rozwigzanie ekonomiczne, a przy
tym dostarczajace bardzo duzej liczby danych {148—
150}. W 2013 r. jedno z urzadzen dostalo certyfikat
do diagnostyki przyznany przez FDA {147}. Niewat-
pliwe przyszto$é nalezy do technologii NGS.

9.6. Walidacja testow home made

W przypadku testéw z wykorzystaniem metod,
takich jak sekwencjonowanie metodg Sangera, HRM
czy NGS, przed rozpoczeciem badan diagnostycznych
konieczna jest walidacja metody. Walidacja metody
polega na okresleniu czutosci, precyzji i doktadnosci.
Czulosé, czyli limit detekeji (fimit of detection — LOD),
oblicza si¢ zwykle na podstawie probek o znanej za-
warto$ci procentowej mutacji w przygotowanych na
bazie DNA z nowotworowych linii komérkowych
zmieszanych z DNA bez mutacji. Precyzje ocenia sie
poprzez powtarzanie analizy tej samej probki w tym
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samym eksperymencie, pomigdzy eksperymentami,
pomiedzy operatorami i w réznym czasie oraz warun-
kach. Dokladno$¢ odnosi si¢ do prawidlowego wykry-
cia i zaklasyfikowania w prébce referencyjnej mutacji
lub braku mutacji. Ocenia si¢ czulo$¢ i specyficzno$é
testu. Wykorzystuje si¢ probki kliniczne wezesniej ge-

notypowane zwalidowanymi metodami [151}.

10. Zewnetrzna kontrola jakosci

Zlotym standardem w ocenie zdolnosci laborato-
rium do oceny mutacji jest zewnetrzna kontrola ja-
kosci (external quality control — EQC). W odniesieniu
do mutacji w KRAS, NRAS i BRAF tego rodzaju
kontrola prowadzona jest m.in. pod auspicjami Ezxro-
pean Sociery of Pathology (ESP) {152, 153}. Medycyna
oparta na faktach w dziedzinie badan laboratoryj-
nych wymaga, aby ocena mutacji somatycznych oraz
formulowanie wyniku takiego badania przez rézne
laboratoria, podlegaly walidacji w programie EQC.
Udzial w zewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci po-
zwala na identyfikacje bledéw i ich eliminacje, a za-
razem na sprawdzenie i walidacje zaadaptowanej me-
todologii i procesu diagnostycznego w laboratorium
[133}. W celu zapewnienia odpowiednio wysokiej
jakosci oceny mutacji powinna by¢ ona przeprowa-
dzana zwalidowanymi metodami, najlepiej z wyko-
rzystaniem testéw zaaprobowanych do diagnostyki
in vitro (CE-IVD) z obowigzkiem periodycznego
uczestnictwa w programach EQA (External Quality
Asessment) organizowanych przez niezalezne organiza-
cje europejskie, takie jak np. ESP.

11. Raport badania molekularnego

Raport badania molekularnego jest tylko jed-
nym, ale bardzo waznym elementem sposréd 10 eta-
péw badania molekularnego mutacji somatycznych,
w ktére patolog i diagnosta laboratoryjny sa zaan-
gazowani {1}. Wynik badania ma znaczenie klinicz-
ne, dlatego raport badania powinien by¢ zrozumialy
zaréwno dla pacjenta, jak i dla lekarza (onkologa).
Powinien by¢ swego rodzaju synteza wynikéw bada-
nia mikroskopowego i molekularnego (raport zinte-
growany) i zawiera¢ informacje zebrane w tabeli IV
[16, 133, 152, 154-162}. Dlatego tez optymalnym
rozwigzaniem jest autoryzowanie wyniku jednoczes$-
nie przez patomorfologa i diagnoste laboratoryjnego
(najczesciej biologa molekularnego). W tym ukfa-
dzie patomorfolog odpowiada przede wszystkich za
wlasciwe rozpoznanie nowotworu i wyb6r najbardziej
warto$ciowego materiatu do analizy molekularnej,
za§ diagnosta laboratoryjny (biolog molekularny) —
za wybér i wlasciwa walidacje uzytych testéw dia-
gnostycznych oraz wynik badania molekularnego.
Wspdlnie ponosza odpowiedzialnosci za interpretacje
warto$ci  predykcyjnej wyniku przeprowadzonego

testu. Gdy stwierdzono wystgpowanie mutacji, na-
lezy poda¢ szczegélowo genotyp wg nomenklatury
podanej w rekomendacjach Human Genome Variation
Society (HGVS) [163}]. Istotnym elementem raportu
jest interpretacja znaczenia predykcyjnego wynikéw
w kontekscie danych klinicznych danego pacjen-
ta. Interpretacja powinna opiera¢ si¢ na najnowszej
literaturze przedmiotu, poniewaz rekomendacje pre-
cyzujace zasady kwalifikacji chorych na raka jelita
grubego do odpowiedniej terapii ulegaja zmianom
w miare, jak publikowane sg nowe wyniki badaf. In-
terpretacja wynikow badania powinna utatwi¢ onko-
logowi podjecie decyzji terapeutycznych.
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