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1. Wstęp

Terapia spersonalizowana, tzn. skrojona na mia-
rę i potrzeby konkretnego pacjenta, stanowi ideał, 
do którego dąży współczesne leczenie nowotworów. 
Rak jelita grubego jest jednym z  czterech raków, 
obok raka sutka, żołądka i  płuca, w  których do 
praktyki klinicznej wprowadzono udane próby te-
rapii celowanej. Aby taka terapia była skuteczna, 
powinna być dostosowana do tego i  tylko do tego 
unikalnego nowotworu, który występuje u danego 
pacjenta. Inaczej mówiąc, powinna to być terapia 
precyzyjnie celowana, a ona wymaga oceny marke-
rów predykcyjnych, takich jak mutacje, amplifika-
cje lub białka (białka receptorowe lub inne białka, 
które odgrywają istotną rolę w procesach: prolife-
racji, apoptozy, angiogenezy, inwazji i migracji ko-
mórek nowotworowych lub naprawy uszkodzone-
go DNA). Wyniki oceny tych markerów stanowią 
integralny element rozpoznania histopatologiczne-
go, ponieważ tylko pacjenci, których nowotwory 
będą wykazywały obecność pewnych czynników 
predykcyjnych, mogą odnieść korzyści z  leczenia 
celowanego. Terapia celowana wymaga precyzyj-
nej diagnostyki opartej na testach diagnostycznych 
wykorzystujących materiał tkankowy i  to materiał 
utrwalony w  formalinie i  zatopiony w  parafinie, 
jeżeli mają mieć rutynowe zastosowanie kliniczne. 
Od współczesnego patologa wymaga się, aby roz-
poznanie raka jelita grubego zawierało ocenę odpo-
wiednich markerów predykcyjnych, co pozwala na 
identyfikację chorych, którzy mogą odnieść korzy-
ści z  leczenia celowanego. Rutynowy test predyk-
cyjny powinien być względnie prosty w wykonaniu, 
szybki, niezbyt drogi oraz charakteryzować się wy-
soką czułością i specyficznością [1].

Dotychczas sposób leczenia nowotworów wyzna-
czały typ histologiczny, stopień histologicznej złośli-
wości i stadium klinicznego zaawansowania choroby. 
Jednak cechy mikroskopowe nowotworów, szczegól-

nie w  raku jelita grubego, chociaż mogą mieć zna-
czenie prognostyczne, nie mają niestety znaczenia 
predykcyjnego. Wprowadzenie terapii celowanej do 
pewnego stopnia zrewolucjonizowało diagnostykę 
histopatologiczną nowotworów, ponieważ terapeuta 
oczekuje precyzyjnej informacji predykcyjnej. Zagad-
nienie to jest jeszcze nieco bardziej skomplikowane, 
ponieważ może się zdarzyć, że dany nowotwór wyka-
zuje ekspresję kilku markerów predykcyjnych i wtedy 
odpowiednie opcje terapeutyczne są dostępne tylko 
dla pacjentów z takimi nowotworami [2, 3]. A zatem 
scharakteryzowanie nowotworu pod względem zna-
nych markerów predykcyjnych umożliwia zastosowa-
nie opcji terapeutycznych, które są dostępne tylko dla 
pacjenta z danym nowotworem (nawet jeżeli odsetek 
takich nowotworów w ogólnej populacji jest niewiel-
ki) [4]. W erze terapii spersonalizowanej, aby uniknąć 
nadmiernej toksyczności leczenia, pacjent ma prawo 
oczekiwać, że stosowane leczenie będzie odpowiednie 
do statusu molekularnego jego nowotworu. Aby ta-
kie leczenie było możliwe, potrzebna jest precyzyjna 
ocena celów terapii. W raku jelita grubego dla oce-
ny celów predykcyjnych wykorzystuje się markery 
molekularne (np. mutacje w genach KRAS, NRAS, 
BRAF, PIK3CA) [1, 5–7] i  immunohistochemiczne 
(np. białka TS, P21, PTEN) [8–12]. Markery mo-
lekularne w raku jelita grubego można podzielić na 
mutacje somatyczne i niestabilność mikrosatelitarną 
(microsatellite instability – MSI).

2. Mutacje somatyczne

2.1. KRAS

Ocena mutacji w KRAS jest przykładem zastoso-
wania testu molekularnego potrzebnego do wprowa-
dzenia terapii celowanej w określonej grupie chorych, 
w  tym przypadku chorych na raka jelita grubego 
z przerzutami. Współcześnie stanowi ona badanie ru-
tynowe niezbędne do podjęcia decyzji w leczeniu tej 
grupy chorych. 



S60

Paweł Domagała, Artur Kowalik

2.1.1. �Ścieżki sygnałowe związane z mutacją w KRAS

Gen KRAS koduje małe białko, które bierze udział 
w  aktywacji kaskady ścieżek sygnałowych, w  tym 
ścieżki sygnałowej receptora dla naskórkowego czyn-
nika wzrostu (epidermal growth factor receptor – EGFR), 
która jest uważana za podstawową w regulacji pro-
liferacji, wzrostu i  transformacji nowotworowej ko-
mórek nabłonkowych [13]. Białko RAS funkcjonuje 
jako przekaźnik sygnału od aktywowanego EGFR. 
Aktywacja EGFR (przez połączenie z jego ligandem) 
prowadzi do aktywacji ścieżek sygnałowych RAS/
RAF/MAPK i PI3K/AKT, a  następnie do wzmożo-
nej proliferacji i zahamowania apoptozy komórek no-
wotworowych [14]. Zastosowanie monoklonalnych 
przeciwciał przeciw EGFR (mAb anty-EGFR), takich 
jak cetuksimab i panitumumab, powoduje, że w ko-
mórkach raka jelita grubego bez mutacji w RAS unie-
możliwione zostaje połączenie EGFR z jego ligandem 
i  w  następstwie dochodzi do inaktywacji ww. ście-
żek sygnałowych i do apoptozy komórek rakowych. 
W  komórkach prawidłowych białko RAS oscyluje 
między stanem aktywnym (RAS-GTP) a  nieaktyw-
nym (RAS-GDP). W  wyniku mutacji w  RAS po-
wstaje kodowane przez zmutowany gen białko, które 
ze względu na utrudnioną hydrolizę ciągle pozosta-
je w  postaci aktywnej (RAS-GTP). W  komórkach 
z mutacją w KRAS dochodzi zatem do konstytutyw-
nej (permanentnej) aktywacji ścieżek sygnałowych 
RAS/RAF/MAPK i PI3K/AKT i  ciągłego przekazy-
wania sygnału indukującego mitogenezę, niezależnie 
od tego, czy receptor EGF jest aktywowany, czy też 
nie [15].

2.1.2. Przesłanki kliniczne

W związku z powyższym, leczenie chorych na raka 
jelita grubego z przerzutami, w którym stwierdza się 
mutacje KRAS za pomocą mAb anty-EGFR rozpo-
znających i inaktywujących zewnątrzkomórkową do-
menę EGFR, jest nieskuteczne (badania kliniczne II 
i  III fazy) [16–18]. Na podstawie opublikowanych 
wyników 5 kontrolowanych badań klinicznych z ran-
domizacją dotyczących stosowania cetuksimabu i pa-
nitumumabu oraz 5 badań retrospektywnych Amery-
kańskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej (American 
Society for Clinical Oncology – ASCO) wydało w 2009 r.  
wstępną opinię, która precyzowała, że raki wszyst-
kich pacjentów z rakami jelita grubego z przerzuta-
mi, którzy są kandydatami do terapii anty-EGFR, 
powinny być testowane w akredytowanych laborato-
riach na obecność mutacji w KRAS i jeżeli stwierdza 
się mutacje w kodonie 12 lub 13 eksonu 2, pacjenci ci 
nie powinni otrzymać tego rodzaju leczenia [16]. Od-
powiednia selekcja pacjentów z rakiem jelita grubego 
z przerzutami do terapii za pomocą mAb anty-EGFR 
ma istotne znaczenie, ponieważ ten rodzaj leczenia 
może powodować poważne powikłania oraz oporność 

po kilku miesiącach stosowania, a  także jest bardzo 
kosztowny [19].

2.1.3. Spektrum badanych mutacji

Analiza mutacji w  KRAS pozwala stratyfikować 
chorych na raka jelita grubego z przerzutami do tera-
pii za pomocą mAb anty-EGFR, a mutacje w KRAS 
stanowią negatywny czynnik predykcyjny dla tej 
terapii [20]. Mutacje w KRAS w raku jelita grubego 
najczęściej występują w  kodonach 12, 13 eksonu 2 
(w blisko 40% raków jelita grubego). Rzadziej spo-
tyka się aktywujące mutacje KRAS w kodonach 59, 
61, 117 i 146. Pierwotnie zarówno Europejska Agen-
cja ds. Leków (European Medicines Agency – EMEA), 
jak i  Amerykańska Agencja ds. Żywności i L eków 
(Food and Drug Administration – FDA) zaaprobowały 
stosowanie tej terapii tylko u chorych na raka jelita 
grubego z przerzutami bez mutacji w KRAS. W lip-
cu 2013 r. EMEA uaktualniła kryteria kwalifikacji 
do terapii anty-EGFR, wprowadzając obowiązkowe 
badanie nie tylko mutacji w eksonie 2 genu KRAS, 
lecz także w eksonach 3 i 4 KRAS oraz eksonach 2, 
3 i 4 NRAS, ponieważ profile ekspresji genów i ce-
chy kliniczno-patologiczne „nietypowych” rzadkich 
mutacji, a także przeżycie pacjentów z rakiem jelita 
grubego z przerzutami z tymi mutacjami są podob-
ne do mutacji KRAS w kodonach 12 i 13 [21]. Pa-
cjenci z  tymi rzadkimi mutacjami w KRAS i NRAS 
będą niewrażliwi na leczenie anty-EGFR, do którego 
zostali zakwalifikowani tylko na podstawie braku 
mutacji w KRAS 12/13 [7]. Również wg opubliko-
wanych w 2014 r. rekomendacji dla Wielkiej Brytanii 
[22] analiza mutacji w KRAS i NRAS jako czynnika 
predykcyjnego powinna obejmować mutacje w KRAS 
przynajmniej w kodonach 12, 13, 59, 61, 117 i 146 
(eksony 2, 3 i 4), podobnie w NRAS (chociaż auto-
rzy nie rekomendują na razie badania kodonów 117 
i 146 w NRAS ze względu na brak wystarczających 
dowodów na kliniczne znaczenie tych mutacji). 

Według szczegółowej metaanalizy 9 artykułów, 
obejmującej blisko 6000 pacjentów, przypuszczalnie 
ok. 53% raków jelita grubego (42% z  mutacjami 
w eksonie 2 KRAS i 11% z mutacjami w eksonach 
3 lub 4 KRAS lub 2, 3 i 4 NRAS) będzie opornych 
na leczenie za pomocą mAb anty-EGFR [7]. Ponadto 
stosowanie tego leczenia u chorych na raka jelita gru-
bego z przerzutami i mutacjami w KRAS może nawet 
wpływać negatywnie na przeżycie pacjentów [23]. 
Na obecnym etapie badań nie wiadomo, czy efekty 
leczenia pacjentów z rakiem jelita grubego za pomocą 
mAb anty-EGFR (OS, DFS) zależą od typu mutacji 
w KRAS i NRAS. Uważa się, że obecność jakiejkol-
wiek mutacji w KRAS i NRAS stanowi przeciwwska-
zanie do terapii anty-EGFR, jednak zagadnienie to 
wymaga dalszych badań. Jednoznacznie wykaza-
no natomiast, że efekty leczenia anty-EGFR zależą 
od metody zastosowanej do oceny mutacji KRAS.  
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Im czułość metody wykrywania mutacji KRAS jest 
wyższa, tym wyniki leczenia są lepsze [24–32].

2.1.4. Status KRAS jako czynnik predykcyjny

Ostatnio prowadzone są przedkliniczne i kliniczne 
badania nad zastosowaniem inhibitorów (inhibitory 
BRAF w rakach jelita grubego z przerzutami z muta-
cją w BRAF, inhibitory MEK i SEK, inhibitory trans-
ferazy farnezylowej), które mogą uczulać raka jelita 
grubego z przerzutami z mutacją w KRAS na dzia-
łanie cetuksimabu [33]. Można więc powiedzieć, że 
czynnikiem predykcyjnym jest nie tylko mutacja 
w KRAS, ale w ogóle status KRAS. Gdy mutacja 
nie występuje, chory na raka jelita grubego z przerzu-
tami może być leczony cetuksimabem. Jeżeli stwier-
dza się mutację, możliwe są inne metody leczenia, 
analizowane obecnie w  próbach przedklinicznych 
i klinicznych.

2.2. NRAS

Mutacje w  NRAS są również czynnikiem pre
dykcyjnym wskazującym na oporność na leczenie 
cetuksimabem [34, 35]. Z  dotychczasowych badań 
wynika, że mutacje w NRAS występują w ok. 3–5% 
kolejnych raków jelita grubego (głównie są to mu-
tacje w  kodonie 61) [36, 37]. Związek tych muta-
cji z  czynnikami kliniczno-patologicznymi znajduje 
się obecnie w fazie badań [38]. Tym niemniej, oce-
na mutacji w NRAS w przypadkach, w których 
nie stwierdzono mutacji w  KRAS, pozwala do-
kładniej wyselekcjonować chorych na raka jelita 
grubego z  przerzutami do leczenia cetuksima-
bem [35]. Podobnie jak w BRAF, mutacje w NRAS 
i KRAS wzajemnie się wykluczają [34, 39]. Od 2013 r.  
badanie mutacji w eksonach 2, 3 i 4 NRAS jest ele-
mentem rutynowego testu predykcyjnego w kwalifi-
kacji pacjentów z rakiem jelita grubego z przerzutami 
do terapii anty-EGFR.

2.3. BRAF

BRAF to cytoplazmatyczna niereceptorowa kinaza 
serynowo-treoninowa. Uczestniczy w przekazywaniu 
sygnałów z zewnątrz komórki do jądra komórkowego 
w szlaku RAS/RAF/MAPK [40]. Jest to jedna z czę-
ściej zmutowanych kinaz w  nowotworach. Najczę-
ściej wykrywana jest mutacja c.1799T>A (p.V600E) 
w eksonie 15. W eksonie tym mogą również występo-
wać inne mutacje lokujące się w pobliżu kodonu 600. 
Zmutowane białko BRAF jest ciągle aktywne [40].  
Częstość występowania mutacji jest zróżnicowana 
w  różnych nowotworach. W  przypadku czerniaka 
może dochodzić nawet do ok. 70% [40]. Bardzo czę-
sto, w  ok. 50–70% przypadków, mutacje w  BRAF 
wykrywa się w rakach brodawkowatych tarczycy [41, 
42]. Z kolei w rakach jelita grubego mutacje w BRAF 
stwierdza się w zależności od badanej populacji w ok. 

5–20% przypadków [5, 43, 44]. Mutacje w  genie 
BRAF korelują z  subtypem molekularnym raka je-
lita grubego, który charakteryzuje się MSI i  fenoty-
pem zmutowanych wysp CpG (CpG-island methylator 
phenotype – CIMP) [45]. Zmutowane białko BRAF 
wykrywa się również w zmianach przednowotworo-
wych. Bardzo rzadko wykrywa się mutacje w BRAF 
w gruczolakach (0,4%), natomiast znacznie częściej 
w  gruczolakach ząbkowanych (ok. 70–100%) [46, 
47]. BRAF jako składnik szlaku RAS/RAF/MAPK 
oceniano jako czynnik prognostyczny i predykcyjny 
w raku jelita grubego. Mutacje w BRAF w raku jeli-
ta grubego są związane z niekorzystnym przebiegiem 
choroby, natomiast znaczenie predykcyjne BRAF nie 
jest jednoznaczne i  jest ciągle intensywnie badane 
[43, 44].

2.4. PIK3CA

PI3K to lipidowe kinazy cytoplazmatyczne uczest-
niczące w  przekazywaniu sygnału z  białka RAS do 
wnętrza jądra komórkowego za pośrednictwem szla-
ku PI3K/AKT/PKB. Szlak odpowiada za blokowa-
nie apoptozy oraz stymulacje wzrostu i  proliferacji 
komórek. Szlak ten podlega negatywnej regulacji 
przez białko PTEN. Utrata funkcjonowania PTEN 
poprzez mutacje może również prowadzić do akty-
wacji tego szlaku [48]. Gen PIK3CA koduje pod-
jednostkę p110α kinazy PI3K. Mutacje w PIK3CA 
występują w ok. 15–30% raków jelita grubego. Mu-
tacje grupują się w hot spotach w eksonie 9 w kodo-
nach E542K i E545K oraz w eksonie 20 w kodonie 
H1047R [49, 50]. Obecność mutacji w PIK3CA jest 
związana z niekorzystnym przebiegiem choroby, jak 
również z brakiem odpowiedzi na leczenie mAb anty-
-EGFR [50–52]. Siła prognostyczna i  predykcyjna 
PIK3CA w raku jelita grubego zwiększa się, gdy jest 
on oceniany w kombinacji z ekspresją PTEN. Obec-
nie trwają intensywne badania dotyczące ich użytecz-
ności klinicznej [53, 54].

2.5. �Związek mutacji somatycznych 
z czynnikami kliniczno-patologicznymi

Określono specyficzne kliniczno-patologiczne i epi
demiologiczne cechy związane z mutacjami w KRAS 
[55]. Stwierdzono związek lokalizacji raka jelita gru-
bego oraz miejsca występowania przerzutów z obec-
nością mutacji w  KRAS. U  pacjentów z  mutacjami 
w  kodonach 12 i  13 występowało większe prawdo-
podobieństwo umiejscowienia raka jelita grubego 
prawostronnie w porównaniu z chorymi na raka jelita 
grubego bez mutacji KRAS [21]. Również mutacje 
w BRAF też mają związek z prawostronnym rakiem 
jelita grubego w porównaniu z nowotworami bez mu-
tacji. Raki jelita grubego z mutacjami w KRAS (rów-
nież z rzadkimi) częściej dają przerzuty do płuc w po-
równaniu z rakami jelita grubego bez tych mutacji.
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3. �Sygnatura genowej ekspresji RAS jako 
czynnik predykcyjny

Następstwem mutacji w  KRAS lub NRAS jest 
permanentna aktywacja ścieżki sygnałowej RAS i ta 
informacja, jak wspomniano powyżej, została wyko-
rzystana do selekcji chorych na raka jelita grubego 
z  przerzutami do celowanego leczenia za pomocą 
mAb anty-EGFR. Trzeba sobie jednak zdawać spra-
wę z  tego, że badanie mutacji w  KRAS lub NRAS 
pozwala określić tylko jeden z wielu możliwych spo-
sobów (mechanizmów) aktywacji RAS. Aktywowany 
RAS oddziałuje na ponad 20 białek efektorowych, 
które m.in. regulują proliferację i  różnicowanie ko-
mórek [56]. Molekularna ścieżka sygnałowa RAS jest 
skomplikowaną siecią połączeń. Ścieżkę tę aktywuje 
nie tylko EGFR, lecz także szereg innych czynników 
wzrostu, takich jak np. receptor płytkopochodnego 
czynnika wzrostu (platelet-derived growth factor recep-
tor – PDGFR), transformujący czynnik wzrostu α 
(transforming growth factor α – TGF-α), epiregulina, 
amfiregulina. Deregulacja elementów składowych tej 
ścieżki powyżej lub poniżej RAS może spowodować 
jej aktywację nawet bez mutacji w  RAS, ponieważ 
mutacja jest tylko jednym z  wielu sposobów akty-
wacji ścieżki RAS. Możliwość aktywacji RAS przez 
wiele mechanizmów utrudnia w  znacznym stopniu 
precyzyjne określenie nowotworów z  rzeczywiście 
aktywowanym RAS. Dlatego istotnym zagadnie-
niem jest wyselekcjonowanie tych nowotworów, któ-
re mają aktywną ścieżkę sygnałową RAS niezależnie 
od mechanizmu tej aktywacji (tzn. nie tylko przez 
mutacje w KRAS lub NRAS). W przeciwieństwie do 
oceny pojedynczych mutacji w  RAS, zastosowanie 
sygnatury genowej ekspresji RAS pozwala mierzyć 
aktywację (lub jej brak) sieci ścieżek sygnałowych 
RAS. W  badaniach na komórkach raka drobnoko-
mórkowego płuc wykazano ostatnio, że zastosowanie 
kombinacji erlotinibu (inhibitor EGFR) i trametinibu 
(inhibitor MEK) blokuje dwa ramiona ścieżek sygna-
łowych aktywnego RAS, tzn. EGFR-RAS-RAF-ERK 
i EGFR-PI3K-AKT-RPS6, co prowadzi do apoptozy 
komórek nowotworowych. Z badań tych wynika, że 
pacjenci z  wysoką aktywnością ścieżki sygnałowej 
RAS mogą być kandydatami do leczenia wspólnie in-
hibitorami EGFR i MEK [56].

Podsumowując, badanie mutacji pozwala określić 
tylko jeden z wielu możliwych sposobów (mechaniz
mów) aktywacji RAS, a  genomowy marker (sygna-
tura genowa) określa aktywność całej ścieżki sygna-
łowej.

4. �Niestabilność mikrosatelitarna jako 
marker predykcyjny

W  patogenezie raka jelita grubego odgrywają 
ważną rolę zaburzenia różnych ścieżek molekularnych. 

Większość raków jelita grubego powstaje na drodze 
niestabilności chromosomowej, ale w  mniej wię-
cej 15% sporadycznych raków jelita grubego oraz 
w  zespole Lyncha stwierdza się inaktywację genów 
mutatorowych (MLH1, MSH2, PMS2 i MSH6), co 
prowadzi do MSI [57]. Ocena MSI na podstawie wy-
izolowanego DNA jest procedurą dość skompliko-
waną i kosztowną. Nowotwór wykazuje MSI, jeżeli 
określona w  rekomendacjach Bethesda [58] liczba 
sekwencji mikrosatelitarnych uległa mutacji. Gdy 
nie ma mutacji w panelu mikrosatelitarnym, to guz 
uważa się za mikrosatelitarnie stabilny (MSS) [57]. 
Wśród sporadycznych raków jelita grubego z  feno-
typem mutatorowym większość (ok. 95%) wykazuje 
inaktywację MLH1 (spowodowaną hipermetylacją 
promotora). Inaktywacja MSH2 i  MSH6 występuje 
znacznie rzadziej (odpowiednio 5% i 1%) [59].

Niestabilność mikrosatelitarna jest markerem 
dobrego rokowania (czynnik prognostyczny), szcze-
gólnie w  stadium II i  III raka jelita grubego [60]. 
Przyczyny tego związku z  dobrym rokowaniem nie 
zostały dokładnie poznane. Jedną z  nich może być 
rzadkie występowanie mutacji APC, TP53 i  KRAS 
w rakach jelita grubego z MSI. Alternatywną hipote-
zą wyjaśniającą dobre rokowanie raka jelita grubego 
z MSI jest obecność masywnego nacieku guza przez 
limfocyty [61]. Wydatną aktywację przeciwnowo-
tworowej odpowiedzi immunologicznej tłumaczy się 
produkowaniem dużej liczby swoistych dla nowotwo-
ru antygenów typu frameshift powstałych w wyniku 
niesprawności układu naprawy niesparowanych za-
sad DNA (miss match repair – MMR). Komórki no-
wotworowe opłaszczone takimi antygenami mogą 
silnie aktywować układ odpornościowy chorego [62]. 
Raki jelita grubego powstałe na drodze inaktywacji 
genów mutatorowych mają charakterystyczny ob-
raz kliniczno-patologiczny: zwykle umiejscowione są 
proksymalnie, są rakami śluzotwórczymi z naciekiem 
limfocytarnym i odczynem zapalnym. 

Status MSI jest uważany za marker predykcyjny 
dla terapii opartej na 5-fluorouracylu. Na etapie 
badań jest status MSI jako markera predykcyjnego 
terapii z  wykorzystaniem inhibitorów topoizomera-
zy, inhibitorów PARP1 i  inhibitorów ścieżki PI3K-
AKT-mTOR. Wysoki stopień MSI znamionuje brak 
wrażliwości na terapię adiuwantową z zastosowaniem 
5-fluorouracylu, a korzyści z takiego leczenia odnoszą 
chorzy na raka jelita grubego MSS [63, 64]. Brak ko-
rzyści z tego typu leczenia sugeruje, że pacjenci ci nie 
powinni otrzymywać leczenia adiuwantowego opar-
tego na 5-fluorouracylu. Trzeba jednak wspomnieć, 
że wyniki niektórych badań sugerują, że podział ra-
ków jelita grubego na MSI i MSS jest wprowadzającą 
w błąd nadmierną symplifikacją [65].

Z  badań przedklinicznych wynika, że linie ko-
mórkowe raka jelita grubego z  MSI mogą być 
bardziej wrażliwe na irinotekan [66]. Jednak wy-
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niki badań związku MSI z odpowiedzią na chemio-
terapię opartą na irinotekanie w  raku jelita gru-
bego są niejednoznaczne. Ostatnio podjęto próby 
wykorzystania mechanizmu synthetic lethality [67, 
68], testując inhibitory PARP1 na liniach komórko-
wych raka jelita grubego z MSI. Wykazano też, że ta-
kie komórki są wrażliwe na inhibitory ścieżki PI3K-
-AKT-mTOR [69]. 

Ekwiwalentem testu na obecność MSI jest ocena 
immunohistochemiczna (IHC) ekspresji białek kodo-
wanych przez geny MLH1, MSH2, MSH6 i  PMS2 
z wykorzystaniem odpowiednich przeciwciał [57, 70]. 
Test IHC jest stosunkowo prosty, wyniki powtarzalne 
w  zautomatyzowanej procedurze i  łatwo można go 
włączyć do rutynowej oceny patomorfologicznej raka 
jelita grubego. Sposób interpretacji wyników zilustro-
wano w tabeli I. Ponadto brak ekspresji jednego lub 
kilku białek wskazuje, który z genów mutatorowych 
najprawdopodobniej uległ inaktywacji (mutacji). 
Białka kodowane przez geny mutatorowe tworzą he-
terodimery. Znajomość ekspresji białek tworzących te 
heterodimery umożliwia analizę inaktywacji poszcze-
gólnych genów (tab. I). Potencjalnym ograniczeniem 
testu IHC jest zależność uzyskiwanych wyników od 
jakości utrwalenia tkanki, barwienia i  subiektywnej 
oceny reakcji IHC.

5. �Nowe molekularno-predykcyjne 
klasyfikacje raka jelita grubego łączące 
fenotyp komórki z odpowiedzią na leczenie 

Najprostszą molekularną klasyfikacją raków jelita 
grubego jest podział ze względu na niestabilność mikro- 
satelitarną i niestabilność chromosomową. Raki wy-
kazujące cechy MSI (ok. 15%) dzieli się z  kolei na 
raki jelita grubego na podłożu konstytucyjnych mu-
tacji przynajmniej w jednym z genów mutatorowych 
(zespół Lyncha, ok. 3–5% raków jelita grubego) oraz 
raki jelita grubego sporadyczne (na podłożu inakty-
wacji MLH1, stanowiące ok. 10–15%). Raki jelita 
grubego z  cechami niestabilności chromosomowej 
(ok. 85%) dzieli się również na raki o podłożu mutacji 
konstytucyjnych (zespoły FAP lub MAP, ok. 0,5–1%) 

oraz raki jelita grubego sporadyczne (ok. 85%). Kla-
syfikacja ta ma duże znaczenie patogenetyczne, ale 
niewielkie znaczenie predykcyjne, ponieważ nie do-
starcza informacji predykcyjnej w 85% raków jelita 
grubego (tylko MSI jest markerem braku skuteczno-
ści leczenia adiuwantowego opartego na 5-fluoroura-
cylu). 

Na podstawie analizy profilu ekspresji genów opu-
blikowano w ostatnich latach wiele propozycji klasy-
fikacji molekularnych raka jelita grubego o  znacze-
niu prognostycznym i/lub predykcyjnym [71–73] 
w nadziei, że poprawią one stratyfikację chorych do 
leczenia, szczególnie do leczenia celowanego. Poniżej 
omówiono pokrótce dwie z nich. Nie wiadomo jesz-
cze, które z tych klasyfikacji ostaną się w przyszłości 
w praktyce klinicznej i w jakim stopniu oraz pod ja-
kim względem uzupełniają się nawzajem. 

Sadanandam i wsp. [74, 75] przedstawili moleku-
larno-predykcyjną klasyfikację raków jelita grubego, 
która łączy molekularny fenotyp komórek z  odpo-
wiedzią na leczenie, czyli jest to klasyfikacja o zna-
czeniu predykcyjnym. Wyróżniono 3, a następnie  
6 podtypów raka jelita grubego w zależności od ge-
nów, których ekspresja występuje preferencyjnie:
1) �goblet-like (GL) – rak typu komórek kubkowych, 

o fenotypie podobnym do komórek kubkowych),
2) �enterocyte (E) – rak typu enterocytów, enterocytarny,
3) �stem-like (SL) – rak typu komórek macierzystych, 

o fenotypie podobnym do komórek macierzystych,
4) �inflammatory (I) – rak zapalny,
5) �transit-amplifying (TA), w którym występują dwa 

podtypy: 
5a) oporny na cetuksimab (CR TA),
5b) wrażliwy na cetuksimab (CS TA).
Podtyp GL charakteryzuje wysoka ekspresja ty-

powych dla komórek kubkowych genów MUC2 
i  TFF3. Podtyp enterocytarny cechuje się wysoką 
ekspresją genów typowych dla enterocytu. Podtyp 
SL wyróżniony został na podstawie wysokiej ekspresji 
markerów docelowych ścieżki sygnałowej WNT, ge-
nów komórek macierzystych, mioepitelialnych i ge-
nów mezenchymalnych oraz niskiej ekspresji marke-
rów różnicowania. Podtyp zapalny charakteryzuje się 

Tabela I. Ocena niestabilności mikrosatelitarnej. Kolorem czerwonym oznaczono brak ekspresji, a kolorem zielonym 
obecność ekspresji białka (wg Pino i wsp. [57]).

Status mikrosatelitarny Inaktywacja genu Białko

MLH1 MSH2 MSH6 PMS2

MSS –

MSI MLH1

MSI MSH2

MSI lub MSS MSH6

MSI PMS2
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wysoką ekspresją genów kodujących chemokiny i in-
terferon. Podtyp TA cechuje różna ekspresja genów 
typowych dla komórek macierzystych oraz markerów 
ścieżki sygnałowej WNT.

Każdy z tych molekularnych podtypów raka jelita 
grubego wykazuje podobieństwo do odpowiadającej 
mu pod względem profilu ekspresji genów komór-
ki prawidłowej krypty jelita grubego, a  jednocześ
nie różny stopień stemness (podobieństwa do profilu 
ekspresji genów komórek macierzystych) i  ekspresji 
ścieżki sygnałowej WNT. Na przykład sygnatura 
genowa podtypu SL jest prawie identyczna z sygna-
turą genową komórek macierzystych, które znajdują 
się w pobliżu dna krypt. Podtyp SL jest najbardziej 
niezróżnicowanym rakiem i ma najwyższą ekspresję 
ścieżki sygnałowej WNT oraz markerów komórek 
macierzystych. Z drugiej strony, podtyp o fenotypie 
podobnym do komórek kubkowych (GL) charakte-
ryzuje się niską ekspresją markerów komórek macie-
rzystych i ścieżki WNT (profil ekspresji dobrze zróż-
nicowanych raków).

Wyżej wymienione podtypy raka jelita grubego 
można rozpoznać, stosując markery wykrywane za 
pomocą qRT-PCR albo za pomocą immunohisto-
chemii. W metodzie IHC wykorzystywane są nastę-
pujące markery: ZEB1, RARRES3, CFTR, FLNA, 
MUC2, TFF3. Charakterystykę poszczególnych pod-
typów przedstawiono w tabeli II.

Chociaż cetuksimab stosowany jest w  lecze-
niu raka jelita grubego z  przerzutami bez mutacji 
w  KRAS i  NRAS, to jednak wyniki leczenia adiu-
wantowego są niezadowalające, niezależnie od ge-
notypu RAS [76]. W związku z tym podejmowane 
są próby poszukiwania precyzyjniejszego określenia 
grupy pacjentów z rakiem jelita grubego, którzy od-
niosą korzyść z  leczenia cetuksimabem. Omawiana 
w  niniejszej pracy nowa molekularna klasyfikacja 
raka jelita grubego zdaje się spełniać to zadanie. 
Wykazano związek tej klasyfikacji z odpowiedzią na 
cetuksimab u chorych na raka jelita grubego z prze-

rzutami do wątroby. Ocena ekspresji CFTR, a  na-
stępnie FLNA pozwala wyróżnić wśród raków TA 
takie, które są wrażliwe na cetuksimab (niska eks-
presja FLNA) – ok. 50%, i takie, które są niewraż-
liwe na cetuksimab, a reagują na inhibitory c-MET 
(wysoka ekspresja FLNA). Z  kolei tylko ok. 22% 
raków typu GL i SL wykazało odpowiedź na leczenie 
cetuksimabem. 

Molekularne podtypy raka jelita grubego różnią 
się nie tylko pod względem odpowiedzi na cetuk-
simab, ale również na standardową (FOLFIRI) 
chemioterapię. Wyniki leczenia za pomocą FOLFIRI 
w leczeniu adiuwantowym lub w leczeniu raka jelita 
grubego z przerzutami mogą zależeć od podtypu mo-
lekularnego (w leczeniu nieselekcjonowanych raków 
jelita grubego FOLFIRI nie poprawia przeżycia). 
Najlepsze wyniki leczenia w  schemacie FOLFIRI  
uzyskuje się w  leczeniu pacjentów 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 będą wrażliwe na FOLFIRI w  adiuwancie. Pa-
cjentom tym można oszczędzić toksyczności tego 
leczenia. Omawiana klasyfikacja ma też znaczenie 
prognostyczne (tab. II). 

Roepman i wsp. [71] opublikowali trzystopniową 
molekularną klasyfikację raków jelita grubego. Raki 
typu A  charakteryzowały się wysokim odsetkiem 
aktywujących mutacji w KRAS i BRAF (ok. 60%), 
niskim indeksem proliferacyjnym, cechami MSI, bra-
kiem wyraźnego związku z odpowiedzią na leczenie 
adiuwantowe oparte na 5-fluorouracylu i  dobrym 
rokowaniem. Raki typu B cechowały: niski odsetek 
ww. mutacji, wysoki indeks proliferacyjny, brak nie-
stabilności mikrosatelitarnej (MSS), dobra odpowiedź 
na chemioterapię adiuwantową z  5-fluorouracylem, 
ale złe rokowanie. Raki typu C (o fenotypie mezen-
chymalnym) charakteryzowały się: niskim indeksem 
proliferacji, opornością na terapię opartą na 5-fluoro-
uracylu i złym rokowaniem.

Tabela II. Związek molekularnej klasyfikacji raka jelita grubego z rokowaniem i leczeniem (wg Sadanandam i wsp. [74])

Goblet-like Enterocyte Inflammatory Stem-like Transit-
amplifying 

CR

Transit-am-
plifying CS

rokowanie dobre pośrednie pośrednie złe złe dobre

leczenie adiuwan-
towe

nie FOLFIRI FOLFIRI FOLFIRI nie nie

leczenie raka jelita 
grubego z przerzu-
tami

FOLFIRI ? ? FOLFIRI inhibitory 
c-MET

cetuksimab

mRNA MUC2+ 
TFF3+

MUC2+ 
TFF3-

RARRES3+ SFRP2+ CFTR+, 
FLNA+

CFTR+, 
FLNA–

IHC MUC2+ 
TFF3+

MUC2+ 
TFF3–

RARRES3? ZEB1+ CFTR+, 
FLNA?

CFTR+, 
FLNA?
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6. �Krążące komórki nowotworowe 
i pozakomórkowe DNA (cfNA) jako 
źródło materiału diagnostycznego 
w przyszłości, tzw. biopsja płynów 

Wśród chorych onkologicznych za 90% zgonów 
odpowiada uogólniona choroba nowotworowa [77]. 
Nierzadko w przypadku zaawansowania choroby no-
wotworowej (rak płuca, jelita czy piersi) są trudności 
w  pozyskaniu materiału diagnostycznego. Sytuacja 
ta wprowadza dodatkowy czynnik obciążający i stre-
sujący, obok choroby nowotworowej dla pacjenta. 
Potrzeba więc poszukiwania innych źródeł materia-
łu, który byłby łatwo pobierany, dostarczał danych 
diagnostycznych do regularnego monitorowania 
skuteczności leczenia. Materiałem o  takich cechach 
jest krew obwodowa, która dociera do wszystkich 
komórek organizmu [78]. Od XIX w. wiadomo, że 
we krwi pacjentów z nowotworami niehematologicz-
nymi krążą komórki nowotworowe (circulating tumo-
ur cells – CTC) [79]. Krążące komórki nowotworowe 
biorą udział w  powstawaniu przerzutów odległych. 
Są to komórki, które pochodzą z guza pierwotnego 
i  za pośrednictwem krwiobiegu docierają w miejsca 
utworzenia przerzutu odległego [80]. Pierwszy opis 
CTC pochodzi z 1869 r. [79]. Dotyczy obserwacji wy-
stępowania we krwi komórek podobnych do tworzą-
cych guzy poczynionej przez australijskiego lekarza 
Thomasa Ashwortha [79]. Jednakże dopiero ponad 
130 lat później dzięki postępowi technologicznemu 
udało się zacząć systematycznie badać CTC [81]. 
Opublikowane dane wskazują na znaczenie progno-
styczne monitorowania ilości CTC w  leczeniu raka 
jelita grubego. Pomiar ilości CTC jest niezależnym 
czynnikiem rokowniczym w raku jelita grubego [82, 
83]. Obecnie dzięki selektywnemu wzbogacaniu tych 
komórek możliwe stało się wykrywanie w nich muta-
cji predykcyjnych [24]. Obecnie trwają intensywne 
badania kliniczne oceniające znaczenie CTC w  dia-
gnostyce i monitorowaniu skuteczności leczenia no-
wotworów litych [84, 85].

W  XX w. dowiedziono również, że w  osoczu 
pobranym od pacjentów onkologicznych można 
wykryć pozakomórkowe kwasy nukleinowe (circulating 
tumor DNA – ctDNA) [86]. Wolno krążące kwasy 
nukleinowe (circulating free nucleic acids – cfNA) mogą 
być uwalniane przez normalne komórki, komórki 
podścieliska nowotworu oraz same komórki nowo-
tworowe. Uwalnianie cfNA może być spowodowa-
ne nekrozą i apoptozą. Źródłem ctDNA są komórki 
nowotworowe, które ulegają apoptozie [86, 87]; 
ctDNA stanowi 1,4–47,9% cfNA w krwiobiegu pa-
cjentów onkologicznych [88]. ctDNA jest obecne 
u  50–75% pacjentów z  zaawansowanym, jak rów-
nież zlokalizowanym nowotworem (np. rak trzustki, 
piersi, jelita, nerki, mózgu). W  przypadku raka je-
lita grubego ctDNA można wykryć u 70% pacjen-

tów z  chorobą zlokalizowaną oraz do 100% z  cho-
robą uogólnioną [89, 90]. Pochodzące z  komórek 
nowotworowych ctDNA jest zwykle pofragmento-
wane i małej długości ok. 100 bp [91]. Inni autorzy 
wskazują, że wielkość ctDNA uwolniona z komórek 
w wyniku apoptozy wynosi 200 bp. Z kolei cfDNA 
uwolnione w wyniku nekrozy może być dłuższe niż 
200 bp (wielkość nukleosomalnego DNA) [92, 93]. 
W przypadku raka jelita grubego proporcja zmuto-
wanego allelu KRAS może sięgać 0,13–69% (me-
diana 10,5%) w  porównaniu z  allelem bez mutacji 
[90, 91]. Wykazano, że czułość i  specyficzność oce-
ny mutacji BRAF V600E w ctDNA w porównaniu 
z  tkanką guza wyniosły 100%. W  przypadku mu-
tacji w KRAS specyficzność i czułość wyniosły odpo-
wiednio 98% i 92% [90]. Udowodniono, że analiza  
ctDNA (obecność mutacji KRAS) może mieć znacze-
nie diagnostyczne, prognostyczne i predykcyjne (dla 
terapii celowanych) w raku jelita grubego [92]. Dużą 
zaletą analizy ctDNA jest możliwość wcześniejszego 
– nawet do 10 miesięcy – wykrycia progresji choroby 
w porównaniu z metodami radiologicznymi [28, 94]. 
W przypadku raka jelita grubego za pomocą analizy 
ctDNA zrekonstruowano mutacje w całym genomie 
na poziomie chromosomów (translokacje, delecje, 
amplifikacje) [88]. Próbuje się również wykorzystać 
ctDNA jako narzędzie skriningowe [95]. Jednak po-
trzeba jeszcze czulszych metod do detekcji ctDNA, 
opartych np. na masowym równoległym sekwencjo-
nowaniu, zdolnych wykryć w próbce allel z mutacją 
stanowiącą ok. 0,2% cfNA [96].

7. Wybór przypadku

7.1. �Wskazania do wykonania testu – zalecenia 
kliniczne

Zgodnie z  zaleceniami NCCN (National Com-
prehensive  Cancer  Network) [97] wszyscy pacjenci 
z przerzutowym rakiem jelita grubego (stadium 
IV) powinni mieć oznaczony status genów KRAS 
i  NRAS zwalidowaną metodą. Badanie mutacji 
w BRAF i PIK3CA nie jest zalecane jako rutynowy 
test predykcyjny. 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 zostać wykonane testy 
KRAS i NRAS?

Obecnie rekomenduje się oznaczenie mutacji 
w KRAS i NRAS u pacjentów z rakiem jelita gru-
bego w momencie zdiagnozowania przerzutów. 
Nie jest to równoznaczne z rekomendacją stosowania 
leczenia anty-EGFR w  pierwszej linii chemioterapii 
u pacjentów z  rakiem jelita grubego z przerzutami, 
ale ma na celu lepsze zaplanowanie leczenia. Ten 
sposób wymaga sprawnego dostarczenia bloczków 
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do pracowni, w  której takie badania się wykonuje. 
Najszybciej można to zrobić, gdy genotypowanie od-
bywa się w zakładzie patomorfologii, który wykonał  
badanie histopatologiczne, ponieważ bloczki i prepa-
raty histologiczne (potrzebne do wyboru odpowied-
niego bloczka) już się tam znajdują lub gdy pracownie 
histopatologii i biologii molekularnej są w strukturach 
jednej jednostki w bliskim kontakcie. Alternatyw-
na propozycja, aby genotypowanie RAS wykonywać 
w każdym przypadku po ustaleniu rozpoznania raka 
jelita grubego, ma pewne zalety, ale również poważne 
ograniczenia. Główną zaletą jest to, że od razu wiado-
mo, czy celowana terapia anty-EGFR w ogóle będzie 
możliwa u danego chorego. Istnieją dwa ważne argu-
menty przeciwko takiemu postępowaniu: 
• �wykonywanie pewnej liczby kosztownych, a jedno-

cześnie niepotrzebnych badań (chorzy, którzy nie 
będą mieli przerzutów); problem ten można czę-
ściowo rozwiązać, ograniczając się do wykonywania 
genotypowania w momencie ustalenia rozpoznania 
tylko w ściśle określonej podgrupie chorych na raka 
jelita grubego z cechami złego rokowania (dużego 
prawdopodobieństwa wystąpienia przerzutów); 

• �w miarę jak rośnie liczba genów, w których powin-
no się oceniać mutacje, aby podjąć decyzję co do le-
czenia anty-EGFR, należałoby powtórnie testować 
raki jelita grubego, które już uprzednio genotypo-
wano tylko w ograniczonym zakresie.

7.3. �Czy ekspresja białka EGFR ma znaczenie 
w kwalifikacji pacjentów do badania 
mutacji w RAS i w kwalifikacji do leczenia 
anty-EGFR?

Nadekspresja białka EGFR występuje w  różnych 
rakach, w tym w 72–97% raków jelita grubego [98,  
99]. Immunohistochemiczna ocena ekspresji EGFR 
jako czynnika predykcyjnego dla terapii za pomo-
cą mAb anty-EGFR nie spełniła pokładanych w niej 
nadziei, chociaż początkowo (2004 r.) FDA zaapro-
bowała diagnostyczny test (EGFR PharmDx™ Kit) 
i leczenie cetuksimabem lub panitumumabem w raku 
jelita grubego z ekspresją białka EGFR [100]. W wie-
lu pracach wykazano jednak, że ocena ekspresji białka 
EGFR w raku jelita grubego za pomocą IHC nie po-
zwala na przewidywanie odpowiedzi na leczenie, które 
może być skuteczne również w rakach jelita grubego 
niewykazujących ekspresji EGFR [101–104]. 

Oprócz możliwych przyczyn związanych z  me-
todyką IHC i  oceną reakcji IHC możliwe są także 
inne istotne powody, dla których ocena IHC eks-
presji EGFR nie zyskała rangi czynnika predykcyj-
nego w  raku jelita grubego. Jakość reakcji IHC na 
obecność ekspresji EGFR zależy w  dużym stopniu 
od sposobu utrwalenia tkanki oraz czasu przecho-
wywania materiału (nawet w  tak krótkim okre-
sie jak 3–24 miesięcy) [105]. Ze względu na po-
wyższe można stwierdzić, że publikowane wyniki 

korelacji immunohistochemicznej ekspresji EGFR  
z rokowaniem lub terapią są mało wiarygodne, ponie-
waż zwykle wykorzystują bloczki z różnych instytucji 
przechowywane przez różny czas (od miesięcy do lat), 
w różnych warunkach archiwizacji oraz różnie utrwa-
lone [106]. Ponadto EGFR na powierzchni komórki 
znajduje się w dwóch postaciach: high-affinity i  low-
-affinity (stanowi większość receptorów, ale w  nie-
wielkim stopniu aktywuje kinazę tyrozynową, co jest 
niezbędne do aktywacji ścieżki sygnałowej poniżej 
EGFR). Niestety, stosowane przeciwciała nie „widzą” 
różnicy między tymi dwoma rodzajami receptorów 
[107, 108].

Z  podanych wyżej powodów rutynowe bada-
nie białka EGFR obecnie nie jest rekomendo-
wane. Zgodnie ze współczesnym stanem wie-
dzy i  jednoznacznymi rekomendacjami, żaden 
pacjent nie powinien zostać wykluczony z  le-
czenia cetuksimabem lub panitumumabem na 
podstawie braku ekspresji białka EGFR w guzie! 
[106] Niestety obecnie w Polsce zgodnie z Obwiesz-
czeniem Ministra Zdrowia z dnia 1 stycznia 2015 r. 
[109] ocena ekspresji białka EGFR jest wymagana 
przy kwalifikacji do leczenia cetuksimabem i panitu-
mumabem. Za dodatni jest uznawany odczyn „w co 
najmniej 1% komórek nowotworowych” [109], 
niezależnie od tego, czy jest to odczyn błonowy czy 
cytoplazmatyczny, gdyż obwieszczenie tego nie pre-
cyzuje. Szczególnie odczyn cytoplazmatyczny daje 
dużą dowolność interpretacji, co można w obecnym 
stanie prawnym wykorzystać na korzyść pacjenta. 
Wiele wysiłku w ostatnich latach włożono, aby ba-
danie mutacji RAS wykonywać zwalidowanymi me-
todami w ośrodkach, które poddają się zewnętrznej 
kontroli jakości. Niestety, wysiłek ten jest marnowa-
ny poprzez badanie ekspresji białka EGFR w rakach 
jelita grubego z przerzutami niezwalidowanymi me-
todami, a jakość tych badań nie jest w żaden sposób 
kontrolowana. 

7.4. �Znaczenie heterogenności nowotworu pod 
względem występowania mutacji w KRAS

Wyniki ostatnich badań dostarczyły dowodów na 
niezwykłą heterogenność raka jelita grubego pod 
względem występowania mutacji w  KRAS (a  rów-
nież w BRAF i PIK3CA) [3]. W raku jelita grubego, 
w którym stwierdza się tzw. klonalną heterogenność 
pod względem obecności mutacji KRAS, występują 
dwie subpopulacje komórek nowotworowych: jedna 
z  mutacją w  KRAS i  druga bez mutacji, albo dwie 
subpopulacje, z których każda charakteryzuje się in-
nymi mutacjami. Istnienie niewielkiego klonu komó-
rek nowotworowych z mutacją w KRAS w raku jelita 
grubego „bez mutacji”, może nie tylko mieć znacze-
nie dla kwalifikacji chorych do leczenia anty-EGFR, 
ale również zwiastować możliwość powstania oporno-
ści w trakcie takiej terapii, ponieważ w czasie lecze-
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nia komórki rakowe z mutacją mają szansę uzyskać 
liczebną przewagę [28, 94]. Niestwierdzenie takiej 
subpopulacji poważnie utrudnia przewidywanie re-
akcji na leczenie anty-EGFR [110–112]. Początkowo 
tylko w pojedynczych pracach w piśmiennictwie opi-
sano przypadki heterogenności pod względem muta-
cji w KRAS w  raku jelita grubego (w obrębie guza 
pierwotnego) [113–117]. Z badań tych wynikało, że 
mniejszość raków jelita grubego wykazuje mieszaninę 
subpopulacji komórek rakowych z mutacją w ekso-
nach 2 i 3 KRAS i subpopulacji bez mutacji. Ponadto, 
nawet gdy taka sytuacja miała miejsce, komórki no-
wotworowe z mutacją KRAS zajmowały ponad 80% 
powierzchni badanego skrawka w ponad 75% przy-
padków raka jelita grubego [116]. Z kolei w 30 przy- 
padkach wykazano całkowitą zgodność genotypu 
KRAS w  biopsji z  rakiem jelita grubego i  w  całym 
usuniętym guzie [118]. Porównując występowanie 
mutacji w centrum guza i na jego inwazyjnym obwo-
dzie, stwierdzono heterogenność obecności mutacji 
w KRAS, BRAF i PIK3CA odpowiednio w 8%, 1% 
i 5% pierwotnych raków jelita grubego [115]. Piro-
sekwencjonowanie dostarczyło dowodów na dużego 
stopnia klonalną heterogenność pomiędzy centrum 
i obwodem raka jelita grubego (różnice występowały 
w blisko 44% przypadków). Stwierdzono współwy-
stępowanie mutacji w  PIK3CA i  BRAF lub KRAS 
w  znacznym odsetku przypadków raka jelita gru-
bego. Występowanie dwóch różnych mutacji KRAS 
w różnych częściach tego samego raka jelita grubego, 
jak również heterogenność mutacji wewnątrz guza 
(np. obecność mutacji w  centrum a nieobecność na 
obwodzie lub odwrotnie) świadczy o  bardzo dużej 
molekularnej heterogenności raka jelita grubego, 
która może znajdować odzwierciedlenie w przebiegu 
choroby i reakcji na leczenie. Z tego punktu widzenia 
szczególnie interesujące jest współwystępowanie mu-
tacji w  KRAS/PIK3CA, gdyż powoduje ono jedno- 
czesną aktywację ścieżek sygnałowych PI3K/AKT/
mTOR i  RAS/RAF/MEK, co może mieć związek 
z  opornością na leczenie inhibitorami PI3K/AKT/
mTOR [3].

W świetle wyników omówionych powyżej badań 
trzeba podkreślić niezwykle istotne kliniczne znacze-
nie metod wykrywania mutacji RAS, które charakte-
ryzują się wysoką czułością oraz powtarzalnością wy-
ników i są certyfikowane do badań in vitro (CE-IVD), 
a jednocześnie są to procedury laboratoryjne stosun-
kowo proste i szybkie. Warto wspomnieć, że terapia 
anty-EGFR została zaaprobowana na podstawie wy-
ników uzyskanych właśnie z wykorzystaniem metod 
o  wysokiej czułości. Takie testy o  wysokiej czułości 
pozwalają wykryć niewielkie liczbowo klony komórek 
z mutacjami w KRAS w guzach, które byłyby okre-
ślone jako niewykazujące mutacji przy zastosowaniu 
metod detekcji mutacji o mniejszej czułości (jak np. 
sekwencjonowanie metodą Sangera), a  tym samym 

pozwalają zidentyfikować pacjentów opornych na le-
czenie anty-EGFR. Malapelle i wsp. [26], wykorzy-
stując metody o  wysokiej czułości, zidentyfikowali 
o 8% więcej mutacji KRAS u  chorych opornych na 
leczenie cetuksimabem, a Molinari i wsp. [24] wyka-
zali obecność dodatkowo wykrytych mutacji KRAS 
w prawie 11% raków jelita grubego w porównaniu 
z  wynikami sekwencjonowania. Wykazano też, że 
ocena mutacji w KRAS metodami o wysokiej czuło-
ści lepiej koreluje z wynikami terapii anty-EGFR niż 
ocena za pomocą sekwencjonowania [24–27, 29–31]. 
Opublikowana ostatnio (w 2014 r.) metaanaliza pro-
wadzi do takich samych wniosków [31]. W podsu-
mowaniu autorzy stwierdzają, że metody detekcji 
o  wysokiej czułości i  specyficzności wykorzystujące 
PCR, wykrywając dodatkowych pacjentów z muta-
cjami w KRAS zwiększają średnie przeżycie chorych 
i przeżycie do wystąpienia progresji choroby. Ponad-
to pozwalają chorym z mutacjami w KRAS uniknąć 
niepotrzebnego leczenia anty-EGFR z jego skutkami 
ubocznymi, a  dają tym chorym szansę na wdroże-
nie odpowiedniego dla nich leczenia. Wykorzystanie 
metod opartych na PCR do oceny raka jelita grube-
go, w  których uprzednio sekwencjonowaniem nie 
stwierdzono mutacji miało związek z  wydłużeniem 
czasu przeżycia chorych. Natomiast w  grupie cho-
rych z wykrytą już mutacją w KRAS efektu tego nie 
stwierdzono. Zastosowanie metodologii o  zwiększo-
nej czułości pozwala wykryć klonalną heterogenność 
KRAS nawet w  ok. 50% przypadków raków jelita 
grubego [3]. 

Wykrycie klonalnej heterogenności zależy zatem 
od czułości metody stosowanej do oceny mutacji 
KRAS. Nawet w materiale poddanym mikrodyssekcji 
subpopulacje komórek nowotworowych z mutacjami 
w KRAS mogą być liczbowo niewielkie, co wymaga 
metod analitycznych o dużej czułości. W idealnej sy-
tuacji, jeżeli materiał uzyskany drogą mikrodyssekcji 
zawiera ok. 90% komórek rakowych, zastosowana 
metoda detekcji mutacji KRAS powinna dawać moż-
liwość wykrycia subpopulacji ok. 1–2% komórek 
nowotworowych z mutacją. W odniesieniu do testu 
o znaczeniu predykcyjnym nie jest to wymaganie spe-
cjalnie wygórowane, biorąc pod uwagę, że minimalny 
wymagany odsetek komórek rakowych wykazujących 
ekspresję receptora estrogenów w raku sutka wynosi 
1% dla terapii antyestrogenowej [119]. Podsumo-
wując, należy stwierdzić, że tylko metody detekcji 
mutacji cechujące się wysoką czułością i specyficzno-
ścią pozwalają na stratyfikację chorych na raka jelita 
grubego, która umożliwia najlepsze wykorzystanie 
istniejących obecnie sposobów celowanej terapii.

Z  praktycznego punktu widzenia można ograni-
czyć się do następujących rekomendacji. Do badania 
mutacji RAS należy wykorzystywać materiał z usu-
niętego guza (cały przekrój guza), a nie z biopsji endo- 
skopowej. Jeżeli jedynie taka biopsja jest dostępna 
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i nie stwierdzono w niej mutacji RAS, nie ma uzasad-
nienia w piśmiennictwie dla ponawiania biopsji, aby 
wykluczyć ewentualną heterogenność. 

7.5. �Czy należy genotypować pierwotny rak 
jelita grubego czy przerzuty?

Wyniki przeprowadzonej metaanalizy [120] wska-
zują na bardzo wysoki stopień korelacji wystę-
powania mutacji w  KRAS w  guzie pierwotnym 
i  w  przerzutach (ok. 94% zgodności). Zastosowa-
nie techniki sekwencjonowania następnej generacji 
(next generation sequencing – NGS) wykazało nawet 
100-procentową zgodność w  przypadku KRAS, 
NRAS i BRAF pod względem występowania muta-
cji w guzie pierwotnym i przerzucie (badano niemal 
wyłącznie przerzuty w  wątrobie) [121]. Jednak-
że ta zgodność wyników w pewnym stopniu zależy 
od umiejscowienia przerzutów [122] i  jest mniejsza 
w  przypadku przerzutów do płuc i  węzłów chłon-
nych. W  odniesieniu do węzłów chłonnych hetero-
genność występowała w  31% (KRAS), 4% (BRAF) 
i  13% (PIK3CA) przypadków. Ze względu na zbyt 
duże rozbieżności między guzem pierwotnym i prze-
rzutowym Baldus i wsp. [115] nie rekomendują po-
bierania materiału do oceny mutacji w KRAS z prze-
rzutów w węzłach chłonnych. Chociaż wydaje się, że 
jeżeli tkanka z przerzutu jest dostępna (z wyjątkiem 
węzłów chłonnych), wskazane byłoby wykonanie ge-
notypowania w tym materiale, to nie ma dostatecznie 
udokumentowanych danych w  piśmiennictwie, aby 
rekomendować wykonywanie biopsji przerzutu spe-
cjalnie w celu genotypowania KRAS i NRAS. 

8. �Kwestie przedanalityczne badania 
mutacji somatycznych

8.1. Typ materiału przydatnego do diagnostyki

Do oceny mutacji somatycznych można wykorzy-
stać różnego typu materiał biologiczny: tkankę po-
operacyjną świeżą i utrwaloną, materiał cytologiczny 
świeży i utrwalony.

8.1.1. Tkanka pooperacyjna

Zdecydowanie najlepszym materiałem do diagno-
styki jest materiał pooperacyjny. Zwykle wybiera się 
do diagnostyki materiał dostępny w  laboratorium, 
ponieważ liczy się czas wykonania badania. Zaletą 
materiału pooperacyjnego jest możliwość oceny jego 
komórkowości. Umożliwia to wykonanie makro- lub 
mikrodyssekcji w  celu wzbogacenia zawartości ko-
mórek nowotworowych wybranych do izolacji DNA. 
Ułatwia to wybór metody diagnostycznej.

Głównie do diagnostyki jest wykorzystywany 
materiał utrwalony w 10-procentowej zbuforowanej 
formalinie. Utrwalenie materiału i wykonanie w po-
staci bloczków parafinowych powoduje, że jakość 

tego materiału jest słabszej jakości. Proces wykonania 
bloczka prowadzi do fragmentacji DNA [123]. Może 
to powodować trudności w przeprowadzeniu badania 
lub nawet całkowicie je uniemożliwić. Opisano, że 
proces utrwalania może czasami wprowadzać modyfi-
kacje chemiczne nukleotydów, których rezultatem są 
artefaktowe mutacje [124]. W rezultacie może spo-
wodować to uzyskanie wyniku fałszywie dodatniego, 
który oznacza dla pacjenta wykluczenie z potencjal-
nie skutecznej terapii. Obecnie opracowano strategie 
postępowania z materiałem utrwalonym w  formali-
nie, które minimalizują ryzyko wykrycia artefaktowej 
mutacji zarówno w  badaniu pojedynczych mutacji, 
jak i w technice NGS [125–127]. Do izolacji DNA 
potrzeba 3–5 niebarwionych skrawków w zależności 
od masy guza oraz preparatu HE z zaznaczoną masą 
guza. Należy nadmienić, że preparaty histopatolo-
giczne po skrojeniu należy wykorzystać w ciągu kil-
ku dni, ponieważ DNA może degradować w wyniku 
oksydacji.

Diagnostykę raka jelita grubego można również 
przeprowadzić, wykorzystując do tego celu świe-
ży materiał pooperacyjny, wybrany przez patologa 
i przekazany do diagnostyki lub materiał uprzednio 
zamrożony i przechowywany w temperaturze –80°C. 
Materiał ten jest bardzo dobrej jakości. Wadą jest na-
tomiast brak mikroskopowej oceny zawartości komó-
rek nowotworowych. Rozwiązaniem tego problemu 
mogłoby być wykonanie preparatu mrożonego i oce-
na jego komórkowości. W obu przypadkach (materiał 
świeży lub mrożony) możliwe jest zabezpieczenie ma-
teriału metodą awers–rewers. W  trakcie pobierania 
przez patologa materiału do diagnostyki awers jest 
przekazywany do wykonania preparatu mrożonego 
lub histopatologicznego (klasycznego), natomiast re-
wers do mrożenia lub bezpośredniego wykonania ba-
dania molekularnego. Dlatego po zakończonej ocenie 
mikroskopowej możliwe jest oszacowanie komórko-
wości materiału świeżego lub mrożonego, który zo-
stanie przeznaczony do wykonywania diagnostyki 
molekularnej.

Obecnie standardem jest prowadzenie diagnostyki 
molekularnej na bazie bloków parafinowych. Jest to 
proces najmniej skomplikowany, a badania moleku-
larne są naturalnym uzupełnieniem badania histo-
patologicznego. Z kolei w przypadku wykorzystania 
materiału świeżego powstają trudności wynikające 
z reorganizacji pracy oraz dodatkowych nakładów fi-
nansowych.

8.1.2. Materiał cytologiczny

W  przypadku braku materiału pooperacyjnego 
do diagnostyki raka jelita grubego można wykorzy-
stać materiał cytologiczny, który również umożliwia 
ocenę liczby komórek nowotworowych. Wykorzy-
stanie rozmazów wiąże się ze zniszczeniem preparatu 
w sytuacji, gdy jest dostępne kilka szkiełek. Z kolei 
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w  przypadku tylko jednego preparatu możliwe jest 
wybranie przez patologa części preparatu do zeskro-
bania w  celu wykonania badania molekularnego, 
a  następnie powtórne zaklejenie preparatu. W  ten 
sposób reszta preparatu pozostaje diagnostyczna 
i jest ciągle elementem dokumentacji pacjenta. Bez-
pośrednie i  szybkie utrwalanie w alkoholu powodu-
je, że DNA jest bardzo dobrej jakości do wykonania 
analiz molekularnych. Nie zaleca się stosowania in-
nych utrwalaczy.

W celu przyspieszenia diagnostyki można również 
po zakończeniu biopsji i  wykonaniu rozmazów za-
bezpieczyć resztki materiału, dodatkowo przepłuku-
jąc igłę zbuforowanym roztworem soli fizjologicznej. 
Tak uzyskany materiał zamraża się w  temperaturze 
–80°C. Decyzję o wykonaniu badania z  tego mate-
riału podejmuje się po uzyskaniu wyników z biopsji 
oceniającej obecność wystarczającej liczby komórek 
nowotworowych. Jest to bardzo dobrej jakości mate-
riał do wykonania analiz molekularnych.

8.1.3. Cytoblok

Materiał zabezpieczony w  postaci cytoblo-
ku również może zostać wykorzystany do analizy 
molekularnej w przypadku, gdy nie ma materiału po-
operacyjnego oraz nie można wykorzystać rozmazów. 
Technika cytobloku umożliwia procentową ocenę za-
wartości komórek nowotworowych. DNA jest dobrej 
jakości do wykonania badań molekularnych.

8.2. �Zawartość komórek nowotworowych 
w preparacie

W zależności od czułości zastosowanej metody wy-
magana zawartość komórek nowotworowych w pre-
paracie może wynosić od 1–5% (techniki qPCR) do 
50% (technika sekwencjonowania metodą Sangera; 
tab. III).

8.3. Makro- i mikrodyssekcja

W  celu zwiększenia odsetka komórek rakowych 
w badanym preparacie, a co za tym idzie – zwiększe-
nia ilości DNA pochodzącego z  komórek rakowych 
w stosunku do DNA pochodzącego z komórek pod-
ścieliska, stosuje się makro- lub mikrodyssekcję [128]. 
Mikrodyssekcję można podzielić na manualną (pod 
mikroskopem) i  laserową. Mikrodyssekcja laserowa 
jest najdokładniejszą techniką, zapewniającą niemal 
100-procentową populację komórek rakowych w ba-
danym materiale. Jednak aż taki poziom dokładności 
nie jest wymagany w badaniu mutacji somatycznych, 
dlatego techniki tej nie wykorzystuje się do rutyno-
wych badań. Poza tym mikrodyssekcja laserowa wy-
maga drogiego sprzętu i jest czasochłonna.

W makrodyssekcji preparat zabarwiony HE uży-
wany jest jako wzorzec, na którym obrysowuje się 
utkanie raka. Następnie na niezabarwionym prepara-

cie przeznaczonym do izolacji DNA należy postarać 
się zidentyfikować miejsce korespondujące z  rakiem 
na preparacie HE i  zdrapać do probówki za pomo-
cą sterylnego skalpela lub igły bez otaczającej tkanki 
(na ile jest to możliwe). Makrodyssekcja jest techniką 
najprostszą, najszybszą, ale najmniej dokładną.

Manualna mikrodyssekcja [129] wykonywana jest 
pod standardowym mikroskopem świetlnym lub mi-
kroskopem odwróconym na zabarwionych prepara-
tach, najczęściej fioletem krezylu lub hematoksyliną. 
Barwniki te nie wpływają na ilość i  jakość izolowa-
nego DNA [130–132]. Użycie barwnika umożliwia 
łatwe zidentyfikowanie miejsca, gdzie jest rak, i jego 
dokładniejsze wycięcie bez otaczających tkanek, bez 
większych pól martwicy i  ognisk włóknienia we-
wnątrz guza oraz bez niezmienionej błony śluzowej 
jelita oraz części adenomatycznej. Następnie utkanie 
raka jest zdrapywane ze szkiełka podstawowego do 
probówki za pomocą sterylnego skalpela lub igły. 
Można również zrobić odwrotnie – najpierw usunąć 
za pomocą skalpela lub igły podścielisko i otaczającą 
tkankę, a później zdrapać to, co zostało, do probów-
ki. Technika ta jest bardzo prosta, nieznacznie bar-
dziej czasochłonna niż makrodyssekcja, ale zapewnia 
większą dokładność i daje pewność, że miejsce, któ-
re zostało wycięte, na pewno zawiera utkanie raka. 
W połączeniu z technikami diagnostycznymi o wyso-
kiej czułości zapewnia jeszcze wyższą jakość badania 
i daje możliwość wykrycia klonów komórek z muta-
cjami, co ma znaczenie kliniczne i  zapewnia lepszą 
odpowiedź na leczenie anty-EGFR [24–27, 29–31]. 
Kombinacja najlepszych technik możliwych do zasto-
sowania w badaniach rutynowych (manualna mikro
dyssekcja plus technika diagnostyczna o  wysokiej 
czułości) eliminuje konieczność oceny komórkowości 
w badanym preparacie, która jest elementem bardzo 
subiektywnym [128, 133, 134] i ocenianym w pre-
paracie HE, który nie zawsze odpowiada zawartości 
głębiej skrojonych preparatów. Dlatego też manualna 
mikrodyssekcja jako technika najbardziej optymalna 
powinna być stosowana w każdym przypadku bada-
nia mutacji somatycznych.

8.4. Izolacja DNA

Metoda izolacji DNA jest bardzo ważna, ponieważ 
brak wydajnej izolacji, szczególnie z  materiału zde-
gradowanego lub skąpokomórkowego, może skutko-
wać niemożnością wykonania badania. Ważnym eta-
pem jest pomiar stężenia wyizolowanego DNA i jego 
czystości (mierzony spektrofotometrycznie stosunek 
260/280 powinien zawierać się w przedziale pomię-
dzy 1,8 a 2,0). Ostatnie badania wskazują jednak, że 
pomiar spektrofotometryczny pięciokrotnie zawyża 
wartość stężenia DNA w stosunku do pomiaru pro-
wadzonego za pomocą metod opartych na fluorescen-
cyjnych barwnikach interkalujących DNA czy qPCR 
[135]. Na rynku jest obecnych wiele zestawów do 
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izolacji DNA z bloków parafinowych. Dobrej jakości 
DNA uzyskuje się, wykorzystując zestawy zawierają-
ce kolumienki ze złożem krzemionkowym oraz kulki 
magnetyczne (np. Maxwell 16 z CE-IVD, Promega, 
USA). Użycie zestawów do izolacji zapewnia dobrą 
jakość i powtarzalność izolacji DNA na potrzeby dia-
gnostyki molekularnej.

9. �Metody diagnostyczne wykorzystywane 
w patologii molekularnej raka jelita 
grubego 

Wybór metody diagnostycznej powinien być uza-
leżniony od jakości materiału oraz zawartości komó-
rek rakowych. Laboratorium powinno dysponować 
przynajmniej dwiema technikami służącymi do wy-
krywania mutacji somatycznych, najlepiej testem 
CE-IVD opartym na qPCR oraz testem z zastosowa-
niem sekwencjonowania metodą Sangera. W Polsce 
wciąż jednak jest to kosztowne, podraża wykonanie 
badania oraz wydłuża czas jego wykonania. Porów-

nanie najważniejszych metod diagnostycznych wyko-
rzystywanych do wykrywania mutacji somatycznych 
przedstawiono w tabeli III.

9.1. Sekwencjonowanie metodą Sangera

Sekwencjonowanie metodą Sangera jest uzna-
wane za złoty standard w  diagnostyce moleku-
larnej (ryc. 1.). Limit detekcji tej metody to tylko  
ok. 10–20% komórek nowotworowych w analizowa-
nej próbce (tab. III), co uznaje się za jej wadę [136, 
137]. Metoda ta jest czaso-chłonna i wymaga inwe-
stycji w drogi sprzęt. Jest też wrażliwa na degrada-
cję DNA – niejednokrotnie degradacja uniemożliwia 
uzyskanie wyniku badania. Wielką zaletą tej metody 
jest to, że wykrywa wszystkie mutacje obecne w po-
równaniu z  testami qPCR, które wykrywają tylko 
hot spoty. W trakcie analizy i  interpretacji wyników 
sekwencjonowania należy zwrócić uwagę na: zawar-
tość komórek nowotworowych w preparacie, wykry-
cie niespotykanych mutacji nieopisywanych w bazie 
COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) 
czy piśmiennictwie, gdyż mogą być wynikiem pro-
cesu utrwalania.

9.2. Pirosekwencjonowanie

Pirosekwencjonowanie to metoda, która opiera się 
na sekwencjonowaniu poprzez syntezę łańcucha DNA 
i  identyfikowaniu ilości wbudowanego nukleoty-
du za pomocą wykrycia ilości uwolnionego w czasie 
wbudowywania nukleotydu pirofosforanu. Charak-
teryzuje się większą czułością w  porównaniu z  se-

Tabela III. Charakterystyka metod wykorzystywanych w diagnostyce molekularnej genów RAS

Metoda Czułość 
metody 
(LOD)*

Zalety Wady CE-IVD

sekwencjonowanie  
metodą Sangera

10–20% wykrywa wszystkie mutacje  
i je identyfikuje

jest pracochłonna i mało 
czuła, wrażliwa na 
degradacje DNA

brak, wymagana 
walidacja wewnętrzna

pirosekwencjonowanie 1–5% wykrywa wszystkie mutacje  
i je identyfikuje,  

jest metodą ilościową 

jest pracochłonna, 
analizuje krótkie odcinki

są obecne na rynku 
testy

HRM 5%  jest tania i szybka wykrywa wszystkie 
mutacje, ale ich nie 

identyfikuje, wrażliwa 
na jakość DNA

brak, wymagana 
walidacja wewnętrzna

qPCR ok. 1% jest szybka, mniej wrażliwa 
na degradację DNA

wykrywa ograniczoną 
liczbę mutacji, testy są 

drogie

są obecne na rynku 
testy

NGS 1–5%** wykrywa wszystkie mutacje 
i je identyfikuje

jest pracochłonna 
i droga

brak, wymagana 
walidacja wewnętrzna

*LOD – granica czułości, oznacza minimalną zawartość procentową allelu z mutacją w preparacie, którą wykrywa dana metoda (limit of detection); CE-IVD – certy
fikat do badań in vitro; HRM  – metoda wysokorozdzielczej analizy krzywych topnienia (high resolution melting); qPCR – reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie 
rzeczywistym (quantitative polymersae chain reaction, real time polymerase chain reaction); NGS – sekwencjonowanie nowej generacji, masowe równoległe sekwencjo
nowanie (next-generation sequencing, massively parallel sequencing)
**Zwiększając liczbę cząsteczek DNA sekwencjonowanych (pokrycie – ang. coverage) pochodzących z jednej próbki kosztem liczby próbek analizowanych w jednym 
eksperymencie, można zwiększyć czułość metody

Rycina 1. KRAS w eksonie 2 c.35G>A, p.G12D
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kwencjonowaniem metodą Sangera (1–5%; tab. III)  
i wysoką przepustowością (analiza 96 próbek w jed-
nym etapie reakcji) [137, 138]. Jest jednak metodą 
czasochłonną i  wymaga specjalistycznego sprzętu. 
Wadą jej jest również analiza stosunkowo krótkich 
odcinków DNA, co powoduje, że aby zanalizować 
cały ekson trzeba wykonać kilka reakcji. Z  drugiej 
strony wada ta staje się jej zaletą w przypadku zde-
gradowanego DNA. Zaletą tej metody jest obecność 
dostępnych na rynku testów CE-IVD. Jest również 
metodą ilościową. Pozwala zmierzyć ilość allelu z mu-
tacją w stosunku do allelu bez mutacji [139]. 

9.3. �Wysokorozdzielcza analiza krzywych 
topnienia

Dzięki postępowi w  syntezie fluorescencyjnych 
interkalujących pomiędzy parami zasad w  DNA 
barwników stała się możliwa precyzyjna ocena de-
naturacji DNA. Rezultatem tego postępu jest po-
wstanie metody wysokorozdzielczej analizy krzy-
wych topnienia (high resolution melting – HRM). Jest 
to metoda szybka, mało pracochłonna oraz tania. 
Ma niewielkie wymagania sprzętowe. Charaktery-
zuje się czułością na poziomie ok. 5% (tab. III). Jej 
wadą jest brak identyfikacji mutacji, ponieważ me-
toda ta wykrywa tylko jej obecność. W przypadku 
wykrycia mutacji w celu jej identyfikacji należy wy-
konać sekwencjonowanie metodą Sangera. W przy-
padku obecności mutacji w próbce poniżej 10% nie 
jest jednak możliwe zidentyfikowanie mutacji za 
pomocą sekwencjonowania. Metoda ta jest wrażli-
wa na jakość DNA, ponieważ nierównomierna am-
plifikowalność może wprowadzić zmiany w profilu 
denaturacji DNA [140–143].

9.4. Real-time PCR (qPCR)

Niewątpliwie jedną z najbardziej rozpowszechnio-
nych metod diagnostycznych jest metoda reakcji łań-
cuchowej polimerazy (polymerase chain reaction – PCR) 
w  czasie rzeczywistym (qPCR) (ryc. 2.). W  porów-
naniu z  innymi przedstawionymi w  niniejszej pracy 
metodami jest uważana za jedną z najczulszych (ok. 
1% allelu z  mutacją) (tab. III), a  przy tym metoda 
jest mało pracochłonna i szybka do wykonania [144]. 
Dodatkowo na rynku dostępnych jest wiele testów do 
diagnostyki ze znakiem CE-IVD. Dzięki stosowaniu 
testów możliwe staje się porównywanie diagnosty-
ki pomiędzy laboratoriami. Metoda qPCR wykazu-
je mniejszą wrażliwość na degradację DNA oraz ma 
mniejsze wymagania, jeśli chodzi o ilość DNA. Do jej 
wykonania potrzeba tylko termocyklera PCR z  od-
czytem fluorescencji w  czasie rzeczywistym [145]. 
Wadą tej metody jest wykrywanie tylko określonej 

Rycina 2. Przykład wykrytej mutacji w KRAS w eksonie 4 
c.436G>A (p.A146T)
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Rycina 3. Przykłady wykrytych mutacji KRAS w eksonie 2 c.35G>A  (p.G12D), BRAF w eksonie 15 c.1799T>A 
(p.V600E), KRAS w eksonie 4 c.351A>T (p.K117N) w raku jelita grubego za pomocą zestawu Cancer Panel (LifeTech-
nology) z wykorzystaniem sekwenatora PGM IonTorent
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Tabela IV. Informacje, które powinny być zawarte 
w raporcie z badania mutacji somatycznych

Informacje ogólne

tytuł raportu1

nazwa i adres jednostki wykonującej badanie
nazwa i adres instytucji zlecającej badanie i nazwisko 
zlecającego onkologa
data zlecenia (jeżeli tkanka znajduje się w tym samym 
zakładzie, w którym będzie wykonane badanie) lub 
data przyjęcia materiału ze zleceniem
data raportu (wydania wyniku badania)
numer badania mutacji
numer strony i całkowita liczba stron raportu
kody procedur (analityczne i interpretacyjne), które 
zostały wykonane 

Informacje o pacjencie

imię, nazwisko i wiek
PESEL lub data urodzenia

Charakterystyka materiału otrzymanego do badania

numer bloczka/rozmazu, z którego było wykonane badanie
rodzaj tkanki do badania (np. formalina zbuforowana 
lub nie, materiał mrożony, biopsja) 
pochodzenie tkanki do badania (np. guz pierwotny, 
przerzut, wznowa)
jakość tkanki, np. nadaje się do badania, nie nadaje się 
do badania (podać przyczynę)
odsetek komórek rakowych

Metody badania 
identyfikacja najlepszego bloczka z największym odset-
kiem komórek nowotworowych: tak lub nie
metoda wzbogacenia liczby komórek nowotworowych 
w wycinku (np. makrodyssekcja, mikrodyssekcja lub 
żadna z tych metod)
metoda izolacji DNA
metoda genotypowania
nazwa testu (kitu) diagnostycznego (zalecane są testy 
z certyfikatami CE-IVD)
czułość metody
lista badanych mutacji2 lub badane eksony/regiony
numer referencyjny sekwencji badanego genu

Wynik

genotyp2

interpretacja predykcyjna (dotycząca znaczenia wyniku 
testu dla terapii)3

komentarz (jeśli jest potrzebny)4

Odpowiedzialność

imiona, nazwiska i podpisy diagnosty laboratoryjnego 
i specjalisty patologa, którzy brali udział w wykonaniu 
badania i interpretacji wyniku5

1 Powinien zawierać nazwę badanego genu/genów zgodną z wytycznymi 
HGNC (www.genenames.org) 
2 Nomenklatura musi być zgodna z rekomendacjami HGVS (www.hgvs.org/
mutnomen)
3 Na przykład: obecność mutacji w KRAS wskazuje na prawdopodobną 
oporność na leczenie anty-EGFR
4 Jakość materiału do badania, która mogła wpłynąć na wyniki testu, rekomen-
dacje co do dalszych badań itp. 
5 To znaczy: interpretacja wyniku w kontekście predykcyjnym i interpretacja 
danych źródłowych. Interpretacja danych źródłowych nie jest zadaniem 
jedynie diagnosty laboratoryjnego, ale i patologa, który również ponosi za to 
odpowiedzialność

liczby mutacji oraz koszt testów. Obecnie na rynku 
jest dostępnych wiele zestawów do diagnostyki in vitro 
opartych na metodzie qPCR, których wyczerpujący 
przegląd czytelnik znajdzie w innym opracowaniu [1].

9.5. Sekwencjonowanie nowej generacji

Masowe równoległe sekwencjonowanie jest meto-
dą polegającą na jednoczesnym sekwencjonowaniu 
wielu milionów pojedynczych fragmentów DNA czy 
cDNA o długości 30–500 pz. To metoda bardzo czu-
ła (1–5% zmutowanego allelu; tab. III), wykrywająca 
wszystkie mutacje w próbce w jednej reakcji. Można 
zwiększyć czułość metody kosztem liczby analizowa-
nych próbek w jednym cyklu pracy, jednak zwiększa to 
koszt analizy jednej próbki. Dodatkowo jest to także 
metoda ilościowa, ponieważ oprócz wiadomości o se-
kwencji poszczególnej molekuły DNA użytkownik 
dostaje również informacje o  liczbie poszczególnych 
cząsteczek z  mutacją i  bez mutacji [146]. Sekwen-
cjonowanie nowej generacji umożliwia kompleksową 
ocenę mutacji w materiale diagnostycznym. Wadą tej 
metody jest złożoność analizy, pracochłonność oraz 
koszt, jednak metodologia NGS ciągle ewoluuje i się 
upraszcza. Dotyczy to również analizy danych. Do-
datkowo tempo redukcji kosztów wykonania badania 
tą techniką systematycznie rośnie. W związku z tym 
należy oczekiwać, że już w niedługim czasie metoda 
ta prawdopodobnie wyprze wszystkie inne metody 
diagnostyczne. Zarówno ilość dostarczanych danych, 
jak i czułość metody są bezkonkurencyjne. Z punk-
tu widzenia personalizacji terapii wielką zaletą NGS 
jest analiza większej liczby genów w  jednym teście 
(od kilkunastu genów poprzez kilkaset, eksomy czy 
całe genomy) [147]. Inną wielką zaletą tej metody 
jest możliwość zastosowania do analizy DNA wyizo-
lowanego z bloczków parafinowych (ryc. 3.). Obecnie 
w diagnostyce stosuje się panele genowe. W panelu 
analizuje się zwykle kilka do kilkudziesięciu genów 
w jednej reakcji. To rozwiązanie ekonomiczne, a przy 
tym dostarczające bardzo dużej liczby danych [148–
150]. W 2013 r. jedno z urządzeń dostało certyfikat 
do diagnostyki przyznany przez FDA [147]. Niewąt-
pliwe przyszłość należy do technologii NGS.

9.6. Walidacja testów home made

W  przypadku testów z  wykorzystaniem metod, 
takich jak sekwencjonowanie metodą Sangera, HRM 
czy NGS, przed rozpoczęciem badań diagnostycznych 
konieczna jest walidacja metody. Walidacja metody 
polega na określeniu czułości, precyzji i dokładności. 
Czułość, czyli limit detekcji (limit of detection – LOD), 
oblicza się zwykle na podstawie próbek o znanej za-
wartości procentowej mutacji w przygotowanych na 
bazie DNA z  nowotworowych linii komórkowych 
zmieszanych z DNA bez mutacji. Precyzję ocenia się 
poprzez powtarzanie analizy tej samej próbki w tym 
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samym eksperymencie, pomiędzy eksperymentami, 
pomiędzy operatorami i w różnym czasie oraz warun-
kach. Dokładność odnosi się do prawidłowego wykry-
cia i zaklasyfikowania w próbce referencyjnej mutacji 
lub braku mutacji. Ocenia się czułość i specyficzność 
testu. Wykorzystuje się próbki kliniczne wcześniej ge-
notypowane zwalidowanymi metodami [151].

10. Zewnętrzna kontrola jakości

Złotym standardem w ocenie zdolności laborato-
rium do oceny mutacji jest zewnętrzna kontrola ja-
kości (external quality control – EQC). W odniesieniu 
do mutacji w  KRAS, NRAS i  BRAF tego rodzaju 
kontrola prowadzona jest m.in. pod auspicjami Euro-
pean Society of Pathology (ESP) [152, 153]. Medycyna 
oparta na faktach w  dziedzinie badań laboratoryj-
nych wymaga, aby ocena mutacji somatycznych oraz 
formułowanie wyniku takiego badania przez różne 
laboratoria, podlegały walidacji w  programie EQC. 
Udział w zewnątrzlaboratoryjnej kontroli jakości po-
zwala na identyfikacje błędów i ich eliminację, a za-
razem na sprawdzenie i walidację zaadaptowanej me-
todologii i procesu diagnostycznego w laboratorium 
[133]. W  celu zapewnienia odpowiednio wysokiej 
jakości oceny mutacji powinna być ona przeprowa-
dzana zwalidowanymi metodami, najlepiej z  wyko-
rzystaniem testów zaaprobowanych do diagnostyki 
in vitro (CE-IVD) z  obowiązkiem periodycznego 
uczestnictwa w  programach EQA (External Quality 
Asessment) organizowanych przez niezależne organiza-
cje europejskie, takie jak np. ESP.

11. Raport badania molekularnego

Raport badania molekularnego jest tylko jed-
nym, ale bardzo ważnym elementem spośród 10 eta-
pów badania molekularnego mutacji somatycznych, 
w  które patolog i  diagnosta laboratoryjny są zaan-
gażowani [1]. Wynik badania ma znaczenie klinicz-
ne, dlatego raport badania powinien być zrozumiały 
zarówno dla pacjenta, jak i  dla lekarza (onkologa). 
Powinien być swego rodzaju syntezą wyników bada-
nia mikroskopowego i molekularnego (raport zinte-
growany) i zawierać informacje zebrane w tabeli IV 
[16, 133, 152, 154–162]. Dlatego też optymalnym 
rozwiązaniem jest autoryzowanie wyniku jednocześ
nie przez patomorfologa i diagnostę laboratoryjnego 
(najczęściej biologa molekularnego). W tym ukła-
dzie patomorfolog odpowiada przede wszystkich za 
właściwe rozpoznanie nowotworu i wybór najbardziej 
wartościowego materiału do analizy molekularnej, 
zaś diagnosta laboratoryjny (biolog molekularny) – 
za wybór i właściwą walidację użytych testów dia-
gnostycznych oraz wynik badania molekularnego. 
Wspólnie ponoszą odpowiedzialności za interpretację 
wartości predykcyjnej wyniku przeprowadzonego 

testu. Gdy stwierdzono występowanie mutacji, na-
leży podać szczegółowo genotyp wg nomenklatury 
podanej w rekomendacjach Human Genome Variation 
Society (HGVS) [163]. Istotnym elementem raportu 
jest interpretacja znaczenia predykcyjnego wyników 
w  kontekście danych klinicznych danego pacjen-
ta. Interpretacja powinna opierać się na najnowszej  
literaturze przedmiotu, ponieważ rekomendacje pre-
cyzujące zasady kwalifikacji chorych na raka jelita 
grubego do odpowiedniej terapii ulegają zmianom 
w miarę, jak publikowane są nowe wyniki badań. In-
terpretacja wyników badania powinna ułatwić onko-
logowi podjęcie decyzji terapeutycznych.
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