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Rola patomorfologa w erze terapii personalizowanej
na przykladzie nowotworéw jelita grubego

Matgorzata Kotos', Anna Nasierowska-Guttmejer' 2, Anna Wasaznik-Jedras'

Rak jelita grubego (RJG) to jeden z najczestszych nowotwordw nabtonkowych rozwijajacych sie u cztowieka. Prawi-
dtowe leczenie wymaga multidyscyplinarnego podejscia do pacjenta oraz— w wybranych przypadkach — zastoso-
wania terapii celowanej. Podstawa do wyboru metody leczenia jest stopien klinicznego zaawansowania nowotworu
oraz diagnoza patomorfologiczna. Rozpoznanie nowotworu wynika z analizy obrazu mikroskopowego wraz z oceng
biomarkeréw immunohistochemicznych i molekularnych, ktére mozna podzieli¢ na dwie grupy. Grupa pierwsza to
biomarkery o wartosci diagnostycznej oraz prognostycznej. Sa one stosowane w codziennej pracy patomorfologa
i stuzg do okreslenia cech morfologicznych i klinicznych nowotworéw jelita grubego. Biomarkery drugiej grupy maja
wartos¢ predykcyjna i sg zalecane przez klinicystéw. Rola patomorfologa w erze terapii personalizowanej jest ocena
czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych, ktére wytypuja pacjentéw odnoszacych korzysc¢ z terapii celowanej
molekularnie. W raku jelita grubego przydatna klinicznie jest ocena mutacji genéw KRAS, NRAS i BRAF. Brak mutacji
w wyzej wymienionych genach wiaze sie z lepsza odpowiedzig na terapie anty-EGFR.

The pathomorphologist’s role in the era of personalised therapy regarding the case

of colorectal tumours

Colorectal cancer is one of the most common epithelial tumours amongst humans. Effective treatment requires
a multidisciplinary approach and in some cases target therapy. In order to introduce treatment both the clinical
stage and pathomorphological diagnosis have to be taken into account. An analysis of the microscopic appearance
as well as immunohistochemical and molecular tests are the basis of proper recognition. Biomarkers for diagnosis of
colorectal cancer can be divided in two groups. The first one constitutes of diagnostic and prognostic markers, which
are commonly used by pathologists. They are useful in recognition of morphological and clinical features of tumours.
The second group of biomarkers is used additionally and has predictive value. In the era of personalized therapy the
pathomorphologist’s role is to assess the prognostic and predictive biomarkers, in order to identify patients who will
benefit from the molecular targeted therapy. In the case of colorectal cancer mutations of genes: KRAS, NRAS and BRAF
are clinically significant. Lack of aforementioned mutations correlates with a better response to anti-EGRF therapy.
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Wprowadzenie

Rak jelita grubego (13% u mezczyzn, Mi 10% u kobiet, K),
rak piersi (23% u K), rak ptuca (20% u Mi 9% u K) i rak gruczotu
krokowego (15% u M) nalezaty do najczesciej wykrywanych
nowotwordéw ztosliwych w 2012 roku i stanowity tacznie 48%
przyczyn zachorowan u mezczyzn i 42% u kobiet (razem
65 310 przypadkdéw) [1]. Wymienione nowotwory coraz
czesciej poddawane s3 terapii personalizowanej, opartej
na szczegétowym raporcie patomorfologicznym zawiera-
jacym ocene czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych
badanych metodami immunohistochemicznymi i/lub mo-
lekularnymi. Nowoczesne leczenie onkologiczne wymaga
z jednej strony wspdtpracy interdyscyplinarnych zespotéw
ztozonych z diagnostéw, radiologéw, patomorfologéw, bio-
logéw molekularnych oraz klinicystéw (szczegdlnie wazny
jest bezposredni kontakt lekarza patomorfologa z onkolo-
giem). Z drugiej zas strony wymagana jest ocena realnych
kosztéow diagnostyki patomorfologiczno-molekularnej.
W kontekscie szerokiej dyskusji na temat finansowania le-
czenia chorych uwzglednia sie co najmniej jedno ze $wiad-
czen typu chemioterapia, radioterapia, leczenie chirurgiczne
i opieka paliatywna. Wedtug analiz Kozierkiewicza i wsp. [2]
szacowane wydatki NFZ na leczenie, rocznie okoto 15 000
przypadkéw raka piersi w latach 2004-2010, wyniosty
2 893 mld zt. Suma ta jednak nie uwzglednia diagnostyki,
ktéra w przypadku terapii onkologicznej, zwtaszcza celowanej
molekularnie, powinna stanowic istotny element kosztow.

Rak jelita grubego jest przyktadem nowotworu, w kté-
rym rokowanie chorych i koszty leczenia zalezg od stopnia
jego zaawansowania w momencie rozpoznania. Podstawg
do wyboru metody leczenia jest raport patomorfologiczny
wraz z oceng czynnikéw predykcyjnych. Na prawidtowy wy-
nik badania mikroskopowego ma znaczacy wptyw sposéb
zabezpieczenia materiatu pooperacyjnego przez chirurga,
sposéb jego utrwalenia (rodzaj utrwalacza i czas utrwala-
nia) oraz jakos¢ badania makroskopowego [3]. Szczegdl-
ne znaczenie ma liczba znalezionych weztéw chtonnych
(w raku okreznicy) oraz ocena catkowitego wyciecia tkanek
mezorektum z weryfikacjg marginesu radialnego w raku
odbytnicy. W przypadku znalezienia mniej niz 12 weztéw
chtonnych w materiale pooperacyjnym okreznicy chory
poddawany jest terapii adiuwantowej podobnie jak pacjenci
paliatywni. Wymienione parametry sg podstawa do oceny
jakosci pracy chirurga i patomorfologa [4]. Do obowigzkowo
ocenianych cech mikroskopowych naleza typ histologiczny
i stopien dojrzatosci nowotworu, stopient zaawansowania
wedtug klasyfikacji pTNM AJCC/UICC, cechy inwazji naczyn
i nerwéw, marginesy chirurgiczne (dystalny, proksymalny
i radialny w odcinkach jelita grubego pozbawionych suro-
wicowki) oraz stopien regresji guza po terapii neoadiuwan-
towej. Wymienione parametry sg zawarte w zaleceniach
Polskiego Towarzystwa Patologéw [4, 5].

Nowoczesny zaktad patomorfologii w erze terapii celo-
wanej wymaga specjalnej organizacji. Zwiekszone zostaty
wymagania onkologéw w stosunku do patomorfologéw
i biologéw molekularnych. Momentami kluczowymi dla
jakosci uzyskania prawidtowych wynikéw badan immuno-
histochemicznych (IHC) i molekularnych sa etap preanali-
tyczny (zabezpieczenie, utrwalenie i obrébka techniczna
materiatu tkankowego), identyfikacja tkanki nowotworowej
przez patomorfologa do badan molekularnych oraz wali-
dacjai standaryzacja metod IHC i molekularnych. Schemat
pracy w nowoczesnym zaktadzie patomorfologii wedtug
zalecen patomorfologicznych towarzystw europejskich
i brytyjskich przedstawiono na rycinie 1 [6]. Patomorfolog
wspotpracujacy z onkologiem powinien dysponowac zakta-
dem wyposazonym w automatyczny sprzet umozliwiajacy
z uzyciem metod diagnostycznych otrzymanie powtarzal-
nych wynikéw w ocenie biomarkerdéw.

Biomarkery w diagnostyce nowotworéw
jelita grubego

Biomarkery przydatne w diagnostyce nowotworéw
mozna podzieli¢ ma dwie grupy. Do pierwszej z nich zali-
czane s3 gtéwnie biomarkery immunohistochemiczne sto-
sowane przez patomorfologdéw w rutynowej diagnostyce.
W wybranych przypadkach badane sa takze metodami mo-
lekularnymi. Maja one znaczenie zaréwno diagnostyczne,
jak i prognostyczne. Przydatne s3 one do interpretacji cech
morfologicznych i klinicznych nowotwordw, okreslaja kieru-
nek réznicowania komdérkowego. Stosowane w rutynowej
diagnostyce pozwalaja okredli¢ typ histologiczny nowotworu
pierwotnego lub ustali¢ histogeneze przerzutu. Nalezy pod-
kresli¢, iz podlegaja one kontroli zewnetrznej i wewnetrznej.

Druga grupe stanowig biomarkery o wartosci predyk-
cyjnej z udowodniong naukowo przydatnoscia. Zalecane
sg one przez klinicystow i stuza do wyboru metody leczenia
oraz monitorowania przebiegu choroby. Mozna je podzieli¢
na biomarkery, ktérych ekspresje oznacza sie technikamiim-
munohistochemicznymi, i/lub markery, ktérych zaburzenia
w komorkach germinalnych lub somatycznych wykrywa sie
metodami molekularnymi. Powinny by¢ one poddawane
zewnetrznej kontroli jakosci (EQC — external quality control),
ktéra prowadzona jest miedzy innymi przez organizacje eu-
ropejskie takie jak ESP (European Society of Pathology) [6, 7].

Biomarkery diagnostyczne i prognostyczne
— I grupa

Biomarkery grupy pierwszej sg przydatne patomorfolo-
gowi do potwierdzenia rozpoznania typu histologicznego
nowotworu. Niekiedy wariant mikroskopowy raka lub mie-
saka ma warto$¢ rokownicza, ktéra ma znaczenie kliniczne
dla przebiegu choroby. Praktyczne znaczenie biomarkeréw
znalazto zastosowanie w diagnostyce raka gruczotowego
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Rycina 1. Schemat pracy w nowoczesnym zaktadzie patomorfologii (wedtug modyfikacji wkasnej na podstawie pracy I. Cree [6])

jelita grubego i jego podtypéw mikroskopowych, nowo-
tworéw neuroendokrynnych, chtoniakéw oraz nowotwo-
réw podscieliskowych (GIST), najczestszych nowotworéw
mezenchymalnych przewodu pokarmowego.

Biomarkery grupy pierwszej (diagnostyczne i progno-
styczne) dzielone sg na dwie podgrupy: przydatne do dia-
gnostyki réznicowej (IA) i do identyfikacji szlakéw karcino-
genezy (IB).

Biomarkery przydatne do diagnostyki réznicowej
nowotwordw jelita grubego (IA)

Immunohistochemiczna diagnostyka réznicowa no-
wotwordw jelita grubego wymaga zastosowania panelu
przeciwciat do badart immunohistochemicznych. Ponizej
przedstawiono zasady wymienionej diagnozy.

Rak gruczotowy

Najczestszym histologicznym typem raka jelita grubego
jest rak gruczotowy. Do biomarkeréw potwierdzajacych
jego nabtonkowe réznicowanie naleza keratyny, wykazujace
dodatnia reakcje barwna w cytoplazmie komérek nowotwo-
rowych dla CK20i przewaznie ujemna ekspresje cytoplazma-
tyczna dla CK7. Profil immunohistochemiczny typu: CK7-/
/CK20+ wykazuje ok 95% rakéw jelita grubego (poza tym
wiekszos¢ rakow z komérek Merkla i prawie jedna trzecia
rakéw gruczotowych zotadka) [8]. Przydatnym biomarkerem
w przypadku identyfikacji przerzutu raka jelita grubego do
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innego narzadu lub pierwotnych, nisko zréznicowanych
RJG jest czynnik transkrypcyjny CDX-2, marker proliferacji
iréznicowania z nabtonka jelitowego. Wykazuje on dodatnia
jadrowa reakcje barwng w komérkach prawidtowej btony
Sluzowej jelita grubego oraz jadrowa lub jagdrowo-cytopla-
zmatyczna reakcje w komérkach raka jelita grubego [9].
Ektopowa ekspresja CDX2 stwierdzana jest ponadto w 85%
ostrych biataczek szpikowych [10] oraz w przypadkach prze-
tyku Barretta, w ktérym kwasy zétciowe indukuja réznicowa-
nie jelitowe (metaplazje) komdrek nabtonka gruczotowego
zotadka [11, 12].

Ostatnio prowadzone sg badania nad przydatnoscia
przeciwciata AMACR w nadzorze onkologicznym pacjen-
téw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG).
Przeciwciato stosowane standardowo u pacjentéw zrakiem
prostaty nie wykazuje ekspresji w prawidtowej btonie sluzo-
wej jelita grubego, natomiast stwierdza sie je w ogniskach
dysplazji matego stopnia w 96%, duzego stopnia w 80%
oraz w nacieku nowotworowym w 71% [13].

Poza wymienionym rakiem gruczotowym jelita gru-
bego w omawianej lokalizacji rozwijaja sie réwniez
inne typy nowotwordéw. Nalezg do nich raki z niestabil-
noscig mikrosatelitarng (MSI) zwigzana z wrodzonym
zespotem raka jelita grubego bez polipowatosci (zes-
pot Lyncha) lub rakiem sporadycznym. Do panelu prze-
ciwciat potwierdzajacych raki z MSI i réznicujacych je
z klasycznym rakiem gruczotowym (CIN) naleza: MLH1,



Tabela I. Panel immunohistochemicznej diagnostyki réznicowej potwierdzajacy histogeneze nowotworu

Typ nowotworu

Panel IHC do diagnostyki réznicowej

Rak gruczotowy jelita grubego CK20, CDX-2, CK7

Guzy neuroendokrynne jelita grubego

GIST jelita grubego

Obowiazkowo: Synaptofizyna, Chromogranina A, Ki-67
Warunkowo: CD56

Obowiazkowo: CD117

Warunkowo: DOG1, CD34, H-Caldesmon, SMA, S100, Calponina, HMB45, Melan A, S100,
PLAP, CD30, D2-40, B-catenina

Chtoniaki

Nowotwory typu miesniowego
Nowotwory typu nerwowego $100, GFAP
Nowotwory typu miofibroblastycznego

Nowotwory typu haczyniowego CD31, D240

LCA, CD3, CD20, BCL2

SMA, Desmina, H-Caldesmon

ALK1, Desmina, SMA

MSH2, MSH6, PMS2 i przeciwciato TP53 [14]. Kliniczne zna-
czenie ma odréznienie klasycznego raka gruczotowego,
wigzacego sie z gorszym rokowaniem, od lepiej rokujacych
rakéw z MSI, zwtaszcza typu sluzowego i rdzeniastego.

Nowotwory neuroendokrynne

Nowotwory neuroendokrynne ukfadu pokarmowe-
go wymagdajg obowigzkowo potwierdzenia rozpoznania
nastepujacymi badaniami immunohistochemicznymi: sy-
naptofizyna i chromograning A oraz warunkowo CD56 lub
innymi, specyficznymi endokrynnymi markerami.W kazdym
przypadku konieczna jest ocena aktywnosci proliferacyj-
nej KI-67 (MIB1), ktérej wartos¢ powyzej 20% potwierdza
rozpoznanie raka neuroendokrynnego (NEC). Wymienione
biomarkery majg wartos¢ diagnostyczng i prognostyczna,
a indeks Ki67 — dodatkowo predykcyjna.

Nowotwdr podscieliskowy (GIST)

Kolejnym przyktadem nowotworu uktadu pokarmo-
wego wymagajacym specjalnej diagnostyki patomorfolo-
gicznej z uzyciem biomarkeréw jest GIST. W poréwnaniu
z innymi odcinkami uktadu pokarmowego w jelicie gru-
bym wystepuje on rzadko (w odbycie 5% przypadkoéw, 1%
w okreznicy). Podkreslenia jednak wymaga fakt, iz GIST
w lokalizacji dystalnej rokuje znacznie gorzej niz w proksy-
malnej [15]. Ryzyko progresji GIST jelita grubego w przy-
padkach z powyzej 5 figurami podziatu na 50 duzych pdl
widzenia i $rednica od 5 do 10 cm wynosi 85% w poréw-
naniu z 55% w GIST Zofadka [16]. W ocenie mikroskopo-
wej GIST wykazuje heterogenng budowe mikroskopowa
zkomorki epitelioidnej, wrzecionowatej lub polimorficznej.
Dlatego tez ocena IHC ekspresji biomarkeréw, a w niekté-
rych przypadkach badanie molekularne mutacji genéw KIT
i PDGFRA potwierdzaja diagnoze GIST i réznicujg go zinnymi
nowotworami jelita grubego. Badaniem potwierdzajacym
rozpoznanie tego nowotworu jestimmunohistochemiczna
ekspresja biatka CD117 (KIT) [17], btonowa dla typu dysko-

hezyjnego, boga-tokomérkowego i miesakowatego GIST,
okotojadrowa lub pancyto-plazmatyczna dla guzéw typu
wrzecionowatego oraz ekspresja IHC Anoctamine 1 (DOG1),
stwierdzana w 100% przypadkoéw [15]. Nalezy jednak zwré-
ci¢ uwage, iz brak ekspresji CD117 moze swiadczy¢ o mu-
tacji PDGFRA. Okoto 80% GIST CD117 ujemnych wykazuje
mutacje genu PDGFRA, za$ pozostate przypadki (10-15%) sg
Jtypu dzikiego” (WT — wild-type). Nie stwierdza sie w nich
mutacji KIT ani PDGFRA. Mniej specyficznymi biomarkerami
GIST s3 CD34 (60-70%), H-Caldesmon (85%), SMA (30-40%),
$100 (5%) oraz Calponina (9). W wybranych przypadkach
zalecana jest diagnostyka réznicowa z czerniakiem (z prze-
ciwciatami HMB45, Melan A lub $100), nasieniakiem (PLAP,
CD30), rozrodczakiem (D2-40) lub zmiang typu agressive
fibromatosis (jadrowa ekspresja 3-kateniny) [16].

Chtoniaki i nowotwory mezenchymalne
o jednoznacznym kierunku réznicowania

Rzadziej spotykane w jelicie grubym chtoniaki i no-
wotwory mezenchymalne o jednoznacznym kierunku
réznicowania wymagajg potwierdzenia biomarkerami
IHC, niekiedy molekularnymi. Ich diagnostyka powinna
przebiega¢ w wyspecjalizowanych osrodkach onkologicz-
nych. Poszczegélne typy nowotwordw wraz z przydatnym
panelem badan immunohistochemicznych przedstawiono
powyzej (tab. I).

Biomarkery szlaku karcinogenezy raka jelita grubego (IB)
Druga grupe wsréd biomarkeréw diagnostycznych
i prognostycznych stanowia biomarkery drég transfor-
macji nowotworowej nabtonka jelita. Raki gruczotowe
rozwijajg sie na podtozu trzech szlakéw karcinogenezy.
Wyrdzniane sa raki z niestabilnoscig chromosomowa CIN,
niestabilnoscia satelitarna MIN oraz raki z hipermetylacja
wysp CpG [18, 19]. Powyzszy podziat przedstawiono na
rycinie 2. Zmiany te moga wystapic¢ na drodze zaburzen
genetycznych (mutacje i zmiany w DNA komérki) lub tez
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Rycina 2. Szlaki karcinogenezy raka jelita grubego
zaburzen epigenetycznych (modyfikacje gendéw przez Mutacje genéw MMR

metylacje DNA) [20]. Panel immunohistochemicznych
biomarkeréw: TP53, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 pozwala
na wstepne okreslenie $ciezki przemiany nowotworowej
odroézniajacej raki z MSS od rakéw z MSI-H i MSI-L [18, 19].
Ocena biomarkeréw mutacji germinalnych genu APC
i gendbw MMR ma wartos¢ prognostyczna.

Mutacje genu APC

W przypadku klasycznej sciezki kancerogenezy CIN do-
chodzi do mutacji genu APC i aktywacji szlaku Wnt, odpo-
wiedzialnego za ok. 90% rakéw jelita grubego [21]. Niewielka
liczba rakéw jelita grubego (ponizej 1%) jest dziedziczna
i powstaje w wyniku germinalnej mutacji genu APC (rodzinna
polipowatos¢ gruczolakowata FAP) lub genu MUTYH (poli-
powatos¢ zwigzana z MUTYH) [22, 23]. Mutacja germinalna
genu APC, w poréwnaniu z mutacja somatyczna tego genu,
ma wartosc¢ rokownicza, gdyz identyfikuje ona chorych obar-
czonych ryzykiem rozwoju raka jelita grubego w mtodym
wieku. Srednia wieku 0séb, u ktérych dochodzi do rozwoju
nowotworu, wynosi 40 lat. Ryzyko powstania RJIG w wieku
21 latwaha sie od 1% do 6%, a w wieku 50 lat ponad 95% [24].

W rakach sporadycznych dochodzi do mutacji soma-
tycznych genu APC. Stwierdza sie w nich réwniez mutacje
typu utraty funkcji dotyczace genu supresorowego TP53,
zwanego straznikiem genomu. Nadekspresje biatka TP53
mozna stwierdzi¢ metoda immunohistochemiczng, akumu-
lacja jadrowa pojawia sie na wczesnym etapie przemiany
nowotworowej komoérek nabtonkowych jelita grubego do
neoplazji Srédnabtonkowej. Nalezy jednak podkresli¢, iz
potwierdzeniem mutacji genu TP53 jest badanie moleku-
larne. Obraz mikroskopowy gruczolaka cewkowego wraz
zimmunohistochemiczng oceng biatka TP53 przedstawiono
na rycinach 3ai 3b.
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Szlak zwigzany z niestabilnos$cig mikrosatelitarng (MIN)
jest odpowiedzialny za rozwéj zespotu Lyncha (dziedzicz-
ne raki jelita grubego niezwigzane z polipowatoscia, 3%
RJG) oraz za raki sporadyczne (12% RJG) [25, 26]. W tych
przypadkach dochodzi do mutacji genéw mutatorowych,
kodujacych biatka uczestniczace w naprawie btednie spa-
rowanych zasad azotowych (MMR — mismatch repair ge-
nes). Ocena utraty immunohistochemicznej ekspresji biatek
MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 (brak barwnej reakcji jagdrowej)
pozwala potwierdzi¢ fenotyp mutatorowy raka. Wartosc
diagnostyczna i prognostyczna badan IHC i molekularnych
w tych przypadkach jest w petni uzasadniona. Mutacje ger-
minalne genéw MMR potwierdzajg zesp6t Lyncha (autoso-
malnie dominujacy, mutacje co najmniej jednego z genéw
MMR) lub zespdt Muira-Torre'a (autosomalnie dominujacy,
mutacje genu MSH2, rzadziej MLH1), ktére wrazz wywiadem
identyfikuja rodziny obarczone ryzykiem rozwoju mnogich
synchronicznych lub metachronicznych nowotwordw z MSI.

W rakach sporadycznych stwierdza sie mutacje so-
matyczne genéw MMR lub zaburzenia epigenetyczne
w postaci hypermetylacji. Istotne jest, iz pierwszym etapem
w diagnostyce rakéw jelita grubego z MSI jest ocena cha-
rakterystycznych cech makro- i mikroskopowych, takich
jak: lokalizacja prawostronna, typ histologiczny, hetero-
gennos¢ utkania, obecnos$¢ sluzu i komoérek sygnetowa-
tych, typ naciekdw zapalnych, obecnos¢ martwicy oraz
rodzaj marginesu wzrostu guza. Kolejnym etapem sa ba-
dania IHC i molekularne.

Hipermetylacja wysp CpG (CIMP)

Trzeci szlak karcinogenezy polega na wyciszeniu genéw
supresorowych odpowiedzialnych za regulacje transkrypcji
w mechanizmie hipermetylacji wysp CpG. Zmianami pre-



Rycina 3a. Gruczolak cewkowy jelita grubego z dysplazja/neoplazja
srodnabtonkowa duzego stopnia, barwienie H&E, pow. 100X

Rycina 3b. Gruczolak cewkowy jelita grubego z dysplazja/neoplazjg
srédnabtonkowg duzego stopnia, IHC — akumulacja biatka TP53, pow. 40X

kursorowymi rakéw jelita grubego powstajacych na drodze
CIMP s3 zmiany zabkowane, ktérym towarzysza mutacje
genu BRAF (V600), metylacje promotoréw réznych genéw
oraz metylacje promotora MLH1. Raki jelita grubego z CIMP
czesciej wystepuja u kobiet, w lokalizacji prawostronnej,
oraz majg mikroskopowe cechy MSI-H [14]. Badanie immu-
nohistochemiczne MLH1 pozwala wykry¢ utrate ekspresji
biatka w guzie. Znaczenie rokownicze tej drogi karcinoge-
nezy jest nadal dyskutowane.

Biomarkery predykcyjne — Il grupa

Podstawa do wdrozenia terapii celowanej u chorych
na nowotwory jest okreslenie czynnika zwigzanego z ce-
lem dziatania leku oraz wskazanie chorych, ktérzy odniosa
kliniczna korzys¢ z leczenia. W praktyce kwalifikacja pacjen-
tow do leczenia wymaga obligatoryjnej oceny czynnikéw
predykcyjnych badanych przez patomorfologa i biologa
molekularnego. Immunohistochemiczna ocena ekspresji
biatek produkowanych przez typowane geny lub zaburzen

molekularnych tych genéw pozwalaja przewidzie¢ indywi-
dualng odpowiedz na leczenie.

Chorym z zaawansowanym rakiem jelita grubego
z przerzutami odlegtymi (stopien IV) proponowana jest
terapia celowana inhibitorami EGFR (receptor naskérkowe-
go czynnika wzrostu): cetuksymabem i panitumumabem,
monoklonalnymi przeciwciatami skierowanymi na zewna-
trzkomodrkowa domene i mate czasteczki inhibitoréw kinaz
tyrozynowych. EGFR nalezacy do rodziny receptoréw kinaz
tyrozynowych, jest zdefiniowanym celem w terapii raka jelita
grubego. Jego nadekspesja spotykana w licznych guzach
litych jest takze przyczyna ztego rokowania chorych. Przed
zastosowaniem terapii anty-EGFR konieczna jest ocena
czynnikédw predykcyjnych zwigzanych ze szlakami prze-
kaznictwa wewnatrzkomoérkowego (biomarkery grupy Il A).
Znaczenie praktyczne biomarkeréw zwigzanych z drogami
karcinogenezy raka jelita grubego, jak WNT (grupa Il B),
i zaburzen epigenetycznych z MSI (grupa Il C) pozostaje na
etapie badan klinicznych.

Biomarkery szlakéw przekaznictwa
wewnqtrzkomérkowego (IIA)

Terapia anty-EGFR w raku jelita grubego ukierunkowana
jest na somatyczne zaburzenia molekularne genéw prowa-
dzace do aktywacji szlakéw przekaznictwa wewnatrzkomér-
kowego RAS — RAF — miogen-activated protein kinase (MAPK),
phosphatidylinositol 3-kinase (PIK3K) — Akt i phospholipase C
(EGFR/RAS/RAF/MEK/MAPK, PTEN/PIK3K). W warunkach pra-
widtowych szlak ten kontrolowany jest przez EGFR.W przy-
padku nadekspresji EGFR i aktywacji szlaku przekaznictwa
dochodzi do proliferacji komérek nowotworowych, hamo-
wania apoptozy i wydtuzenia ich czasu przezycia. Skutkuje
to zwiekszong inwazjg nowotworu, nasilong angiogeneza,
tworzeniem sie przerzutdw odlegtych i progresjg choroby
nowotworowe;j.

Aktywacja szlakéw przekaznictwa wewnatrzkomorko-
wego jest skutkiem dimeryzacji i fosforylacji wynikajacej
z pofaczenia EGF (naskérkowego czynnika wzrostu) lub
innego liganda z EGFR [27]. Inng jej przyczyng sg muta-
cje gendw KRAS, NRAS, BRAF i PIK3K znajdujacych sie nizej
w szlaku przekaznikowym EGFR, niepodlegajacych kon-
troli EGFR. Mutacje PIK3K moga wystepowac jednoczesnie
z mutacjami w genach KRAS lub BRAF, natomiast mutacje
KRAS i BRAF pojawiaja sie niezaleznie. Ponadto mutacje
w kodonach 12,13, 61, 146 genu KRAS oraz mutacje V600E
genu BRAF uruchamiaja niezalezna droge aktywacji szlaku,
trwata aktywacje kinazy biatkowej MEK i w konsekwencji
niepowodzenie terapii anty-EGFR. Szlak proliferacyjny RJG
przedstawiono na rycinie 4.

Immunohistochemiczna ocena ekspresji biatka EGFR
nie uzyskata rangi czynnika predykcyjnego, zaden pacjent
nie powinien zosta¢ wykluczony z leczenia przeciwciata-
mi anty-EGFR na podstawie immunohistochemicznego
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Rycina 4. Szlak proliferacyjny RJG (opracowanie wiasne na podstawie pracy M. Berga [28])

braku ekspresji biatka EGFR [29, 30]. Miedzy innymi wy-
nika to z faktu, iz wynik reakcji moze by¢ niepewny, gdy
zalezy w duzym stopniu od sposobu utrwalenia tkanki
oraz czasu przechowywania materiatu [31]. Rekomenduje
sie, zgodnie z zaleceniami NCCN (National Comprehen-
sive Cancer Network), oznaczenie mutacji KRAS i NRAS
u wszystkich pacjentéw z zaawansowanym rakiem jelita
grubego (stadium V) [32]. Od lipca 2013 roku Europejska
Agencja ds. Lekow (EMEA — European Medicines Agen-
cy) uaktualnita kryteria kwalifikacji do terapii anty-EGFR,
zalecajgc obowigzkowe badanie mutacji KRAS i NRAS
w egzonach 2, 34 [33, 34].

Analiza mutacji w genach KRAS, NRAS, BRAF i PIK3K
ma wartos¢ predykcyjna. Kwalifikuje ona chorych, ktorzy
nie odniosa korzysci z terapii anty-EGFR. Najwieksza war-
tos¢ kliniczng ma mutacja genu KRAS, obecna w 35% do
45% przypadkoéw raka jelita grubego. Jest ona istotnym
czynnikiem predykcyjnym opornosci na leczenie cetuxi-
mabem i penitumumabem. Mutacje genéw BRAF, PIK3CA
i utrata ekspresji PTEN zaliczane s3 réwniez do czynnikéw
predykcyjnych raka jelita grubego [35]. Przewidujg one
brak odpowiedzi na leczenie przeciwciatami anty-EGFR.
Zastosowanie ich w praktyce wymaga jeszcze dalszych
badan klinicznych.

Mutacja genu BRAF (lIA)

Mutacja genu BRAF (lIA) wystepuje w mniej niz 15%
przypadkoéw raka jelita grubego, w okoto 90% dotyczy
kodonu V600E. BRAF jest kinazg seroninowo-treoninowa
aktywujaca kinazy MAP/ERK z rodziny RAF, powodujac ak-
tywacje MEK i niezalezng od EGFR proliferacje komérek
nowotworowych (ryc. 4) [36]. Mutacje genu BRAF koreluja
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z subtypem molekularnym MSl i fenotypem zmutowanych
wysp CpG. Zaleznos¢ pomiedzy MSI, CIMP a BRAF przed-
stawiono na rycinie 5.

Raki zawierajgce mutacje w genie BRAF rdznia sie
fenotypowo od typdéw dzikich, pozbawionych mutacji.
Pacjentami w tym tych przypadkach czesciej sa kobiety
powyzej 70 roku zycia, ktére maja guzy zlokalizowane
w proksymalnej czesci okreznicy. Dominuja w nich raki
$luzowe i nisko zréznicowane, ktére dajg przerzuty do
weztéw chtonnych, rzadziej do ptuc [36, 37]. Mutacja BRAF
zwigzana jest z niekorzystnym przebiegiem choroby [38],
natomiast jej znaczenie predykcyjne jest wciaz kwestia dal-
szych badan [34]. BRAF, modulator szlaku MAPK, moze by¢
obiecujacym celem terapii spersonalizowanej jako biomar-
ker opornosci. Jak wynika z badan, jest on odpowiedzialny
za okoto 12-15% niepowodzen w terapii z zastosowaniem
anty-EGFR[36, 39]. Wedtug badan Richman i wsp. wykazanie
mutacji genu BRAF moze by¢ wartosciowym czynnikiem
predykcyjnym ztej odpowiedzi na cetuksymab, natomiast
nie jest biomarkerem predykcyjnym dla terapii z zastoso-
waniem irynotekanu czy oxaliplatyny [40].

Mutacje genu PIK3K (IIA)

Mutacje genu PIK3K wystepuja w 20% lub mniej niz 20%
przypadkow raka jelita grubego. Zwigzane sg z niekorzyst-
nym przebiegiem choroby oraz brakiem odpowiedzi na
leczenie przeciwciatami anty-EGFR. Wartos¢ predykcyjna
tego genu jest bardziej przydatna w pofaczeniu z ocena
ekspresji PTEN, negatywnym regulatorem szlaku blokowania
apoptozy i proliferacji komérek [34]. Zgodnie z obecnym
stanem wiedzy mutacje w egzonach 9 i 20 PIK3K moga
by¢ przyczyna opornosci na cetuksymab i panitumumab.



Szlak Wnt (I1B)

Najczestsza mutacjg somatyczna w RJG jest mutacja genu
APC (80% przypadkoéw), ktéra aktywuje szlak sygnatowy Wnt.
Utrata funkgji biatka APC zaburza fosforylacje S-kateniny, kto-
ra gromadzac sie w nadmiarze w jgdrze komdrkowym, nasila
ekspresje gendéw pobudzajacych procesy proliferacyjne [41].
Obecnie podejmowane s3 préoby hamowania tego szlaku,
w dostepnych srodkach terapeutycznych wciaz jednak nie ma
skutecznych inhibitoréw. Na chwile obecng status markera
predykcyjnego dla szlaku Wnt moze petni¢immunohistoche-
miczna ocena jadrowej ekspresji f-kateniny, ktéra Swiadczy
o wzmozonej proliferacji [42].

Zaburzenia genéw MMR (IIC)

Okoto 15% przypadkdéw rakoéw jelita grubego wykazuje
zaburzenia genéw mutatorowych MMR. Wigkszos¢ z nich
stanowi rak sporadyczny, w ktérym stwierdza sie mutacje
somatyczne i zaburzenia epigenetyczne, najczesciej hiper-
metylacje promotoragenu MLH1.Inaktywacja genéw MSH2i
MSH6 wystepuje znacznie rzadziej [43]. W tych przypadkach
ocena metylacji promotora MLH1 ma wartos¢ predykcyjna.
Pozwala ona wyselekcjonowac grupe chorych z rakiem typu
MSI-H o podobnym obrazie mikroskopowym jak w zespole
Lyncha, ale o innym fenotypie. Nalezy podkresli¢, iz 70%
rakéw jelita grubego z hypermetylacja MLH1 ma mutacje
genu BRAF, ktéra jest czynnikiem predykcyjnym w odniesie-
niu do terapii anty-EGFR (cetuximabem i panitumumabem).

Czynnikiem predykcyjnym w rakach sporadycznych
z MSI-H jest badanie IHC hypermetylacji MLH1 i analiza mu-
tacji BRAFV600E. Badanie immunohistochemiczne jest lepsza
i mniej kosztowna metoda od badania molekularnego mu-

tacji genéw mutatorowych MMR. Poza wyzej wymienionymi
biomarkerami przydatnymi w terapii celowanej, w trakcie
badan pozostaje przydatnos¢ inhibitoréw topoizomerazy,
inhibitoréw PARP1 oraz inhibitoréw szlaku PI3K-AKT-mTOR.

Ponadto pacjenci ze sporadycznymi rakami jelita gru-
bego z MSI-H nie odnosza korzysci z klasycznej terapii
adiuwantowej opartej na 5-Fluorouracylu, natomiast linie
komérkowe raka moga by¢ bardziej wrazliwe na terapie
zirinotekanem [44].

Zestawienie biomarkeréw diagnostyczno-prognostycz-
nych i predykcyjnych oraz szlakdw karcinogenezy wraz
z przydatnym panelem badan immunohistochemicznych
i molekularnych przedstawiono ponizej (ryc. 6).

miRNA jako marker prognostyczno-predykcyjny
Markerem o wartosci prognostyczno-predykcyjnej i po-

tencjalnym celem terapii jest microRNA (miRNA). Jest to klasa
matych, endogennych, jednoniciowych RNA, ktére petnia role

MSI-H

BRAF-mut

Rycina 5. Zaleznos$¢ pomiedzy CIMP, MSI a BRAF

l—{ Biomarkery w diagnostyce nowotworow jelita grubego }—l
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Rycina 6. Zestawienie biomarkeréw przydatnych w diagnostyce nowotworéw jelita grubego
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regulatoréw posttranskrypcyjnych bioracych udziat w karcino-
genezie, inwazji i progresji raka jelita grubego [45, 46]. Praca
opublikowana w 2014 roku przez Stiegelbauer i wsp. przedsta-
wia charakterystyke dotychczas zbadanych miRNA iich warto$¢
predykcyjnag w terapii pacjentéw z rakiem jelita grubego.

Klasyfikacje morfologiczno-molekularne

W ciggu ostatnich lat dazy sie do stworzenia klasyfikacji
morfologiczno-molekularnych, ktére podzielityby chorych na
grupy korelujace z odpowiedzig na leczenie. Sposrdd wielu
powstajacych prac dotyczacych raka jelita grubego, miedzy
innymi klasyfikacja Jassa z 2007 [47], Furlana z 2011 roku
czy Sadanandama [48] lub Roepmana i wsp. z 2014 roku,
zadna nie znalazta zastosowania i powszechnej akceptacji
klinicznej. Wykazano natomiast, iz klasyfikacje oparte na fe-
notypie komorki i zaburzeniach molekularnych zwigzanych
z karcinogeneza raka maja wieksza wartos¢ niz klasyfikacje
wyfacznie molekularne (np. oparte na badaniu micro-RNA).

Podsumowanie

Badanie biomarkeréw w nowotworach jelita grubego
wymaga od patomorfologa zastosowania do diagnosty-
ki metod immunohistochemicznych i badan molekular-
nych. Pierwsza grupa biomarkeréw ma znaczenie diagno-
styczno-prognostyczne. Powinna by¢ rutynowo dostepna
w zakfadach patomorfologii zajmujacych sie histopatolo-
giczna diagnostyka onkologiczna. Drugg grupe stanowig
biomarkery o znaczeniu predykcyjnym w odniesieniu do
terapii celowanej molekularnie. Badane sg metodami im-
munohistochemicznymi i molekularnymi, ktére powinny
opierac sie na zwalidowanych technikach, poddawanych
kontroli jakosci.

Znaczenie kliniczne oceny czynnikéw predykcyjnych
polega na kwalifikacji chorych do terapii skierowanej na
regulacje zaburzen lezacych u podstaw karcinogenezy i se-
lektywnie niszczacej komorki nowotworowe. Na podstawie
analizy ekspresji biomarkeréw identyfikuje sie chorych, kté-
rzy nie odniosg korzysci z tego typu leczenia. Wyrézniamy
dwie strategie wyboru pacjentéw do terapii ukierunkowanej
molekularnie. Pierwsza zwiagzana jest z okresleniem czynnika
zwigzanego z dziataniem leku, druga strategia polega na
wskazaniu chorych, ktérzy odniosa korzys¢ zleczenia. Okres-
lenie czynnikéw predykcyjnych pozwala zatem wykluczy¢
pacjentdéw, ktdrzy nie odniosg korzysci z terapii personali-
zowanej. W sferze badan klinicznych pozostajg nowe czyn-
niki predykcyjne przewidujace skutecznos¢ dziatania leku
W powigzaniu z jego celem.

Badanie czynnikéw prognostyczno-diagnostycznych
i predykcyjnych poszerza dotychczasowy podstawowy zakres
diagnostyki patomorfologicznej, wnikajac w histogeneze
i zaburzenia molekularne bedace podstawg do rozwoju no-
wotworu. W dobie terapii celowanej molekularnie diagno-
styka patomorfologiczna raka jelita grubego dotyczy trzech
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kierunkéw wedtug wytycznych ASCO/CAP 2015: 1. Oceny
niestabilnosci mikrosatelitarnej jako czynnika prognostycz-
nego i predykcyjnego chorych z MSI-H w zespole Lyncha
i raka sporadycznego, 2. Oceny czynnika predykcyjnego
w rakach z MSI-H na podstawie badania IHC hypermetylacji
MLH?1 i analizy mutacji BRAF V60OE, 3. Analizy molekularnej
statusu genéw KRAS i NRAS czynnika predykcyjnego braku
odpowiedzi na terapie anty-EGFR.
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