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Dokad zmierza wspolczesna patologia?

Patologia jest dziedzing medycyny, ktéra faczy nauki
teoretyczne z dziedzinami klinicznymi, zajmujac sie, m.in.
wyjasnianiem przyczyn i skutkéw choréb. Praktyczna rola
patologa w procesie diagnostyczno-terapeutycznym polega
w chwili obecnej nie tylko na postawieniu rozpoznania, ale
takze na okresleniu czynnikéw mogacych determinowac
przebieg danego schorzenia, jak réwniez wptywajacych (np.
w chorobach onkologicznych) na sposéb zastosowanego
leczenia. Niniejszy artykut ma na celu scharakteryzowanie
procesu diagnostyki histopatologicznej, ktéry rézni sie zna-
€z3co od tego, co jeszcze niedawno byto standardowa me-
toda diagnostyczna w tej dziedzinie.

Rozpoznanie histopatologiczne stanowi efekt analizy
zmian morfologicznych w pobranych tkankach, niekiedy
takze materiale tworzonym przez pobrane pojedyncze ko-
mérki ze zmienionych narzadéw (badanie cytopatologiczne),
dokonywany przez patomorfologa. Nieodzownym elemen-
tem tego procesu jest $cista konfrontacja badania mikrosko-
powego z obrazem klinicznym (objawami, odchyleniami
w badaniach laboratoryjnych itp.). Ten zwiagzek przed ponad
50 laty byt okreslony przez prof. Laskowskiego terminem
histoklinika i w dalszym ciagu stanowi podstawe klasycznej
diagnostyki histopatologicznej. Ocena zmian w badaniu
mikroskopowym polega na interpretacji obserwowanych
obrazéw przez patologa. W zwigzku z tym jest ona obarczo-
na duzg dozg subiektywizmu. Do dzisiaj jeste$my tego swiad-
kami w dziatach patologii, w ktérych nowo wprowadzane
techniki (immunohistochemia, genetyka molekularna) nie
wnosza istotnych i rozstrzygajacych o rozpoznaniu informa-
Gji. Przyktadem tego moze by¢ diagnostyka nowotworéw
melanocytarnych, a pytanie czy mamy do czynienia ze zmia-
ng tagodng, czy z czerniakiem moze by¢ nierozstrzygniete
w kilku procentach analizowanych guzéw. Rodzi sie zatem
pytanie, co zmienito zasadniczo wspétczesne postepowanie
w diagnostyce patomorfologicznej.

Badania immunohistochemiczne

Doktadne okreslenie obecnosci biatkowych markeréw
tkankowych zrewolucjonizowato histopatologie lat 80. ubie-
gtego wieku. Swiadczy o tym zaréwno wprowadzanie réz-
nego rodzaju przeciwciat ujawniajacych antygeny tkankowe
do codziennej praktyki, jak i wynikajacy z tego ogromny
postep w diagnostyce histopatologicznej. Mozna wskazac
tu na istotny wzrost liczby jednostek chorobowych, jakie
zdefiniowano w koricu XX wieku w wyniku zastosowania tej
metody. Odzwierciedla to réwniez widoczny obecnie trend
umieszczania immunofenotypu, np. nowotwordw, wsréd
wykfadnikéw diagnostycznych rekomendowanych przez
Swiatowa Organizacje Zdrowia (tzw. blue books, czyli klasy-
fikacje nowotworow opracowywane pod agenda WHO).
Ekspansja immunohistochemii w diagnostyce patologicznej
jest szybka, czego doswiadcza w sensie negatywnym m.in.
mikroskopia elektronowa, wyparta przez te technike w wie-

lu dziedzinach histopatologii, poza np. diagnostyka schorzen
ktebuszkdw nerkowych czy tez choréb nienowotworowych
mdzgu. Warto wspomnie¢, ze jeszcze w latach 90. XX w.
immunohistochemia opierata sie na wielu przeciwciatach,
ktore wykrywaty jedynie antygeny nieutrwalone (lub zabez-
pieczane w wyniku natychmiastowego zamrazania, ktdre
nie denaturowato biatek). P6Zniej, pojawity sie zjednej stro-
ny techniki,odkrywajace” biatka zdenaturowane w wyniku
utrwalenia w formalinie (trawienie enzymami, gotowanie
w kuchence mikrofalowej, autoklawach etc.), z drugiej —
bardziej specyficzne przeciwciata, ktére wykrywaty takze
zachowane epitopy antygenéw tkankowych.

Wsrdd nowych jednostek, ktore wyodrebniono w oparciu
o immunofenotypowanie, mozna wymieni¢ anaplastyczny
chtoniak wielkokomoérkowy (anaplastic large cell lymphoma,
ALCL). Jego atypowa morfologia w potaczeniu z klinicznym
obrazem rozsianego procesu w weztach chtonnych, powo-
dowaty, ze przed era immunohistochemii byt on rozpozna-
wany jako rozsiew przerzutowego raka czy czerniaka o nie-
znanym punkcie wyjscia lub jako choroba uktadowa z kregu
ztosliwej histiocytozy. Dopiero stwierdzenie obecnosci
markerow limfocytarnych oraz antygenu aktywacji limfocy-
téw Ki-1 (obecnie okreslanego jako antygen CD30), spowo-
dowato poprawng jego diagnostyke oraz optymalizacje jego
leczenia. Innym nowotworem, ktéry dzieki immunohisto-
chemii udato sie wyodrebni¢ sposréd innych morfologicznie
podobnych guzdw, jest nowotwdr podscieliska przewodu
pokarmowego (gastrointestinal stromal tumor, GIST). Uprzed-
nio traktowany byt jako nowotwdr ztosliwy miesni gtadkich
(leiomyoblastoma) lub komérek ostonek nerwéw obwodo-
wych. Jednak specyficzny obraz kliniczny (tendencja do
rozsiewu w jamie brzusznej, najczesciej zzaawansowaniem
przerzutéw do watroby), wskazywat na odmiennos¢ histo-
genetyczng i klasyfikacyjna tych zmian. Ekspresja CD34
i CD117 oraz niestata obecno$¢ markeréw miesniowych
potwierdzita odrebnos¢ tej grupy guzéw. Dodatkowo jej
zdefiniowanie umozliwito leczenie celowane, ze wzgledu na
obecno$¢ w nich czestych mutacji w receptorach posiada-
jacych specyficzng aktywnos¢ kinazy tyrozynowej, ktérych
zablokowanie powodowato regresje zmian nowotworowych.

Immunohistochemia odgrywa zatem nie tylko role na-
rzedzia diagnostycznego; jest takze czynnikiem, ktérego
uwzglednienie moze modyfikowac postepowanie terapeu-
tyczne. Ma bowiem ogromne znaczenie, w okresleniu tzw.
czynnikéw predykcyjnych w leczeniu onkologicznym, czego
przyktadem moze by¢ rak piersi. Przed era fenotypizowania
nowotworéw, raporty patologiczne w tym guzie byly dos¢
zwiezte. Okreslaty m.in. typ raka, jego stopien zréznicowania,
doszczetnos¢ resekgji czy tez zajecie weztdw chtonnych.
Obecnie niezbednym elementem badania patomorfologicz-
nego w tym nowotworze jest ocena ekspresji receptoréw
steroidowych — estrogenowego (ER, estrogen receptor)
i progesteronowego (PgR, progesteron receptor), a takze
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stanu receptora HER2 i markera proliferacji Ki-67. Ich obec-
nos¢ lub brak w tkance raka determinuje odmienny typ le-
czenia systemowego. Wedtug zalecet Amerykariskiego
Towarzystwa Onkologii Klinicznej (ASCO, American Society
of Clinical Oncology) ekspresje ER i PgR powinno sie oceniaé
w kazdym pierwotnym guzie piersi; ocene w guzie przerzu-
towym zaleca sig, jesli moze to mie¢ wptyw na wyboér me-
tody leczenia. Stan receptora HER2 metoda IHC okresla sie
wytacznie w materiale tkankowym (biopsja gruboigtowa,
wycinek tkankowy), poniewaz niezbedne jest prawidtowe
zachowanie w materiale bton komérkowych (a nie w jadrach
komérek, jak w przypadku receptoréw steroidowych). W oce-
nie IHC receptora HER2 stosuje sie czterostopniowa skale
(HER2 0, 14, 2+, 3+). Z klinicznego punktu widzenia wynik
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Przyktady wspétczesnego zastosowania immunohistochemii w diagnostyce patomorfo-
logicznej. A. Wykrycie zmutowanej formy IDH1 pozwala na rozpoznanie glejakéw
o rozlanym typie wzrostu (tu: skgpodrzewiaka), co moze miec¢ znaczenie w materiatach
drobnych, pochodzqgcych np. z nacieku obrzeza tego nowotworu mézgu. B. Lity gruczola-
korak ptuca z intensywnym naciekiem limfocytarnym wykazywac moze silng ekspresje
biatka PD-L1 (wstawka), co moze by¢ istotnym czynnikiem determinujgcym leczenie
wzmagajqce immunologiczng odpowiedz przeciwnowotworowq u chorych z tym

0i 1+ okreslany jest jako ujemny, a 3+ jako dodatni. Wynik
ekspresji 24+ w badaniu IHC jest okreslany jako graniczny lub
niejednoznaczny i wymaga oceny amplifikacji genu HER2,
co najczesciej wykonuje sie metoda fluorescencyjnej hybry-
dyzacjiin situ (FISH). Okoto 15-20% rakéw piersi okreslonych
metoda IHC jako HER2 2+ wykazuje amplifikacje genu HER2
i s one traktowane jako nowotwory HER2-dodatnie. Stan
receptora HER2 powinien by¢ oznaczany w kazdym rozpo-
znanym histopatologicznie inwazyjnym raku piersi oraz
w przypadkach wznowy, jesli wczedniej nie wykonano takich
oznaczen.

Mozna zatem skonkludowa¢, ze immunohistochemia
odegrata i odgrywa obecnie istotna role w histopatologii
oraz w medycynie klinicznej.

Genetyka molekularna

Mniej wiecej w tym samym czasie, w jakim do zaktadéw
patomorfologii zawitataimmunohistochemia, dynamiczny
rozwoj odnotowywata inna dziedzina naukowa - genety-
ka molekularna. Duzy wptyw na jej oddziatywanie na hi-
stopatologie dat sie zaobserwowac w koricu XX w., cho¢
juz wczesniej wyjasnianie przez nig podstaw niektérych
choréb stopniowo zmieniat nasze rozumienie medycyny.
0 zastosowaniu genetyki w patomorfologii zadecydowaty
takze nowe techniki, ktére z jednej strony umozliwity zna-
czace skrocenie czasu przeprowadzenia analiz, z drugiej
strony pozwolity na wykorzystanie tkanek, ktére w pato-
morfologii stanowia gtéwny materiat diagnostyczny, tzn.
tkanki utrwalone w formalinie i zatopione w postac blokéw
parafinowych.

W ostatnich latach jestesmy swiadkami wyjatkowo szyb-
kiego postepu w zrozumieniu molekularnego podtoza
choréb. Wynika on z jednej strony z wprowadzenia wydaj-
nych, zautomatyzowanych technik mini- i mikrodysekgji,
pozwalajacych na precyzyjne wyselekcjonowanie komérek
i grup komorek do dalszych analiz genetycznych. Z drugiej
strony, mozliwy jest dzieki dynamicznemu rozwojowi tech-
nik sekwencjonowania nowej generacji (next generation
sequencing, NGS), pozwalajacych na analizy nawet poje-
dynczych komdrek.

Jak uprzednio wspomnielismy, genetyka molekularna
wykazata, ze czes¢ choréb moze by¢ determinowana za-
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nowotworem.

burzeniami chromosomalnymi i genowymi. Nalezy przy-
wofac tu badania prof. Janusza Limona z naszej Uczelni,
ktory wykrytw 1986 r. obecnos¢ powtarzalnego zaburzenia
w ttuszczakomiesaku myksoidalnym (translokacja miedzy
chromosomami 12 i 16), ktére obecnie stanowi wazny
element diagnostyczny tego guza. Wspomniana translo-
kacja jest jednym z wielu odkrytych w ostatnich latach
charakterystycznych zaburzen molekularnych. Wéréd licz-
nych przyktadéw wyszczegélni¢ mozna miesak mazidw-
kowy (translokacja pomiedzy chromosomami X i 18), rak
$luzowo-naskérkowy (translokacja pomiedzy chromoso-
mami 11 i 19) czy epithelioid haemangioendothelioma
(translokacja pomiedzy chromosomami 11 3). Specyficzne
zaburzenia chromosomalne, poza wartoscig diagnostycz-
ng, moga takze nies¢ informacje predykcyjng dla danej
terapii (amplifikacja genu HER2 w raku sutka) lub progno-
styczng (amplifikacja genu NMYCw nerwiaku zarodkowym).
W praktyce klinicznej, powyzsze zaburzenia wykrywa sie
wykorzystujac dedykowane im specyficzne sondy za po-
moca technik cytogenetyki takich jak fluorescencyjna hy-
brydyzacja in situ (fluorescent in situ hybridization, FISH)
i chromogeniczna hybrydyzacja in situ (chromogenic in situ
hybridization, CISH) — réznig one sposobem wyznakowania
i detekgji sond. Rozwdj diagnostyki molekularnej to nie
tylko rozdrabnianie grup chordb na coraz mniejsze, zdefi-
niowane molekularnie podtypy. Istotnym przyktadem
przeciwnego trendu jest wykrycie tej samej charaktery-
stycznej translokacji (doprowadzajacej do powstania genu
fuzyjnego NAB2-STAT6) w dwdch nowotworach: solitary
fibrous tumor (SFT) i haemangiopericytoma (HPC). Dzieki
temu odkryciu mozliwe byto zdefiniowanie wspolnego
pochodzenia obu nowotwordw, ktére obecnie uznawane
sg za dwie postaci tej samej choroby. Szczegédlna jego
warto$¢ zwigzana jest takze z faktu, iz translokacja skutku-
je statg ekspresjg biatka STAT6 w jadrach komérek, ktéra
jest obecnie jednym z podstawowych kryteriéw diagno-
stycznych tego nowotworu.

Postepy we wprowadzaniu nowoczesnych technologii
do praktyki klinicznej szczegélnie wyraznie wida¢ w dia-
gnostyce nowotwordw osrodkowego uktadu nerwowego.
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Odkrycie mutacji w genach kodujacych dehydrogenaze
izocytrynianowg (IDH, enzym bedacy ogniwem cyklu
Krebsa) byto przetomem w zrozumieniu biologii glejakéw
0 niskiej ztosliwosci histologicznej. Byta to tez pierwsza
mutacja opisana w genie kodujacym kluczowy enzym
metaboliczny (kt6re wcze$niej uznawane byty za niezwia-
zane z nowotworzeniem ex definitione), a opracowanie
mutacyjnie-specyficznych przeciwciat umozliwito wdroze-
nie jej analizy do rutynowej diagnostyki patologicznej.
Powigzanie charakterystycznych zaburzen genetycznych
z obrazem histologicznym i przebiegiem klinicznym zre-
wolucjonizowata klasyfikacje tych nowotworéw, ktéra
oparta jest obecnie na integracji cech histologicznych
i molekularnych. Podobny kierunek zmian zaobserwowac
mozna w diagnostyce rdzeniakdw; réznica polega, jednak,
na braku jednoznacznego powigzania pomiedzy morfolo-
gia i typem molekularnym. Z tego powodu dazy sie do
niezaleznego sklasyfikowania obu aspektéw nowotworu,
aich pofaczenie zapewnia najbardziej wiarygodne progno-
zowanie przebiegu klinicznego i pozwala na adekwatny
dobdr terapii dla danego chorego. Opisane powyzej ana-
lizy oparte sa nazmianach w genomie, jednak w ostatnich
latach coraz wieksze znaczenie majg takze badania epige-
netyczne, czyli definiujgce zmiany w ekspresji genéw w za-
leznosci od potranslacyjnych modyfikacji histonéw, mety-
lacji regiondw promotorowych oraz niekodujacego RNA
(mikroRNA, IncRNA). W ostatnich latach opisane zostaty
profile metylacji genomu specyficzne dla konkretnych
typédw nowotworéw, ktdrych aplikacja w diagnostyce po-
stulowana jest przez niektére osrodki badawcze. Podsu-
mowujac, cechy molekularne chordb szeroko wniknety do
diagnostyki patomorfologicznej, stanowigc istotny parametr
nie tylko diagnostyczny, ale takze majacy znaczenie tera-
peutyczne, np. w nowotworach. Wspomniane juz wczesniej
zastosowanie terapii nakierowanej (celowanej) na okreslo-
ny i charakterystyczny marker komérki guza, determinuje
bardzo wybiércze leczenie doprowadzajgce do zahamo-
wania procesu rozrostowego.

Dokad zmierzamy?

Autorzy science-fiction roztaczajg réznorodne, barwne
wizje przysztosci Swiata. Analogicznie, w przypadku pato-
logii, dostrzec mozna kilka niezaleznych trenddéw, ktére,
w zaleznosci od innych, trudnych do przewidzenia zmien-
nych, moga definiowac forme przysztej diagnostyki pato-
logicznej. Jednym z nich, symetrycznie do nurtu zmian
w radiologii, jest dgzenie do przestrzennego uniezaleznie-
nia patologa od laboratorium. Telepatologia oparta jest na
skanowaniu wybarwionych preparatéw i ocenie przygo-
towanego w ten sposéb obrazu komputerowego. Na obec-
na chwile wiaze sie to z dwoma kategorycznymi proble-
mami, ktére przekreslaja jej uzyteczno$¢ praktyczna. Po
pierwsze, prawidtowa ocena i opracowanie makroskopowe
materiatu jest podstawa wtasciwej diagnostyki mikrosko-
powej, a mozliwo$¢ ponownego wgladu do materiatu
czesto bywa nieodzowna. Mozna wyobrazi¢ sobie powsta-

nie systemoéw analogicznych do robotéw chirurgicznych
daVinci, lecz obecnie zdalna ocena makroskopowa nie jest
wykonalna. Po drugie, optyka nawet dos¢ przecietnych
mikroskopdw zapewnia jako$¢ i gtebie obrazu, do ktérej
daleko jest mozliwosciom najlepszych skaneréw. Tym sa-
mym, rozmaite niuanse, ktére czesto determinuja mozliwos¢
postawienia prawidtowego rozpoznania, moga by¢ znacz-
nie trudniejsze lub wrecz niemozliwe do wychwycenia.
Innym kierunkiem rozwoju, specyficznie dedykowanemu
nowotworom, jest wykorzystywanie na coraz wigksza ska-
le szeroko zakrojonych analiz zaburzen genetycznych i epi-
genetycznych jako markeréw diagnostycznych, progno-
stycznych i predykcyjnych. Obecnie takie badania sg wy-
konywane gtéwnie w celach naukowych, a w rutynowej
diagnostyce maja marginalne znaczenie. Wynika to z wy-
sokich kosztéw analiz i relatywnie jeszcze dos¢ niskiej
wartosci praktycznej ich wyniku; mozna jednak prognozo-
wag, ze koszty beda powoli male¢, a przydatnos¢ bedzie
systematycznie wzrasta¢ wraz z kumulacjg danych i do-
stepnoscia rosnacej liczby terapii celowanych. Trzecim
kierunkiem rozwoju eksplorowanym w ostatnich latach
jest zautomatyzowana komputerowa analiza obrazéw hi-
stologicznych. Rozwdj technik uczenia maszynowego i wy-
korzystania tzw. big data zainspirowato firme IBM do stwo-
rzenia projektu Doctor Watson — systemu sugerujacego
potencjalne rozpoznania na podstawie wprowadzonych
danych klinicznych w oparciu 0 ogromng baze historycznych
przypadkéw. W przypadku histopatologii nie powstaty
jeszcze analogiczne projekty na az tak wielka skale, ale
wiele zespotéw na catym Swiecie pracuje nad réznymi
rozwiazaniami zmierzajacymi w tym kierunku. Czas poka-
ze jaka bedzie faktyczna funkcjonalnos¢ i przydatnos¢
kliniczna opisanych powyzej koncepcji.

dr Michat Bierikowski, prof. Wojciech Biernat,

Katedra Patomorfologii
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