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Wprowadzenie

STRESZCZENIE

Postep w zakresie rokowania chorych na raka jelita grubego jest miedzy innymi zwigzany z wprowadzaniem nowych
metod systemowego leczenia ukierunkowanego molekularnie. Przyktadem jest leczenie ukierunkowane chorych
z mutacjg BRAFY6%E Obecne stanowisko ekspertow zostato przygotowane w celu przedstawienia uwarunkowan
genetycznych i diagnostycznych oraz mozliwych do wykorzystania metod leczenia chorych na zaawansowanego
raka jelita grubego z mutacjg w genie BRAFV600E,

Stowa kluczowe: rak jelita grubego, zaawansowane stadium choroby, mutacja w genie BRAF, leczenie systemowe

ABSTRACT

An improvement in the prognosis of patients with colorectal cancer is related — among other factors — to the
introduction of new methods of systemic therapies addressing molecular targets. Targeted treatment aimed at
BRAFY600E mutation is an ex ample. The statement was prepared with the aim to present genetic determinants as
well as available diagnostic and therapeutic methods in patients with BRAF-mutated advanced colorectal cancer.
Key words: colorectal cancer, advanced stage of disease, BRAF mutation, systemic therapy
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istotne znaczenie maja wiek oraz zespoly genetycznie
uwarunkowane. Okoto 75% przypadkéw RJG ma cha-

Rak jelita grubego (RJG) jest trzecim najczgsciej
wystepujacym nowotworem u mezczyzn i drugim u ko-
biet (odpowiednio 11% i9,5% wszystkich nowotworow).
W Polsce rocznie rozpoznaje si¢ okoto 18 000 nowych
zachorowan na raka jelita grubego. Zachorowalno$¢
i umieralno$¢ w Polsce wzrasta.

W etiologii RJG sa uwzgledniane przyczyny nie-
modyfikowalne i zwiazane z szeroko rozumianym
Srodowiskiem. W grupie czynnikéw niemodyfikalnych

rakter spontaniczny.

Rokowanie chorych na RJG jest nadal nieza-
dowalajace, niezaleznie od niewatpliwego postepu
w zakresie mozliwos$ci profilaktyki i diagnostyki.
Wskaznik przezy¢ 5-letnich nie przekracza w Polsce
50%. Wspomniana sytuacja uzasadnia poszukiwa-
nie nowych metod leczenia chorych, ktére obejmuja
— miedzy innymi — stosowanie lekow ukierunkowanych
molekularnie.
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Mutacja aktywujaca w genie BRAF wystepuje u oko-
o 10% chorych na RJIG — jest czgsciej obserwowana
u kobiet i os6b w starszym wieku oraz jest zwigzana
z mniejszym zroznicowaniem histologicznym i wiekszym
zaawansowaniem w chwili rozpoznania. Mutacje w genie
BRAF czgdciej sg stwierdzane w rakach potozonych po
prawej stronie jelita grubego. Najwazniejsza okoliczno-
Scig jest gorsze rokowanie chorych z mutacjg w genie
BRAF. W ostatnim czasie doszto do istotnej ewolucji
w zakresie mozliwoSci leczenia chorych z omawianym
zaburzeniem genetycznym.

Obecne opracowanie zawiera stanowisko w zakresie
mozliwoSci optymalnego postgpowania diagnostyczno-
-terapeutycznego u chorych na zaawansowanego RJG
z mutacja w genie BRAF.

Genetyczne podtioze raka jelita grubego
ze szczegollnym uwzglednieniem
znaczenia mutacji w genie BRAF

Podczas oceny znaczenia klinicznego zmian ge-
netycznych w nowotworach nalezy wyr6zni¢ zmiany
genetyczne w komoérkach nowotworowych, ktére deter-
minuja przebieg transformacji nowotworowej i przebieg
kliniczny choroby (w tym odpowiedzZ na leczenie) oraz
model wystgpowania choroby (sporadyczny, rodzinny
lub dziedziczny). Niezaleznie od modelu rozwoju, ko-
morki nowotworowe maja wtasny genom, charakteryzu-
jacy sie specyficznymi cechami odmiennymi od genomu
konstytucjonalnego chorego.

Okoto 5% rakow jelita grubego (RJG) rozwija si¢
na podiozu predyspozycji dziedziczonej autosomalnie,
dominujaco (rzadziej — autosomalnie recesywnie),
determinujacej zwigkszone ryzyko zachorowania na
RJG i uwarunkowanej germinalng mutacja w genach
supresorowych lub genach mutatorowych [1, 2]. Do tych
zespoltow zalicza sig:

— rodzinng polipowato$¢ gruczolakowata — uwa-
runkowang mutacjami genu APC, dziedziczona
autosomalnie, dominujaco (forma klasyczna zespotu
oraz formy tagodne, znane jako zespoly Turcota
i Gardnera);

— dziedziczony autosomalnie i recesywnie zespot po-
lipowato$ci zwiazanej z mutacjami genu MUTYH
(MAP, MUTYH adenomatous polyposis), ktory jest
genem naprawy DNA kodujacym biatko kluczowe
w procesie naprawy DNA przez usuwanie pojedyn-
czych zasad (BER, base excision repair);

— dziedziczone autosomalnie, dominujaco zespoly
RIJG rozwijajace si¢ na podtozu polipowatosci
hamartomatycznej — zesp6t Peutza-Jeghersa (uwa-
runkowany mutacjami genu STK17), zespét Cowden
(mutacje genu PTEN), zesp6t dziedzicznej mieszane;j
polipowatosci (mutacje genu CRAC!) i mtodzieficza

polipowatos¢ jelita grubego (rozwijajaca si¢ na pod-

fozu mutacji genéw BMPRIA i SMAD4).

Sposrdd zespotdéw dziedzicznej i autosomalnie
dominujacej predyspozycji do RJG, jedynie w zespole
Lyncha (HNPCC, hereditary non-polyposis colorectal
cancer) nowotwor rozwija si¢ w jelicie bez polipowatosci.
Nowotwor jest uwarunkowany mutacjami gendw muta-
torowych (MLHI, MSH2, MSH6, PMS2 oraz EPCAM,
kodujacych biatka naprawy DNA przez usuwanie Zle
sparowanych zasad) [3].

Okoto 15% przypadkéw zachorowan na RIG wy-
stepuje rodzinnie i jest dziedziczone wieloczynnikowo
(wspoldziatanie czynnikéw Srodowiskowych, potencjal-
nie rakotwdrczych oraz genetycznych, ktére zwigkszaja
wrazliwo$¢ osobnicza), a pozostale okoto 75% stanowi
chorobg sporadyczna [4]. Chorzy na RJG — klasyfiko-
wanym jako nowotwor sporadyczny — nie maja zadnych
obciazen rodzinnych w tym kierunku, cho¢ zachorowa-
nie na RJG oznacza dla krewnych pierwszego stopnia
zwigkszenie ryzyka zachorowania o okoto 2% powyzej

ryzyka populacyjnego.
Etiologia genetyczna raka jelita grubego

Etiologia genetyczna RJG jest wysoce heterogen-
na. Analiza zmian genetycznych w komoérkach RJIG
pozwolita na wyodrebnienie trzech gtéwnych Sciezek
transformacji nowotworowej, ktére obejmuja:

1. Zmiany charakteryzujace si¢ niestabilnoscia chro-

mosomowa (CIN, chromosomal instability), obser-
wowana w okoto 85% RIG;
Kluczowym zdarzeniem molekularnym w wymienio-
nych wyzej zmianach sa mutacje genu supresorowego
APC, ktore wspotpracuja z mutacjami gendw KRAS,
PI3KCA, SMAD4 i TP53. Utrata stabilnoSci chro-
mosomowej prowadzi do kumulacji w komdrkach
nowotworowych aberracji chromosomowych (czg¢sto
mikroaberracji), ktore moga prowadzi¢ do zmia-
ny ekspresji genéw lezacych w miejscach ztaman
chromosomoéw, amplifikacji i delecji fragmentéw
genomu. Zjawisko utraty heterozygotycznosci (LOH,
loss of heterozygosity) ma kluczowe znaczenie dla
transformacji nowotworowej (nadekspresja onko-
gendw lub utrata funkcji genéw supresorowych).

2. Zmiany charakteryzujace si¢ niestabilnoscia mikro-
satelitarng (MSI, microsatellite instability);
Niestabilono$¢ mikrosatelitarna jest konsekwencja
utraty funkcji genéw mutatorowych i cechg charaktery-
styczng HNPCC, ale obecna jest tez w okoto 15% spo-
radycznych rakéw jelita grubego. Zjawisko MSI polega
na somatycznym i wysoce zmiennym zwielokrotnieniu
(rzadziej zmniejszeniu) liczby powtérzen krotkich se-
kwencji ztozonych z kilku nukleotydéw (mikrosatelity).
Zjawisko to, jesli wystapi w regionie regulatorowym,
prowadzi do zmiany ekspresji genéw, czesto o kluczo-
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wym znaczeniu w transformacji nowotworowej (geny
supresorowe, mutatorowe lub onkogeny).

3. Zmiany charakteryzujace si¢ niestabilno$cia mety-
lacyjng (CIMP, CpG island methylator phenotype);
Metylacja wysp CpG jest powszechnym mechani-
zmem epigenetycznej regulacji ekspresji genéw,
odgrywajacym kluczowa role w réznicowaniu bio-
logicznych funkcji komoérek organizmu. Komoérki
nowotworowe charakteryzuja si¢ szczegdlnym wzo-
rem metylacji— hipermetylacji (inaktywacji) ulegaja
wybidrczo regiony promotorowe genéw supresoro-
wych i mutatorowych, podczas gdy obnizeniu ulega
poziom globalnej metylacji w komorce, co prowadzi do
aktywacji protoonkogen6w i zmniejszenia stabilnosci
chromosomowej komorek. Dla nowotworéw o wyso-
kiej CIMP charakterystyczna jest obecno$¢ mutacji
genu BRAF i nieobecnos$¢ mutacji gendw TP53.

Klasyfikacja molekularna raka jelita grubego

Rak jelita grubego jest pojeciem obejmujacym
nowotwory o zrdznicowanej etiologii genetycznej oraz
odmiennych cechach biologicznych determinujacych
przebieg kliniczny choroby i odpowiedZ na leczenie.
Zmienno$¢ przebiegu klinicznego choroby oraz odmien-
no$¢ odpowiedzi na stosowane leczenie sa niewatpliwie
wynikiem heterogennosci genetycznej. Miedzynarodowe
Konsorcjum do spraw Klasyfikacji Raka Jelita Grubego
(Colorectal Cancer Subtyping Consortium) w 2015 roku
opracowato holistyczna klasyfikacje molekularna RJG,
oparta na specyficznym wzorze ekspresji gendw (Consen-
sus Molecular Subtypes of Colorectal Cancer), dzielaca RIG
na 4 podgrupy o okreslonej charakterystyce kliniczne;j:

1. CMSI1 (Consensus Molecular Subtype I);
Wystepuje u okoto 14% chorych z RJG i charaktery-
zuje si¢ wysoka czestoScig mutacji, MSI, CIMP oraz
wysoka immunogennoscia. Cechuje si¢ obecnoScia
mutacji gendw BRAF i TGFBR2 oraz niska liczba
somatycznych zmian liczby kopii (SCNA, somatic copy
number aberration). Wystepuje gtéwnie u osob starszych

i kobiet oraz charakteryzuje si¢ p6Znym poczatkiem,

lokalizacja w proksymalnym odcinku jelita grubego,

wysokim stopniem zlosliwoSci i gorszym rokowaniem.
2. CMS2 (Canonical);

Wystepuje u okoto 37% chorych z RJG, charak-

teryzuje si¢ niestabilnoScia chromosomowa oraz

aktywacja Sciezek sygnatowych WNT i MYC,
mutacjami genéw APC i TP53. Zmiany najczesciej
zlokalizowane sa w dystalnym odcinku jelita i maja
lepsze rokowanie.

3. CMS3 (Metabolic);

Wystepuje u okoto 13% chorych z RJG, charakte-

ryzuje si¢ dysregulacja metaboliczna, stabilnoScia

mikrosatelitarng i metylacyjna, umiarkowana CIN
oraz mutacjami genéw APC i RAS.

4. CMS4 (Mesenchymal);
Wystepuje u okoto 23% chorych z RJG, charakte-
ryzuje si¢ dominujaca aktywacja genu kodujacego
transformujacy czynnik wzrostu (TGFp, transfor-
ming growth factor ), naciekaniem podscieliska
i naczyniogeneza, stabilno$cia mikrosatelitarng
i metylacyjna, wysoka liczba somatycznych zmian
liczby kopii (SCNA). Nowotwory sa zwykle bardziej
zaawansowane kliniczne, a rokowanie chorych jest
gorsze.
Guzy o mieszanej charakterystyce wystepuja u okoto
13% chorych z rozpoznaniem RJG i stanowia prawdopo-

dobnie typ przejSciowy miedzy powyzszymi grupami [5, 6].

Znaczenie mutacji genu BRAF w raku jelita
grubego

Heterogenno$¢ genetyczna w RJG jest niewatpliwie
jedna z gtéwnych przyczyn niepowodzen leczenia. Popra-
wienie rokowania moze by¢ zwiazane z postgpowaniem
personalizowanym w oparciu o znajomo$¢ zmian mole-
kularnych oraz prowadzacym do hamowania proliferacji,
migracji komoérek i angiogenezy.

Gtéwnym celem leczenia ukierunkowanego w RJG
jest szlak rozpoczynajacy si¢ od genu EGFR aktywujace-
go z kolei §ciezke gendw potozonych ponizej i bioracych
udziat w inicjacji i progresji transformacji nowotwo-
rowej (RAS-RAF-MAPK/MEK-ERK) oraz Sciezke
PI3K/PIP2/PIP3/AKT/mTOR, bioraca udziat gléwnie
w regulacji proliferacji, migracji komoérek, angiogenezy
i apoptozy [7]. Do okreSlenia rokowania i strategii
terapeutycznej rekomendowana jest obecnie ocena
mutacji genéw rodziny RAS (pan-RAS), mutacji BRAF
oraz ocena stabilnoSci mikrosatelitarnej [8]. U okoto
30-50% chorych sa obecne mutacje genéw RAS [9, 10],
a u okoto 10% wystepuja mutacje genu BRAF. Wymie-
nione zaburzenia najczgsciej wykluczaja si¢ (w komor-
kach raka wyst¢puja mutacje genéw RAS lub BRAF)
[11]. Najczestsza mutacja BRAF jest, nalezacy do klasy
I mutacji BRAF (aktywujace kinazy), wariant V600E
(obecny w okoto 90% zaawansowanych RJG z mutacja
BRAF), a rzadziej stwierdza si¢ mutacje w kodonach
464,469, 597 lub 601 (klasa II mutacji BRAF — réwniez
aktywujace kinazy) i mutacje w kodonach 287, 459, 466,
467, 469, 581, 594, 595 1 596 (klasa III mutacji — nie
wykazuja aktywnoSci kinazy, nie dzialaja na Sciezce za-
leznej od RAS i pozostaja zalezne od sciezki ERK) [7].
Mutacje BRAF — inne niz V600E (BRAF non-V600E)
— wystepuja u okoto 2% chorych na zaawansowane
RJG z mutacja BRAF — obserwowany jest wowczas
odmienny przebieg kliniczny choroby (chorzy mtodsi
1 czeSciej mezczyZni, czeSciej nowotwory o mniejszym
stopniu zto§liwoSci i lewostronnej lokalizacji; mediana
przezycia jest wyzsza niz chorych zaréwno z mutacja
BRAFV600E, jak i bez mutacji BRAF) [12].
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Odmienno§¢ molekularna i kliniczna RJG z mu-
tacjami genu BRAF jest podstawa do wyodrgbnienia
typu CMS1. Oprécz oméwionych powyzej charaktery-
stycznych cech klinicznych typ CMSI1 charakteryzuje
si¢ specyficznym przebiegiem procesu przerzutowania
w poréwnaniu z nowotworami bez mutacji BRAF
— najczesciej przerzuty sg stwierdzane w otrzewnej lub
odlegtych weztach chtonnych i rzadziej w ptucach [13].
Wspomniana lokalizacja przerzutéw, utrudniajaca za-
bieg ich usunigcia, jest jedng z przyczyn gorszego roko-
wania (mediana przezycia— 10,4 wobec 34,7 miesiaca).
Badania nad przebiegiem choroby u 0séb z przerzuta-
mi RJG charakteryzujacymi si¢ mutacja genu BRAF
i odmienng stabilnoscia mikrosatelitarng (MSS/BRAF
wobec MSI/BRAF) wykazaly, ze wariant BRAFV600E
jest samodzielnym markerem molekularnym ztego
rokowania. U chorych na zaawansowanego RJG MSI
jest negatywnym czynnikiem rokowniczym, zaleznym od
obecnosci mutacji BRAF [13].

Odmienno$¢ molekularna i kliniczna przerzutéw
RIJG charakteryzujacych si¢ mutacjami genu BRAF
sprawita, ze dla chorych zostata opracowana metoda
celowanego leczenia i prowadzone sa dalsze badania nad
jej optymalizacja [11, 14]. Nawet najbardziej precyzyjnie
dobrana terapia celowana, oparta na zmianach mole-
kularnych w komoérkach raka, ma ograniczona w czasie
skutecznos$¢ ze wzgledu na niestabilno$¢ genetyczna
nowotworéw z powodu opornosci na leczenie w zwiazku
zuzykaniem przewagi proliferacyjnej przez oporne klony
komoérkowe. Wspomniane zjawisko jest szczeg6lnie na-
silone u chorych z mutacjami BRAF, MSI i CIMP [14].

Diagnostyka molekularna chorych
na raka jelita grubego — perspektywa
diagnosty

Materiat do badan

Badania molekularne u chorych z rozpoznaniem
RIJG wykonuje si¢ gléwnie z wykorzystaniem DNA
wyizolowanego z materialu tkankowego utrwalonego
w formalinie i zatopionego w parafinie. Przed przysta-
pieniem do analiz molekularnych konieczne jest prze-
prowadzenie oceny patomorfologicznej w celu wybrania
materialu odpowiedniego pod wzgledem ilosci i jakoSci
oraz okreslenia zawartosci komoérek nowotworowych
[15]. Wspomniany proces jest istotny, poniewaz materiat
tkankowy zly jako$ciowo lub zawierajacy zbyt mata liczbe
komérek nowotworowych moze by¢ przyczyna uzyska-
nia niediagnostycznego lub nieprawdziwie ujemnego
wyniku analizy molekularnej [16, 17]. Oceng¢ zawartoS$ci
komoérek nowotworowych w materiale tkankowym prze-
prowadza si¢ zwykorzystaniem preparatu wybarwionego
hematoksyling i eozyna. Wymagana minimalna frakcja

komorek nowotworowych w poréwnaniu z komérkami
prawidlowymi bedzie zaleze¢ od metody genotypowa-
nia. Wykazano, ze w przypadku metod o matej czutosci
(np. sekwencjonowanie bezposrednie metoda Sangera)
wykorzystanie materiatu zawierajacego mniej niz 30%
komorek nowotworowych moze prowadzi¢ do uzyskania
nieprawdziwie ujemnych wynikéw [18]. W materiale
o matej zawartoSci komérek nowotworowych przed
przystapieniem do izolacji DNA i dalszych analiz
molekularnych konieczne moze by¢ przeprowadzenie
makro- lub mikrodysekcji [19].

Do identyfikacji wariantéw somatycznych, charak-
terystycznych dla komérek nowotworowych, w genach
KRAS, NRAS i BRAF mozna wykorzysta¢ krazace
nowotworowe DNA (ctDNA, circulating tumour DNA)
— uzyskanie rzetelnych wynikéw wymaga uzycia odpo-
wiednich probéwek oraz bezwzgledne przestrzeganie
instrukcji dotyczacej pobierania, transportu i p6Zniejszej
preparatyki materiatu [19].

U wybranych chorych z rozpoznaniem RJG wska-
zane moze by¢ przeprowadzenie badaf majacych na
celu identyfikacj¢ wariantéw germinalnych, obecnych
we wszystkich komoérkach chorego, w genach MLHI,
MSH?2, MSH6 oraz PMS2 [19]. Do badan tych wykorzy-
stuje si¢ DNA wyizolowany z krwi zylnej pobranej na
podstawowy antykoagulant, czyli wersenian dwusodowy
(EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid).

Diagnostyka molekularna

Diagnostyka molekularna chorych na RJG powinna
by¢ prowadzona w medycznych laboratoriach diagno-
stycznych lub pracowniach molekularnych zaktadow
patomorfologii. Wymienione os$rodki powinny posia-
da¢ wykwalifikowany personel, udokumentowane do-
Swiadczenie w prowadzeniu analiz molekularnych oraz
systematycznie uczestniczy¢ w zewnatrzlaboratoryjnych
kontrolach jakosci. Wykorzystywane testy diagnostyczne
musza charakteryzowaé si¢ odpowiednia wydajnoScia
(czutoscia i specyficznoscia diagnostyczna), powta-
rzalno$cia oraz odtwarzalnoscia. Wynik analizy genéw
KRAS, NRAS i BRAF powinien zostaé przekazany do le-
karza kierujacego w ciagu maksymalnie 7 dni roboczych
od momentu otrzymania probki przez laboratorium.

Analiza gendw RAS

Mutacje gendw KRAS i NRAS pojawiaja si¢ na
wczesnym etapie procesu nowotworzenia i prowadza
do konstytutywnej aktywacji szlakéw zaleznych od
kinazy biatkowej aktywowanej mitogenami (MAPK,
mitogen-activated protein kinase) i kinazy 3-fosfoinozy-
tydowej (PI3K, phosphoinisitide 3-kinase) [20]. Liczne
badania wykazaly, ze mutacje genéw KRAS i NRAS
s identyfikowane odpowiednio u 40% i 4% chorych
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na RJG, przy czym zdecydowana wigkszo$¢ wariantéw
genetycznych jest wykrywana w kodonach G12, G13
i Q61 (95%) [21].

Rutynowa diagnostyka molekularna powinna pozwo-
li¢ na wykrycie wariantéw genetycznych zlokalizowanych
w kodonach 12., 13., 59., 61., 117. i 146. oraz 12., 13.,
59.,61.1117. — odpowiednio — genéw KRAS i NRAS.
Powszechnie do analizy eksondw 2., 3., 4. tych gendw
stosuje si¢ technike reakcji tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (qPCR, quantitative polymerase
chain reaction). Wykorzystywane jest rowniez sekwen-
cjonowanie kolejnej generacji (NGS, next generation
sequencing) oraz coraz rzadziej sekwencjonowanie
bezposrednie metoda Sangera.

Analiza stanu genu BRAF

Warianty mutacji w genie BRAF wykrywa si¢ u okoto
8-12% chorych z rozpoznaniem zaawansowanego RJIG
[22]. U ponad 90% chorych identyfikowana jest mutacja
punktowa w kodonie V600 powodujaca zamiang waliny
na kwas glutaminowy (p.V600E) [22]. Wykrycie mutacji
w genie BRAF moze by¢ pomocne nie tylko w podjeciu
decyzji dotyczacych sposobu leczenia, ale pozwala réw-
niez na odrdznienie guzéw sporadycznych od dziedzicz-
nie uwarunkowanych. Badania wykazaly, ze mutacje
w genie BRAF wystepuja czgsto w guzach sporadycznych,
w ktorych stwierdzono wysoka MSI (MSI-H) (63,5%),
ale rzadko sa wykrywane w tkance nowotworowej pocho-
dzacej osob z zespotem Lyncha (1,4%) [23].

Analizy molekularne powinny umozliwi¢ wykrycie
przynajmniej wariantéw zlokalizowanych w kodonie
V600. Analogicznie do genéw KRAS i NRAS, badania
genu BRAF moga by¢ prowadzone przy uzyciu techniki
gPCR, NGS lub sekwencjonowania bezposredniego
metoda Sangera.

Identyfikacja defektow systemu naprawy DNA
(dMMR)

Coraz cze¢Sciej u chorych na RJG wykonuje si¢ ba-
dania majace na celu identyfikacj¢ zaburzen systemu
naprawy nieprawidlowo sparowanych nukleotydéw
DNA (dMMR, mismatch repair deficient) [19]. Zabu-
rzenia o typie dMMR prowadza do MSI i sa diagno-
zowane u okoto 15% chorych [23]. Przeprowadzenie
wymienionych badaf umozliwia nie tylko rozpoznanie
nowotwordw dziedzicznych, ale moze réwniez wplywac
na leczenie [19, 23].

Do wykrycia zaburzefi systemu MMR wykorzystuje
sic badanie MSI oparte na analizie markeréw mikro-
satelitarnych DNA Iub wynikach badafi immunohisto-
chemicznych i molekularnych pozwalajacych na oceng
ekspresji oraz analize sekwencji gendw MLHI, MSH?2,
MSHG6 i PMS2.

Badanie MSI polega na analizie profili allelicznych
markeréw mikrosatelitarnych DNA w tkance nowotwo-
rowej. Do przeprowadzenia badania moze by¢ konieczne
wykorzystanie tkanki prawidtowej (materiat referencyj-
ny). Analizy sa wykonywane z wykorzystaniem metody
PCR lub NGS [19, 23].

Badania immunohistochemiczne pozwalaja na
oceng ekspresji biatek MLH1, MSH2, MSH6 i PMS2.
W tkance nowotworu z aktywnym systemem naprawy
nieprawidtowo sparowanych nukleotydéow DNA ob-
serwuje si¢ ekspresje wszystkich wymienionych wyzej
bialek. Brak natomiast ekspresji jakiegokolwiek sposrod
wspomnianych biatek moze wskazywac¢ obecnos$¢ mutacji
inaktywujacej w genie kodujacym okreSlony produkt
biatkowy i upoS§ledzenie aktywnosci systemu MMR [23].

U chorych z podejrzeniem dziedzicznego RJG bez
polipowatosci (zesp6t Lyncha) mozliwe jest wykonanie
analizy sekwencji kodujacej genéw MLHI, MSH2, MSH6
1 PMS2. Badanie to przeprowadzone z wykorzystaniem
krwi obwodowej oraz metody NGS pozwala na identy-
fikacje patogennych wariantow germinalnych w obrebie
wskazanych gendw [23].

Diagnostyka molekularna chorych
na raka jelita grubego — perspektywa
onkologa

U wigkszosci chorych na RJG pierwszym etapem po-
stepowania jest leczenie chirurgiczne. Kolejnym etapem
jest systemowe leczenie uzupetniajace. W przypadku
nawrotu choroby — w zaleznoSci od sytuacji klinicz-
nej — stosowane jest leczenie systemowe pierwszej
linii. Leczenie uzupelniajace nie stanowi ,,pierwszej
linii leczenia” — wymienione okreslenie odnosi si¢ do
pierwszego zastosowania chemioterapii samodzielnej
lub skojarzonej z lekami ukierunkowanymi w zaawanso-
wanym stadium choroby. W przypadku dalszej progresji
moéwimy o leczeniu drugiej i kolejnej linii.

Istotnym elementem majacym wplyw na wskaznik
przezy¢ calkowitych jest dostep do leczenia w postaci
zaawansowanych metod celowanych, ktéry jest uwarun-
kowany migdzy innymi dostg¢pnoScia diagnostyki gene-
tycznej. W zaawansowanym RJG stosuje si¢ przeciwciata
monoklonalne. Koniecznym warunkiem wlaczenia lekoéw
ukierunkowanych jest wykonanie badaf oceniajacych
stan genéw KRAS, NRAS i BRAF. W zalezno$ci od
przyjetego przez laboratoria genetyczne schematu dia-
gnostycznego badania moga by¢ rozliczane jako proste
lub ztozone. W pewnych sytuacjach klinicznych coraz
wigksze znaczenie ma ocena MSI.

Strategia diagnostyczna jest zazwyczaj podejmowana
przez diagnost¢ na podstawie obowiazujacych standar-
déw w laboratorium. Laboratorium oznaczajace mutacje
moze wykonywac¢ diagnostyke z uwzglednieniem dwoch
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Kwalifikacja do terapii celowanej
z uzyciem przeciwciat monoklonalnych anty-EGFR

v v

Diagnostyczne badania genetyczne wykonywane w raku jelita grubego.
Badania wykonywane na materiale pobranym
w trakcie hospitalizacji lub materiale archiwalnym w przypadku koniecznosci
podjecia zmiany decyzji terapeutycznej. Ocena nabytych zmian somatycznych

17 Algorytm diagnostyczny

genu BRAF (ztozone badanie
genetyczne)
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Rycina 1. Algorytm diagnostyczny wykonywanych badan genetycznych w nowotworach jelita grubego

wariantéw merytorycznych i jednocze$nie rozliczenio-
wych przeprowadzenia analizy molekularnej (ryc. 1).

W pierwszym wariancie ocenie podlega fragment
genu KRAS (kodony 12. i 13.), w ktérym najczesciej
wystepuja mutacje. W sytuacji potwierdzenia obecnosci
mutacji diagnostyka jest zakonczona. Badanie powinno
by¢ rozliczone jako proste badanie genetyczne. Przy
braku mutacji diagnostyka jest kontynuowana dalej i jest
poszerzana o ocen¢ pozostatych fragmentéw gendw
KRAS, NRAS i BRAF. W tym wypadku badanie jest
rozliczane jako ztozone badanie genetyczne.

Drugi wariant wykonywanej diagnostyki w zaawan-
sowanym RJG zaklada jednoczesne wykonanie oceny
obecnoS$ci mutacji w genach KRAS, NRAS, BRAF.
W tej sytuacji powinno by¢ rozliczone ztozone badanie
genetyczne w chorobach nowotworowych. Stan gendw
KRAS, NRAS, BRAF jest najczeéciej oceniany z wyko-
rzystaniem bezposredniego sekwencjonowania metoda
Sangera lub qPCR. Kategoria badan genetycznych,
czyli ,,proste badanie genetyczne”, zaklada wykonanie
oznaczen genetycznych metoda sekwencjonowania San-
gera, to znaczy zsekwencjonowanie 1-6 amplikonéw lub
zastosowanie prostego testu diagnostycznego (z reguly
qPCR). Dotyczy to sytuacji, kiedy mutacje wykrywane
sa w genie KRAS bez koniecznoSci rozszerzania badania
na pozostate geny (NRAS/BRAF). Kategoria ztozone
badanie genetyczne zaklada wykonywanie oznaczef
genetycznych metoda Sangera, to znaczy zsekwencjo-

nowaniem od 6-40 amplikonéw lub wykonanie analizy
z uzyciem reakcji PCR, w tym przypadku uzyciem jej
modyfikacji, czyli reakcji qPCR oceniajacej zmiany
w duzo szerszym zakresie niz mialo to miejsce w prostym
badaniu genetycznym.

W praktyce najczesciej wykorzystywanymi metodami
oceny stanu gendw KRAS/NRAS/BRAF sa:

1. sekwencjonowanie: dideoksy, pirosekwencjono-
wanie — czuto§¢ metody 10-20%, czas analizy od

5 do 10 dni;

2. metody oparte na PCR — czuto$¢ 1-5%), czas analizy
ponizej 5 dni roboczych;

3. NGS — czutos¢ 0,1-10%, czas analizy okoto 10 dni
lub wiece;j.

Nie ma watpliwosci, ze kontrola jakoSci majaca
na celu kompleksowe sprawdzenie procedury diagno-
stycznej od otrzymania materialu, oceny zawartoSci
komérek nowotworowych w preparacie, izolacji kwasoéw
nukleinowych (DNA/RNA), przeprowadzenia oceny
wariantéw genetycznych az do przygotowania raportu
(wyniku) dla klinicysty/patomorfologa/chorego pozwala
na utrzymanie wysokiej jakosci pracy laboratorium i daje
szans¢ na przekazanie wiarygodnych oraz przydatnych
klinicznie wynikéw. Niestety, udzial w systemie kontroli
jakosci jest dos¢ kosztowny. Zasadne jest, aby uzyskaty
takie wsparcie systemowe — przyktadowo — z Minister-
stwa Zdrowia. Z drugiej strony udziat w kontroli jakosci
powinien by¢ standardem obowigzujacym wszystkie
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laboratoria genetyczne. Nie ma watpliwosci, ze wysoka
jako§¢ wynikéw badan przekltada si¢ bezpos$rednio na
prawidtowa kwalifikacje¢ chorych do innowacyjnych tera-
pii, obniza w rezultacie jej koszty i zwigksza dostgpnosé
do terapii [24-26].

Rokownicze znaczenie mutacji BRAFV600E
u chorych na raka jelita grubego

Mutacja V600OE genu BRAF wystepuje u 8-12%
chorych na RJG i jest negatywnym czynnikiem progno-
stycznym [27-30] z uwagi na agresywno$c¢ fenotypu. No-
wotwory z mutacja genu BRAF cechuje réwniez wigksza
czesto$¢ rozsiewu do otrzewnej i narzadéw miazszowych
(np. watroba i ptuca). U czeSci chorych mutacji BRAF
towarzyszy¢ moze obecno$¢ mutacji w PIK3CA (13%
chorych) oraz PTEN (22% chorych) [31-33].

Wplyw mutacji BRAF na rokowanie jest odmienny
w zaleznoSci od klinicznego zaawansowania nowotworu.
W jednym z retrospektywnych badaf obecno$¢ mutacji
w genie BRAF byla niezaleznym czynnikiem progno-
stycznym dla czasu przezycia catkowitego (OS, overall
survival) i wolnego od choroby (DFS, disease-free survi-
val) u chorych na RIG w stopniu II i Il zaawansowania
klinicznego [34]. Niezalezng warto$¢ prognostyczna
mutacji potwierdzono réwniez w retrospektywnej ana-
lizie obejmujacej wyniki badafi PETACC-3, EORTC
40993, SAKK 60-00, przy czym nie potwierdzono w niej
negatywnego wplywu mutacji na cz¢sto§¢ nawrotéw po
radykalnym leczeniu chirurgicznym [35, 36].

Wplyw mutacji BRAF"%F na rokowanie jest $ciSle
powiazany z obecnoscia MSI oraz poprawnym funk-
cjonowaniem systemu MMR. Obecno$¢ insercji lub
delecji w sekwencjach mikrosatelitarnych determinuje
niestabilno$§¢ genomowq. Guzy z nagromadzeniem
zmian w sekwencjach mikrosatelitarnych — tzw. wysoka
MSI (MSI-H, microsatellite instability high) czgsciej zlo-
kalizowane sa w odcinku proksymalnym jelita grubego
icechuja sie stabym zréznicowaniem histologicznym oraz
masywnym naciekaniem podscieliska przez komoérki
limfocytarne [37]. Chorzy, u ktérych obecno§¢ mutacji
BRAF wspotistnieje z MSI, cechuja si¢ lepszym rokowa-
niem w poréwnaniu z osobami bez niestabilnosci (MSS,
microsatellite stability), stad tez dominujacym jest poglad,
ze obecno$¢ MSI-H znosi niekorzystny wplyw mutacji
BRAF"®%E na rokowanie [36, 38, 39]. Obecnos¢ MSI
stanowi korzystny rokowniczo czynnik u chorych na RIG
wylacznie w stopniu I1 i III zaawansowania klinicznego.
Jak wykazali Blaker i wsp., w grupie chorych z MSI-H
obecnosé mutacji BRAF"®% nie wpltywa istotnie na OS
w stosunku do chorych z prawidtowym stanem BRAF
i MSS [40]. Chorzy z mutacjag w genie BRAF lub MSS
mieli natomiast istotnie skrocony OS oraz czas przezycia
zalezny od choroby i czas wolny od nawrotu chorobyw

poréwnaniu do chorych z obecno$cia mutacji w genie
BRAF lub MSI. Obecno$¢ mutacji BRAF wplywata
réwniez na czas przezycia zalezny od choroby (DFS,
disease-specific survival) u chorych MSS w stopniu II1
i IV zaawansowania klinicznego, ale nie miata wptywu
na rokowanie u chorych w stopniu II zaawansowania
klinicznego choroby nowotworowej. Wyjasnieniem jest
réwnowazenie onkogennego efektu mutacji i wtérnego
powstawania agresywnego fenotypu przez silng stymula-
cj¢ ukladu immunologicznego oraz aktywacj¢ odpowie-
dzi skierowanej przeciwko komérkom nowotworowym
bedacej wynikiem MSI.

Kombinacja cechy prawidtowego stanu genu BRAF
i MSS wystepuje z réwna czgstosScia we wszystkich
stopniach zaawansowania RJG w przeciwiefistwie do
zmutowanego genu BRAF lub MSS rozpoznawanego
gléwnie u chorych z zaawansowanym nowotworem.
Nowotwory cechujace si¢ obecno$cia MSI-H, bez
wzgledu na status genu BRAF, stwierdzane sg gtéwnie
w nowotworach zaawansowanych miejscowo, co ttu-
maczy opisany wczesniej brak wplywu mutacji BRAF
na rokowanie u chorych w stopniu III zaawansowania
klinicznego. Odsetek chorych z mutacja BRAF lub MSS
zwigksza si¢ wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania
klinicznego choroby nowotworowej (1,9% w stopniu
I do 8% w stopniu IV). W grupie chorych z rozpozna-
nym RJG w I1I stopniu zaawansowania mutacja w genie
BRAF lub MSS taczy si¢ z istotnym skréceniem czasu do
nawrotu choroby oraz czasu przezycia po rozpoznanym
nawrocie. Podobnej zalezno$ci nie wykazano w grupie
chorych z MSI [41]. U chorych z MSS w stopniu III
zaawansowania klinicznego wptyw mutacji BRAF na
rokowanie byt niezalezny od liczby zajetych weziéw
chlonnych oraz rodzaju zastosowanej chemioterapii
adiuwantowej [40]. W przypadku nowotwordw w I lub II
stopniu zaawansowania klinicznego, u ktérych mutacji
BRAF nie towarzyszy MSI, nie obserwuje si¢ agresyw-
nego przebiegu choroby nowotworowej i skrocenia
przezycia catkowitego [36]. Rokowanie w tej grupie
chorych ulega istotnemu pogorszeniu w przypadku
wystapienia nawrotu choroby, co jest konsekwencja
gorszej odpowiedzi na zastosowana chemioterapie [41,
42]. Gorsze rokowanie w przypadku nawrotu choroby
dotyczy réwniez chorych w stopniu III zaawansowania
klinicznego. Mimo potwierdzenia — mig¢dzy innymi
w badaniu CALGB89803 — negatywnego wplywu na
przezycie calkowite chorych w stopniu III z mutacja
BRAF [43], oznaczanie tego zaburzenia nie ma charak-
teru negatywnego czynnika prognostycznego nawrotu
choroby po leczeniu radykalnym. Analiza zbiorcza
wynikéw badain NSABP-C07 i NSABD-C08 wykazata
natomiast, ze obecno$¢ mutacji BRAF miala istotnie
niekorzystny czas przezycia po nawrocie choroby [44].

Warto$¢ rokownicza mutacji w genie BRAF u cho-
rych z rozpoznaniem zaawansowanego RJG poddanych
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resekcji chirurgicznej zmian przerzutowych zlokalizo-
wanych w narzadach migzszowych jest niejednoznacz-
na, co wynika z ograniczonej liczby chorych objetych
analizami. Metastazektomie sa wykonywane u nie
wiecej niz 1-4% chorych z mutacja BRAF w IV stopniu
zaawansowania. W grupie chorych poddanych resek-
cji zmian przerzutowych z watroby obecno$¢ mutacji
BRAF byla negatywnym czynnikiem rokowniczym dla
przezycia catkowitego. Podobne wyniki zaprezentowali
Schirripa i wsp., oceniajacy warto$¢ prognostyczng mu-
tacji w genach RAS i BRAF u chorych z rozsianym RJG
poddanych resekcji chirurgicznej zmian w watrobie.
Odsetek chorych z mutacja w analizowanej populacji
wynosit 4%. Ryzyko nawrotu u chorych z mutacja
w genie BRAF bylo istotnie wigksze od obserwowanego
dla wszystkich chorych objetych badaniem i zalezato od
stopnia zaawansowania zmian pozawatrobowych, wy-
stapienia przerzutéw synchronicznych oraz mozliwosci
uzyskania radykalnoSci wyciecia przerzutéw. Obecnosé
mutacji w genie BRAF zwiazana byla réwniez z istotnym
skréceniem OS chorych (22,6 wobec 63,0 miesiaca dla
wszystkich chorych objetych badaniem) oraz zwigksze-
niem ryzyka zgonu. Czynnikami istotnie wptywajacymi
na wskazniki przezycia chorych byly stopief sprawnosci
ogolnoustrojowej, obecno$¢ zmian pozawatrobowych,
prawostronna lokalizacja guza pierwotnego oraz brak
doszczetnoSci chirurgicznej. Analiza molekularna wyka-
zata u wiekszoSci chorych wspoétistnienie mutacji genu
BRAF z nieobecnos$ciag MSI [45].

Nieobecno$¢ MSI w komdrkach nowotworowych
u chorych poddanych metastazektomii zmian w watro-
bie jest zjawiskiem stosunkowo czgstym, cho¢ trudno
jest jednoznacznie okre§li¢ wptyw na rokowanie. Umeda
i wsp., analizujac grupe 100 chorych z synchronicz-
nymi lub metachronicznymi przerzutami do watroby
poddanych metastazektomii, nie stwierdzili u Zadnego
z nich wspdétistnienia mutacji BRAF i MSI [46]. Obec-
no$¢ mutacji BRAF — podobnie jak w innych anali-
zach — wiazatla si¢ z gorszym rokowaniem. Okoto 1/3
chorych z mutacja genu BRAF pozostawato przy zyciu
po roku od wykonanej resekcji zmian przerzutowych
(okoto 94% dla chorych z prawidlowym stanem genu
BRAF). Nie odnotowano natomiast przezy¢ 3-letnich,
ktore byly udziatem 77% chorych bez mutacji genu
BRAF. Co wazniejsze, u 64% chorych z prawidlowym
stanem genu BRAF nie stwierdzono nawrotu choroby
w pierwszym roku od wykonania metastazektomii
w przeciwienstwie do chorych z mutacja, ktérzy wszyscy
doSwiadczyli nawrotu choroby w okresie krotszym niz
rok od resekcji zmian przerzutowych. Nieco inne dane
dotyczace czasu przezycia chorych pochodza z pracy
Teng i wsp., ktorzy ocenili warto$¢ rokownicza mutacji
BRAF u chorych z zaawansowanym RJG poddanych
resekcji chirurgicznej zmian przerzutowych w watrobie
[47]. Na podstawie przeprowadzonych analiz wykazali

oni, podobnie jak Schirripa i wsp., skrécenie mediany
OS u chorych z mutacja w genie BRAF, ale wartoSci
median byly istotnie gorsze od raportowanych przez
Schirripa i wsp. [45]. Obserwacja cytowana nie pod-
waza negatywnego znaczenia predykcyjnego mutacji
BRAF w tej grupie chorych, lecz moze by¢ wynikiem
prowadzenia analiz statystycznych w matych liczebnie
populacjach. Obecnos$¢ mutacji BRAF oraz wykazanie
jej negatywnego wplywu na rokowanie u chorych pod-
danych metastazektomii zmian w watrobie nie powinny
by¢ zasadniczym parametrem decydujacym o kwalifi-
kacji chorego do takiego postepowania [35]. Analiza
danych z Mayo Clinic przedstawiona przez Johnson
1 wsp. wskazuje na wydtuzenie mediany OS oraz czasu
przezycia wolnego od progresji choroby (PFS, progres-
sion-free survival) chorych z mutacja w genie BRAF
poddanych doszczetnej resekcji zmian przerzutowych
w poréwnaniu z osobami bez mutacji leczonymi wytacz-
nie zachowawczo (mediany OS i PFS — odpowiednio
— 29,1 i 22,7 miesiaca oraz 13,6 i 6,2 miesigca). Co
wazniejsze, wykonana przez autorOw ocena wpltywu
réznych czynnikOw na czas przezycia chorych z mutacja
BRAF (wiek, ple¢, lokalizacja guza pierwotnego, sto-
sowana chemioterapia, obecnosci synchronicznych
lub metachronicznych zmian przerzutowych) wskazata
jednoznacznie na warto$¢ metastazektomii w leczeniu
tej grupy chorych [48]. Mediana PFS po wykonanej
metastazektomii wyniosta 9,7 miesigca, a czynnikami
wplywajacymi na OS byly rozsiew choroby podstawowe;j
do otrzewnej oraz wspOtistnienie mutacji BRAFY600E
z MSI (mediany — odpowiednio — 19,6 miesigca wobec
23,8 miesigca dla BRAFV6%E/MSS).

Przeglad metod leczenia chorych
na zaawansowanego raka jelita
grubego z mutacja BRAFV600E

Chemioterapia, leki biologiczne i skojarzenia

Standardowa chemioterapia u chorych na zaawan-
sowanego RJG obejmuje polaczenie fluoropirymidyny
z irynotekanem lub oksaliplatyna. Wtérne analizy
podgrup w wielu badaniach klinicznych z randomizacja
wskazuja na brak korzysci terapeutycznych z konwen-
cjonalnej dwulekowej chemioterapii u chorych z mu-
tacja BRAF"®"E [49]. Dane z badan retrospektywnych
wskazuja, ze mediana PFS dla pierwszych trzech linii
konwencjonalnej chemioterapii wynosi — odpowied-
nio — 6,3, 2,5 i 2,6 miesiagca [50]. Wielu chorych nie
otrzymuje kolejnych (poza pierwsza) linii leczenia
z powodu dynamicznej progresji i pogorszenia stanu
sprawno$ci. Uzasadnione jest poszukiwanie bardziej
intensywnych strategii, ktérymi sa — przyktadowo
— tréjlekowa chemioterapia FOLFOXIRI lub skojarzenie
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chemioterapii z przeciwciatami anty-EGFR lub lekami
antyangiogennymi.

Schemat FOLFOXIRI w skojarzeniu z bewacyzuma-
bem zastosowany w leczeniu pierwszej linii w badaniu
11 fazy pozwolit u chorych z mutacjag BRAFY5%E uzyskaé
mediany PFS i OS o warto$ci odpowiednio 11,8 miesiaca
i 24,1 miesiaca [51]. W badaniu III fazy TRIBE wyka-
Zano poprawe przezycia przy zastosowaniu schematu
FOLFOXIRI z bewacyzumabem w poréwnaniu z dwu-
lekowa chemioterapia FOLFIRI z bewacyzumabem.
W podgrupie chorych z mutacja BRAFY*%E przewaga
intensywniejszego leczenia byta klinicznie znaczaca,
ale statystycznie nieznamienna, co prawdopodobnie
byto zwigzane z matg (28) liczbg chorych (mediany OS
i PFS — odpowiednio — 19,0 wobec 10,7 miesiaca i 7,5
wobec 5,5) [52]. Badanie TRIBE-2, w ktérym stosowano
chemioterapi¢ FOLFOXIRI z bewacyzumabem lub
FOLFOX i nastepnie FOLFIRI takze w potaczeniu
z bewacyzumabem, potwierdzilo korzy§¢ w zakresie
wskaznikéw obiektywnych odpowiedzi w catej populacji,
natomiast w podgrupie 66 chorych z mutacja BRAF nie
wykazano znaczacej poprawy [53].

Niedawno przeprowadzona metaanaliza obejmujaca
5 badan z randomizacja poréwnujacych FOLFOXIRI
z bewacyzumabem do schematéw dwulekowych z be-
wacyzumabem nie wykazata w analizie podgrup zadnej
przewagi schematu tréjlekowego u chorych z mutacja
BRAFVOVE [54],

W analizie zbiorczej badan AVF2107g i AGITG
MAX, w ktérych stosowano bewacyzumab dotaczony
do réznych schematéw chemioterapii, stan genu BRAF
mial znaczenie prognostyczne. Nie przewidywal wyni-
ku leczenia bewacyzumabem, chociaz dane wykazaly
liczbowa poprawe przezycia pod wplywem leczenia
antyangiogennego [55, 56].

Badano takze inne leki antyangiogenne, poniewaz
dane z badan przedklinicznych wskazuja, iz mutacja
BRAF moze modulowa¢ odpowiedZ nowotworu na takie
leczenie. W badaniu VELOUR oceniono wplyw doda-
nia afliberceptu do chemioterapii FOLFIRI w leczeniu
drugiej linii. W analizie przezycia stratyfikowanego
wedlug biomarkeréw prognostycznych w podgrupie
z mutacja BRAF odnotowano poprawg¢ OS w poréw-
naniu z populacja bez mutacji, jednak réznica nie byta
statystycznie znamienna [57]. Podobne wyniki uzyskano
w przypadku ramucyrumabu dodanego do chemio-
terapii FOLFIRI w badaniu RAISE [58]. Korzy$¢ ze
stosowania lekéw antyangiogennych nie zostata zatem
statystycznie udowodniona w tej populacji chorych.
Trudno$¢ w udowodnieniu moze jednak wynika¢ z ma-
fej liczebnosci podgrup chorych z mutacja BRAFY600F
(36 wbadaniu VELOUR i41 w badaniu RAISE). Lecze-
nie antyangiogenne nie moze przetamac negatywnego
wplyw prognostycznego mutacji BRAFY6%E | jednak
odnotowane w powyzszych badaniach wskazniki ryzyka

sugeruja, ze ma ono pewna warto$¢ w tej szczegélnej
populacji chorych.

W odniesieniu do przeciwciat skierowanych prze-
ciw receptorowi dla naskérkowego czynnika wzrostu
(EGFR, epidermal growth factor receptor) dostgpne dane
sa sprzeczne. Dodanie panitumumabu do chemioterapii
FOLFOX (badanie PRIME) lub FOLFIRI (badanie
PICCOLO) nie wykazato korzysci klinicznych, a nawet
odnotowano negatywny wplyw skojarzenia chemio-
terapii z leczeniem anty-EGFR na przezycie chorych
z mutacja BRAF w badaniu PICCOLO [59, 60].

Przeprowadzono takze zbiorcza analize danych
uzyskanych w badaniach z randomizacja CRYSTAL
i OPUS oceniajacych dodanie cetuksymabu do chemio-
terapii FOLFIRI lub FOLFOX w leczeniu pierwszej linii
chorych bez mutacji w kodonie 12. i 13. eksonu 2. genu
KRAS. Wykazano poprawe pod wzgledem wskazZnikéw
odpowiedzi i przezycia w podgrupie chorych z mutacja
BRAFY%E na skutek zastosowania skojarzonego le-
czenia, ale obserwowane réznice nie byly statystycznie
znamienne [61]. Wyniki powinny by¢ interpretowane
z duza ostroznoscia z uwagi na bardzo mala liczebnos¢
podgrupy chorych z mutacja BRAFV6%E (59 chorych
w badaniu CRYSTAL i 11 chorych w badaniu OPUS).
Autorzy tej analizy zbiorczej sugerowali, ze mutacja
BRAFY%E nie wydaje si¢ czynnikiem predykcyjnym
opornosci na terapi¢ anty-EGFR tylko niekorzystnym
czynnikiem rokowniczym.

W celu wyjasnienia predykcyjnej roli mutacji
BRAF"®%E y chorych leczonych przeciwcialami anty-
-EGFR przeprowadzono dwie metaanalizy badan
klinicznych II i III fazy z zastosowaniem cetuksymabu
lub panitumumabu samodzielnie lub w potaczeniu
z chemioterapia w pierwszej, drugiej lub kolejnej linii
[62, 63]. Pierwsza metaanaliza wykazata, ze przeciwciala
anty-EGFR nie poprawialy znaczaco przezycia u chorych
z mutacjg BRAFV9%E w poréwnaniu do standardowej
chemioterapii lub najlepszego leczenia wspomagajace-
go. Druga metaanaliza réwniez nie wykazata znaczacej
poprawy w zakresie wskaznikéw przezycia. Podczas
poréwnywania czasu przezycia catkowitego miedzy pod-
grupa z mutacjg BRAF"0%E  prawidtowym stanem genu,
test interakcji nie byt istotny statystycznie — autorzy
uwazaja, ze mutacja BRAFY9%E nie powinna ograniczac
mozliwosci zastosowania przeciwciat anty-EGFR.

Metaanalizy powyzsze nie dostarczaja zatem do-
statecznych dowodéw pozwalajacych ustali¢ zalezno$¢
migdzy leczeniem anty-EGFR (monoterapia lub
w skojarzeniu z chemioterapia) i stanem BRAF dla
wskaznikow przezycia. Obie analizy podlegaja przy
tym pewnym ograniczeniom, ktére obejmuja duza
réznorodno$¢ populacji chorych, schematéw chemiote-
rapii i linii leczenia. Kwestia znaczenia predykcyjnego
mutacji BRAF"%%F powinna by¢ natomiast oceniona
w badaniach prospektywnych. Nalezy podkresli¢, ze
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zalecenia ESMO (European Society of Medical Oncology)
i NCCN (National Comprehensive Cancer Network) nie
rekomenduja stosowania przeciwciatl anty-EGFR bez
jednoczesnego blokowania kinazy BRAF w tej populacji
chorych [64, 65].

Podjeto rowniez probe poréwnania aktywnoSci
terapii antyangiogennej i anty-EGFR, kojarzacej be-
wacyzumab lub cetuksymab z tréjlekowa chemioterapia
FOLFOXIRI w badaniu II fazy z randomizacja FIRE
4.5 [66]. Pierwszorzedowy punkt koncowy (zatozono
wzgledng poprawe wskaznika odpowiedzi obiektyw-
nych o 37,5% pod wplywem cetuksymabu) nie zostat
osiggniety. Odnotowano wyrazna przewage liczbowa
leczenia z bewacyzumabem zaréwno w odniesieniu do
wskaznika odpowiedzi (60% wobec 49%, p = 0,33)
i mediany PFS (10 wobec 6 miesigcy; p = 0,01), co
szczeg6lnie dotyczyto chorych z prawostronng lokali-
zacja pierwotnego guza — rdznica nie byta jednak sta-
tystycznie znamienna. Dane dotyczace czasu przezycia
ogobtem sa niedojrzate, ale w chwili analizy mediany nie
roznily si¢ znamiennie.

Inhibitory kinazy BRAF

W ostatniej dekadzie inhibitory kinazy BRAF (we-
murafenib, dabrafenib i enkorafenib) — stosowane
w monoterapii lub w skojarzeniu z inhibitorami kinazy
MEK — poprawily wyniki leczenia chorych na czerniaki
skory i bton §luzowych z mutacja BRAF"®"F oraz wy-
kazaly obiecujaca aktywnos$¢ w niedrobnokomoérkowym
raku ptuca z obecno$cia wymienionej mutacji. W bada-
niach przedklinicznych odnotowano, iz wemurafenib
stosowany w monoterapii hamuje proliferacj¢ komoérek
i wzrastanie nowotworu w liniach komérkowych RJG
zmutacjag BRAFVS%E [67]. Wyniki badania I1 fazy ocenia-
jacego aktywnos§¢ wemurafenibu u leczonych uprzednio
chorych na przerzutowego RJG z mutacjag BRAFY6%E
okazaly si¢ rozczarowujace. Sposrdd 21 chorych tylko
jeden osiagnat czesciowa odpowiedz, u siedmiu od-
notowano stabilizacj¢ choroby z mediana PFS i OS
— odpowiednio — 7,7 miesiaca i 2,1 miesiaca [68].

Oceny farmakokinetyczne sugeruja, Ze rozbiezne od-
powiedzi na inhibitory kinazy BRAF w czerniaku i RIG
wynikaja z rznic w podstawowej biologii guza. Komoérki
RJG w odréznieniu od czerniaka maja pochodzenie
nablonkowe i wykazuja ekspresj¢ EGFR. Przypuszcza
si¢, ze brak odpowiedzi na monoterapi¢ inhibitorem
kinazy BRAF wynika przynajmniej cze¢Sciowo z akty-
wacji zwrotnej EGFR, powodujacej reaktywacje szlaku
sygnatowego kinazy aktywowanej mitogenem (MAPK,
mitogen activated protein kinase) [67, 69]. Skojarzenie
inhibitoréw kinazy BRAF oraz EGFR pozwala hamowaé
przekazywanie sygnatu szlakiem MAPK, co przeklada
si¢ na wigksza aktywno$¢ leczenia [70]. Obecne kie-
runki badan nad zastosowaniem lekéw molekularnie

ukierunkowanych w leczeniu chorych na RJG z mutacja
BRAF"®WE obejmujg skojarzenie inhibitoréw BRAF,
EGFR i MEK.

Wyniki pierwszego w historii badania fazy III BE-
ACON — oceniajacego takie postgpowanie w grupie
uprzednio leczonych chorych — ustanowily nowy stan-
dard postgpowania w zaawansowanym RJG z mutacja
BRAF"®E L eczenie okazato si¢ na tyle wartosciowe,
ze podjeto proby zastosowania u chorych wcze$niej
niepoddawanych leczeniu. W badaniu II fazy AN-
CHOR CRC skojarzenie zawierajace enkorafenib,
binimetynib i cetuksymab wykazato znaczng aktywnos¢
w leczeniu pierwszej linii. Oszacowany przez bada-
cza i potwierdzony w ocenie niezaleznych ekspertow
odsetek obiektywnych odpowiedzi (pierwszorzgdowy
punkt koncowy) wyniost 47,8% [95% przedziat ufnosci
(CI) 37,3-58,5], a odsetek kontroli choroby osiagnat
88%. Wartosci wskaznikow przezycia byly umiarkowa-
nie zachecajace (mediany PFS i OS — odpowiednio
— 5,8 miesigca i 17,2 miesiaca) [71]. Skojarzenie en-
korafenibu z cetuksymabem stosowane wylacznie lub
w polaczeniu z chemioterapia jest obecnie oceniane
w badaniu III fazy BREAKWATER [72].

Inhibitory punktéw kontrolnych odpowiedzi
immunologicznej

U okoto 15% chorych na raka jelita grubego (4-20%
zaleznie od stopnia klinicznego zaawansowania) wyste-
puje MSI-H. Ten szczeg6lny fenotyp, bedacy wyrazem
uposledzenia mechanizméw dMMR, moze by¢ zwigzany
z dziedzicznym niedoborem aktywno$ci genéw napraw-
czych w zespole Lyncha lub jest wynikiem sporadycznie
wystepujacego wylaczenia funkcji genu (najczesciej
w mechanizmie epigenetycznym), co ma miejsce znacz-
nie cze¢Sciej. W rakach ze sporadyczng MSI mutacja
BRAFYSE wystepuje kilkukrotnie cz¢sciej niz w rakach
o fenotypie stabilnym (MSS), natomiast prawie nigdy
mutacja BRAF"0%E nje jest obecna w rakach powstalych
na podlozu zespotu Lyncha [49, 73, 74]. Z kolei wir6d
rakéw z mutacja BRAFY9%E fenotyp MSI wystepuje
nawet w 40% przypadkéw. W populacyjnej kohorcie
1253 chorych zidentyfikowano 193 przypadki z MSI-H,
wérod ktérych 52% miato takze mutacje BRAFYOE
natomiast 55% chorych z mutacja BRAF"%F miato
fenotyp MSI-H [75].

Przyczyny wspotwystepowania sporadycznego MSI-H
z mutacjg BRAFYS%E nie sg do kofica poznane. Niesta-
bilnoé¢ genomu towarzyszaca upoSledzeniu mechani-
zmOw naprawy uszkodzefi DNA ttumaczy zwickszong
czestotliwo$¢é mutacji ogétem (w tym réwniez mutacji
BRAF"®YE), Wiekszo$¢ rakow jelita grubego z mutacja
BRAFVSE rozwija sic na podtozu polipéw zabkowanych,
w ktérych obserwuje si¢ metylacj¢ promotora i wyci-
szanie kluczowych genéw supresorowych. Sugeruje sig,
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ze fenotyp MSI-H moze tagodzi¢ niekorzystny wptyw
rokowniczy mutacji BRAF"®"F szczegdlnie we wezesnym
stadium choroby [76]. Raki o fenotypie MSI-H z mutacja
BRAF"%E maja mniej agresywny przebieg kliniczny
i lepsze OS w poréwnaniu z rakami MSS z mutacja
BRAFY60E [49].

Biorac pod uwage czeste wspotistnienie MSI-H
z mutacja BRAF"®E uwaza sie, ze inhibitory punktow
kontrolnych odpowiedzi immunologicznej (np. pembro-
lizumab lub niwolumab) mogg by¢ warto$ciowym lecze-
niem w omawianej populacji chorych. W badaniu II fazy
CHECKMATE-142 oceniano leczenie niwolumabem
w skojarzeniu lub nie z ipilimumabem u chorych na RJG
z cecha MSI-H/dMMR. W kohorcie chorych z mutacja
BRAF"E uzyskano 25% i 55% obiektywnych odpowie-
dzi pod wplywem leczenia niwolumabem lub podczas im-
munoterapii skojarzonej oraz obserwowano mozliwos¢
trwalej kontroli choroby, a wyniki te sg znaczaco lepsze
niz uzyskiwane pod wplywem chemioterapii [77, 78].
Dalsza obserwacja wykazata w grupie chorych z mutacja
BRAF"®YE otrzymujacych skojarzong immunoterapic
zwigkszenie odsetka odpowiedzi obiektywnych do 70%
(wynik wyzszy o kilka punktow procentowych w poréw-
naniu z podgrupa bez mutacji BRAF"%E) [79].

W badaniu klinicznym KEYNOTE-177 pembro-
lizumab stosowany w leczeniu pierwszej linii chorych
na zaawansowanego RJG z MSI-H byl réwnie aktywny
u chorych z i bez mutacji BRAFY5%E [80].

Obecnie nie ma dowoddéw, pozwalajacych przyjac,
ze bardziej intensywna immunoterapia jest aktywniejsza
u chorych z mutacja BRAFV®E | co w przyszto$ci bedzie
przedmiotem badan.

Jak dotad, nie przeprowadzono badaf bezposrednio
poréwnujacych immunoterapi¢ z leczeniem ukierunko-
wanym na kinaz¢ BRAF. Niektorzy eksperci uwazaja,
Ze — zuwagi na potencjal trwatej kontroli choroby pod
wplywem immunoterapii — stosowanie inhibitoréw
immunologicznych punktéw kontrolnych moze by¢ le-
czeniem pierwszego wyboru u chorych na RJG MSI-H
z mutacjg BRAFV5%E Nalezy jednak pamictaé o braku
bezposrednich dowoddw na stuszno$¢ takiego poste-
powania. Mimo wspdlnej cechy molekularnej kliniczny
profil takiego chorego bywa bardzo zréznicowany.
Wymieniony profil moze by¢ w przysztosci wskazéwka
wyboru wlasciwego leczenia lub odpowiedniej sekwencji
metod.

Nowe kierunki badan nad leczeniem systemowym

Obecnie prowadzonych jest wiele badaf poszczegdl-
nych faz oceniajacych stosowanie lekéw molekularnie
ukierunkowanych (anty-BRAF, anty-MEK, anty-EGFR)
w roznych skojarzeniach. Nowym kierunkiem badan jest
skojarzenie wymienionych lekéw z inhibitorami szlaku
Wnht/beta-katenina lub inhibitorami kinazy PI3K.

Leczenie chirurgiczne chorych z przerzutami

Rak jelita grubego jest nowotworem, ktéry w przy-
padku obecnosci ograniczonej liczby przerzutow jest
mozliwy do wyleczenia [81]. Korzysci z chirurgicznego
leczenia sa uwarunkowane starannym doborem chorych.
Z uwagi na niekorzystne znaczenie rokownicze mutacji
BRAF"®E istotne jest pytanie o wplyw wspomniane;j
nieprawidtowo$ci genetycznej na decyzje o leczeniu
chirurgicznym.

W jednoos$rodkowym retrospektywnym badaniu
z udzialem 92 chorych wykazano, ze obecno$§¢ mutacji
BRAF"®E byta zwiazana z rzadszym wystepowaniem
choroby ograniczonej do watroby (41% wobec 63%;
p < 0,01), a u chorych z mutacja rzadziej mozliwa byla
resekcja przerzutéw (41% wobec 26%; p < 0,01) [82].
Sposréd poddanych metastazektomii, chorzy z mutacja
BRAF"®%E w poréwnaniu z pozostalymi osiggali krot-
sze przezycie wolne od nawrotu (mediana — 7 wobec
11 miesiecy, p = 0,084) i gorsze wskazniki 2-letnich
OS (61% wobec 86%; p = 0,003). W grupie chorych
poddanych resekcji z zamiarem wyleczenia nawrot
choroby wystapit u 90% chorych z mutacjg BRAF"®F,
Nie ma wynikéw badafn prospektywnych dotyczacych
tego zagadnienia, ale — z uwagi na charakterystyke
rozsiewu raka z mutacja BRAF"®%F oraz wysokie ryzyko
nawrotu — resekcja przerzutéw w tej populacji moze by¢
rozwazana tylko u bardzo starannie wybranych chorych
z przerzutami ograniczonymi do watroby, u ktérych
wczesniej uzyskano trwata kontrolge choroby w odpo-
wiedzi na leczenie systemowe.

Metody leczenia ukierunkowanego
molekularnie u chorych na raka jelita
grubego z mutacja w genie BRAFV600E

Odkrycie istotnej roli mutacji BRAFY6F w ksztat-
towaniu agresywnego fenotypu komérek RJG po-
zwolilo na zidentyfikowanie celu molekularnego dla
leczenia systemowego. W odréznieniu od komdrek
czerniaka, w ktérych samodzielna blokada zmutowane;j
kinazy BRAF lub réwnolegla blokada bezposrednio
powiazanych ze soba kinaz BRAF i MEK pozwala
na osiagnigcie kontroli procesu nowotworowego,
w przypadku RJG nie obserwowano takich efektéw
[83, 84]. Fakt ten zwiazany jest z funkcjonowaniem
w komérkach nowotworéw nabtonkowych petli ujem-
nego sprzezenia zwrotnego mig¢dzy kinaza BRAF
a domena wewnatrzkomoérkowa receptora EGFR [67].
Tym samym, zablokowanie kinazy BRAF prowadzi do
nadmiernej aktywnoSci sygnalizacyjnej EGFR, ktory
przez réownolegte szlaki transdukcji sygnatu, na przy-
ktad PI3K-AKT-mTOR, stymuluje ztosliwa biologi¢
komoérki nowotworowej.
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Konsekwencja powyzszych obserwacji bylo rozpo-
czecie badan nad aktywnoS$cia przeciwnowotworowa
réwnoleglej blokady kinazy BRAF oraz receptora
EGFR. W otwartym, randomizowanym badaniu II fazy
SWOG S1406 poréwnano skojarzenie irynotekanu,
cetuksymabu i wemurafenibu (rami¢ eksperymentalne)
z irynotekanem i cetuksymabem (rami¢ kontrolne)
w grupie 160 — wcze$niej leczonych — chorych na
przerzutowego RJIG z mutacjg BRAFV0%E, Terapia troj-
lekowa zwigkszyla kilkukrotnie odsetek obiektywnych
odpowiedzi i kontroli choroby (odpowiednio w ramieniu
eksperymentalnym i kontrolnym — 17% wobec 4%
oraz 65% wobec 21%. Zastosowanie wemurafenibu
wigzato si¢ ze znamienng redukcja wzglednego ryzyka
progresji lub zgonu o 50% przy medianach PFS wyno-
szacych odpowiednio 4,2 miesigca i 2,0 miesigce. U 42%
chorych z ramienia kontrolnego w momencie progresji
zastosowano schemat tréjlekowy, co wptyneto na brak
réznicy badania w zakresie OS.

Réwnolegle do badania SWOG S1406 toczylto si¢
badanie III fazy BEACON obejmujace 665 chorych, po
niepowodzeniu pierwszej i drugiej linii chemioterapii.
Chorych przydzielano losowo, w stosunku 1 : 1 : 1, do
trzech ramion otrzymujacych odpowiednio: (1) enkora-
fenib (inhibitor BRAF), binimetynib (inhibitor MEK)
oraz cetuksymab — rami¢ eksperymentalne pierwsze,
(2) enkorafenib i cetuksymab — ramie eksperymentalne
drugie, oraz (3) chemioterapi¢ z wyboru lekarza (ce-
tuksymab + irynotekan lub cetuksymab + FOLFIRI)
— rami¢ kontrolne. W badaniu nie stosowano procedury
cross-over. Najbardziej aktualne wyniki — po medianie
obserwacji wynoszacej prawie 14 miesigcy — wykazaly
znamienng poprawe OS w obu ramionach eksperymen-
talnych w poréwnaniu z grupg kontrolng [85] — me-
diana w obu ramionach eksperymentalnych wynosita
9,3 miesigca wobec 5,9 miesiaca w grupie kontrolne;.
Strategie terapeutyczne wykorzystujace enkorafenib
umozliwily znamienna redukcje ryzyka zgonu o 40%
(schemat tréjlekowy) i 39% (schemat dwulekowy).
Odsetek przezy¢ 6-miesigcznych wynosit 71% dla terapii
trdjlekowej oraz 65% dla dwulekowej i nie réznily si¢
istotnie migdzy ramionami eksperymentalnymi, a w ra-
mieniu kontrolnym odsetek przezy¢ 6-miesiecznych wy-
nosit 47%. Mediany PFS wynosily 4,3 miesiaca (terapia
tréjlekowa), 4,2 miesigca (terapia dwulekowa) oraz
1,5 miesiaca (ramig¢ kontrolne) [86]. Terapia trojlekowa
zmniejszyta wzgledne ryzyko progresji lub zgonu 0 62%,
a dwulekowa o 60%. Odsetek obiektywnych odpowiedzi
i stabilizacji choroby wynosit 26% i 42% (terapia tréjle-
kowa), 20% i 54% (terapia dwulekowa) oraz 2% i 29%
(rami¢ kontrolne), a progresje przy pierwszej ocenie
stwierdzono odpowiednio u 10%, 7% i 34% chorych.
Najczestsze dziatania niepozadane obserwowane we
wszystkich ramionach badania BEACON obejmowaly
biegunke, wysypke tradzikopodobna, nudnoSci, wy-

mioty i zmeczenie, ale byly one zdecydowanie najmniej
nasilone w ramieniu z terapig dwulekowa. W analizach
jakoSci zycia chorych uczestniczacych w badaniu BE-
ACON opartym na formularzach QLQ C30 i FACT-C
wykazano znamienng poprawe¢ w ramionach ekspery-
mentalnych, przy czym oba te ramiona nie roznily si¢
miedzy soba [87].

Podsumowanie

Nowe mozliwosci leczenia systemowego chorych na
RJG niewatpliwie poprawiaja rokowanie. Wprowadze-
nie leczenia anty-BRAF i immunoterapii zwigkszyto
spektrum mozliwos$ci i mieSci si¢ w koncepcji personali-
zowanego postgpowania przeciwnowotworowego. Obie
— wymienione wyzej — mozliwosci leczenia zostaly
uwzglednione w wytycznych ESMO i NCCN.
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