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PATOLOGIA MOLEKULARNA RAKA JELITA GRUBEGO™
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Rak jelita grubego (RJG) nalezy do najbardziej szczegdlowo badanych typéw no-
wotwordw zlosliwych, m.in. z uwagi na czgste wystgpowanie, ale takze z powodu
istnienia zmian prekursorowych — gruczolakéw cewkowych i kosmkowych oraz wy-
réznionych niedawno (siedzacych) gruczolakéw zabkowanych, ktére mozna wykry¢
podczas badania endoskopowego i usunaé. Morfologiczne etapy sekwencji gruczolak
— rak wyja$niono juz na poziomie molekularnym, co ulatwila identyfikacja genéw
odpowiedzialnych za wystgpowanie rodzinnej postaci RJG. Jednak, poza wczesnym
wykrywaniem przypadkéw rodzinnego RJG i zastosowaniem w poradnictwie gene-
tycznym, jeszcze do niedawna tak szczegétowa wiedza z zakresu patologii moleku-
larnej miata niewielki wplyw na postepowanie kliniczne z chorymi na ten nowotwér.
W ciggu ostatniej dekady wiele si¢ zmienilo w tej kwestii. W zwiazku z wprowa-
dzeniem do stosowania lekéw swoiscie ukierunkowanych przeciwko receptorowi
czynnika wzrostu naskérka (epidermal growth factor receptor — EGFR), ktére okazaly
si¢ skuteczne u chorych na RJG, rozpoczeto analizowanie mechanizméw odpowie-
dzialnych za opornos¢ na te leki. Ustalenie, ze raki z mutacja KRAS nie reaguja na
leczenie ukierunkowane przeciwko EGFR, mialo olbrzymi wplyw na proces poste-
powania klinicznego z chorymi oraz diagnostyke molekularna RJG. Dodatkowe
testy genetyczne, m.in. w kierunku obecnosci mutacji NRAS, BRAF i PIK3CA,
réwniez beda uwzgledniane podczas podejmowania decyzji dotyczacych tego, ktd-
rym chorym nalezy podawac leki ukierunkowane. Trwaja takze badania nad nowy-
mi lekami, skutecznymi u chorych na zaawansowanego RJG.

Bez odpowiedzi wciaz pozostaja wazne pytania o to, u ktérych chorych wystapi wzno-
wa po wycieciu guza pierwotnego oraz u ktérych chorych uzyska si¢ odpowied? na
chemioterapie adiuwantowa wedtug standardowego schematu zawierajacego 5-fluo-
rouracyl i oksaliplatyne. Z niecierpliwoscia oczekuje si¢ opracowania testéw o warto-
$ci predykeyjnej, ktore rozwiazalyby te problemy. Powstaja nowe klasyfikacje RJG
oparte na parametrach molekularnych i wkrétce zostana wyréznione nowe podtypy
RJG zdefiniowane na podstawie kombinacji cech, takich jak: profil ekspresji gendéw,
zaburzenia chromosomowe, mutacje genéw i charakterystyka epigenetyczna. Pozwo-
li to na wynalezienie nowych metod leczenia, ale takze bedzie mialo przelozenie na
diagnostyke molekularna. Z kolei nowe metody leczenia i diagnostyki molekularnej
przyczynia si¢ do poprawy w zakresie postgpowania klinicznego z chorymi na RJG.

Stowa kluczowe: rak jelita grubego, patologia molekularna, niestabilno$¢ chromosomowa,
niestabilno$¢ mikrosatelitarna, fenotyp metylatora wysp CpG (CIMP), KRAS.

Wstep i Leroy Hood {1} nazywaja ja ,medycyna 4P”: predic-
tive (predykceyjna), personalised (zindywidualizowana),

Oblicze nowoczesnej medycyny zmienia si¢ bardzo  preventive (zapobiegawcza) oraz participatory (partycy-
dynamicznie. W opublikowanym niedawno artykule pacyjna). W duzym stopniu zmiany te sa zastuga re-
poswieconym zachodzacym zmianom Stephen Friend  wolugji w dziedzinie genetyki molekularnej. Obecnie

*Artykut stanowi tlumaczenie pracy ,Molecular pathology of colovectal cancer”, opublikowanej w Pol ] Pathol 2014, 65 (4): 257-266; DOI: 10.5114/
pp.2014.48094. Tlumaczenie przygotowata lek. med. Aleksandra Ambicka z Zakladu Patomorfologii Nowotwordw Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii
Sklodowskiej-Curie, Oddzial w Krakowie.
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juz w ciagu kilku dni i za rozsadna cene mozna zse-
kwencjonowa¢ caly genom. By¢ moze w niedalekiej
przysztosci kazdy bedzie nosi¢ przy sobie informacje
na temat wlasnego genomu zakodowane na karcie
chipowej, zawierajacej réwniez istotne dane doty-
czace historii choroby. Niniejszy artykul koncentruje
sie na raku jelita grubego (RJG), jednym z najcze-
$ciej wystepujacych nowotworéw ztosliwych, ktory
kazdego roku na $wiecie jest przyczyna duzej liczby
zgondéw zwigzanych z nowotworami [2]. Rak jelita
grubego nalezy do najbardziej szczegélowo bada-
nych typéw nowotworéw zto§liwych, m.in. z uwagi
na czgste wystepowanie, ale takze z powodu istnienia
zmian prekursorowych — gruczolakéw cewkowych
i kosmkowych oraz wyr6znionych niedawno (sie-
dzacych) gruczolakéw zabkowanych, ktére mozna
wykry¢ podczas badania endoskopowego i usunad.
Teoretycznie usuwanie gruczolakéw mogloby zapo-
biec wystapieniu wickszosci przypadkéw RJG. Cha-
rakterystyczne etapy morfologiczne ewolucji tych
zmian prekursorowych wyjasniono juz na poziomie
molekularnym, a tzw. sekwencja gruczolak — rak sta-
nowi jeden z modelowych przyktadéw wieloetapowe;j
progresji nowotworu. Zdobycie tej wiedzy ulatwilo
poznanie zjawiska wystgpowania réznorodnych ro-
dzinnych form RJG, ktérych molekularne podlo-
ze w duzym stopniu zostalo juz wyjasnione [3]. Do
niedawna, z wyjatkiem wczesnego wykrywania ro-
dzinnych postaci RJG i poradnictwa genetycznego,
szczegblowa znajomo$¢ mechanizméw molekular-
nych miala niewielki wplyw na postepowanie klinicz-
ne u chorych na RJG. Podstawowymi czynnikami
uwzglednianymi przy wyborze metod leczenia byly
klasyczne parametry kliniczno-morfologiczne. Cel ni-
niejszej publikacji stanowi ocena, w jaki sposéb coraz
rozleglejsza wiedza na temat zdarzefi molekularnych
bioracych udzial w powstawaniu RJG i zmian pre-
kursorowych, az do wystapienia przerzutéw odle-
glych, wplywa na metody (wczesnego) wykrywania
RJG i leczenia chorych na ten powszechny na calym

$wiecie nowotwor ztosliwy, ktéry wcigz pozbawia zy-
cia co drugiego chorego [2}].

Szlaki molekularne zwiazane z rozwojem
raka jelita grubego

Wyniki badai molekularnych nad RJG wyjasnia-
ja, ze w proces jego powstawania zaangazowanych
jest kilka szlakéw sygnatowych. Poznano juz dosy¢
szczegblowo najwazniejsze zjawiska (epi)genetyczne
zwigzane z transformacja nowotworowa w obrebie je-
lita grubego. Ustalono réwniez, ze RJG to niejedno-
rodna jednostka chorobowa {3}. R6znorodnosci mor-
fologicznej w zakresie lokalizacji, stopnia zlo$liwosci
histologicznej i typu nowotworu dopetnia wielopo-
ziomowa zlozono$¢ molekularna {4—6}. Obecnie wia-
domo, ze RJG to bardzo heterogenna choroba. Na te
heterogennos¢ sklada si¢ m.in. zmienno$¢ obrazu kli-
nicznego, prawdopodobiefistwa wyleczenia, sposobu
szerzenia si¢ 1 odpowiedzi na leczenie. Podjecie proby
przynajmniej czgSciowego zrozumienia heterogenno-
$ci RJG wigze si¢ z konieczno$cia poznania szlakow
molekularnych odpowiedzialnych za jej powstawanie.
Opracowano trzy najwazniejsze koncepcje dotyczace
przebiegu tych szlakéw [7-91, a w ostatnim czasie
powstata czwarta {10}

Szlak zwigzany z niestabilno$cia chromosomowa

Pierwsza spo$rdd poznanych jest tzw. klasyczna
Sciezka kancerogenezy, ktérej ceche charakterystycz-
ng stanowi niestabilno$¢ chromosomowa (chromosomal
instability — CIN). Zwykle w duzym odsetku komé-
rek rakéw z CIN stwierdza si¢ aneuploidie i wykazuja
one wyrazna zmienno$¢ liczby kopii gendéw. Pomyst
na przebieg tego szlaku, ktéry dotyczy ok. 80% przy-
padkéw RJG, przedstawil Vogelstein w przelomowej
publikacji {7}. Zdarzenia zwiazane z klasyczna $ciez-
kg kancerogenezy zilustrowano na rycinie 1. Wyja-
$nienie mechanizmdéw tego szlaku ulacwilo odkrycie

Sekwencja gruczolak — rak: szlak zwigzany z niestabilno$cia chromosomowa (wg Vogelsteina)
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Rycina 1. Model wieloetapowej kancerogenezy nablonka jelita grubego zaproponowany po raz pierwszy przez Vogelstei-
na [7}. Zdjecia mikroskopowe przedstawiaja obraz morfologiczny zmian na kazdym etapie transformacji nowotworowej.
Nad strzalkami podano domniemane zaburzenia molekularne zwiazane z poszczegélnymi etapami tego procesu

»+” — mutacja aktywujaca, ,—” — mutacja dezaktywujaca

Zridto: World Cancer Report 2014. IARC, WHO press, p. 395. ISBN 978-92-832-0429-9. Rycing opublikowano za zgodg wydawcy.
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Rycina 2. Kanoniczny szlak sygnalowy Wnt. Brak Wat powoduje, ze B-katenina ulega fosforylacji przy udziale kinazy 3f
syntazy glikogenu (GSK3B) i kinazy kazeiny 1 (CK1), ktére tworza niszczacy kompleks biatkowy (multiprotein destruction
complex — MDC), ztozony z aksyny, produktu genu APC, GSK3p i CK1, a nastepnie jest degradowana w proteasomach.
Natomiast zwigzanie sie Wnt z receptorem Frizzled i koreceptorami LRP5/6 prowadzi do powstania kompleksu recepto-
rowego. To z kolei jest przyczyna destabilizacji MDC, ktéry w rezultacie nie fosforyluje B-kateniny — kluczowego media-
tora szlaku Wnt. Dlatego B-katenina nie ulega degradacji w proteasomach, gromadzi si¢ w cytoplazmie i przechodzi do
jadra komérkowego. Tutaj tworzy kompleks transkrypcyjny z biatkami pygopus (pygo), Bcl-9 i TCF/LEF, ktéry przestaje
podlega¢ hamowaniu przez represor transkrypcji groucho (grg). Skutkiem tego jest uruchomienie transkrypcji genéw doce-

lowych pobudzajacych proliferacje, m.in. c-myc i CDK1

genu APC (adenomatous polyposis coli) odpowiedzialne-
go za wystepowanie rodzinnej polipowatosci gruczo-
lakowatej jelita grubego (familial adenomatous polyposis
— FAP) [11, 12}. Mutacje APC aktywuja szlak sy-
gnalowy Wnt, ktéry odgrywa gléwna role w rozwoju
RJG, o czym $wiadczy fakt, ze zaburzenia w obrebie
gendéw skutkujace aktywacja tego szlaku stwierdza
sie w blisko 90% wszystkich RJG {13}. Wigkszo$¢
spo$rdd nich stanowia mutacje APC typu utraty
funkcji; opisywano réwniez rzadkie mutacje genu
B-kateniny. Drugi allel APC ulega z kolei wyciszeniu
w wyniku mutagji, delegji allelu lub metylacji promo-
tora genu. Utrata funkcji biatka APC zaburza fosfo-
rylacje B-kateniny, ktéra nie podlega ubikwitynizacji
i nie moze zosta¢ zdegradowana w proteasomach.
Gdy B-katenina gromadzi si¢ w nadmiarze, jest prze-
noszona do jadra komérkowego, gdzie we wsp6lpra-
cy z kompleksem biatek LEF/TCF podejmuje funkcje
czynnika transkrypcyjnego i nasila ekspresje genéw
pobudzajacych wzrost komorki (ryc. 2.). Do akty-
wagji szlaku Wnt dochodzi juz w polipach gruczola-
kowych — zmianach prekursorowych RJG — dlatego

uwaza si¢ jg za wczesne zdarzenie w procesie transfor-
macji nowotworowej nabtonka jelita grubego.

O tym, ze gruczolaki jelita grubego stanowia zmia-
ny prekursorowe RJG, wiedziano duzo wczesniej,
nim biolodzy molekularni rozpoczeli wyjasnianie me-
chanizméw zwiazanych z transformacja tych zmian.
Z biegiem czasu progresje polipa gruczolakowego do
zmiany ztosliwej, czyli raka, zaczeto nazywac sekwen-
¢ja gruczolak — rak. Analizujac jej mechanizmy, Vo-
gelstein {7} uzupelnil te sekwencje o dane molekular-
ne, ktére w polaczeniu z réwnie dobrze opracowana
koncepcja etapowej progresji zaowocowaly stworze-
niem niemal standardowego modelu kancerogenezy
na poziomie molekularnym (ryc. 1.).

U chorych z FAP i mutacja germinalna APC juz
w bardzo mlodym wieku powstaja setki, a nawet ty-
sigce polipdéw gruczolakowych. U tych chorych ryzyko
wystapienia RJG w ciagu calego Zycia wynosi 100%.
Rozwdj zmian nowotworowych nie jest ograniczony
wylacznie do jelita grubego — nowotwory pojawiajg
si¢ réwniez w gérnym odcinku przewodu pokarmo-
wego (zoladku, dwunastnicy) oraz w tkance lacznej
(wldkniakowatos$¢ typu glebokiego; desmoid tumor).
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Rycina 3. Szlak sygnalowy MAPK. W warunkach prawidlowych szlak MAPK jest aktywowany przez interakcje pomiedzy
receptorem i ligandem, pod wplywem ktérej EGFR ulega dimeryzacji i fosforyluje kolejny element kaskady — czasteczke
sygnalowa. Ostatecznie aktywacja szlaku skutkuje transkrypcja genéw zwiazanych z réznymi procesami komérkowymi,
m.in. proliferacja i naciekaniem. Te aktywacje moga zahamowa¢ przeciwciata lub male czasteczki wigzace sie z EGFR,
ktére skutecznie wyciszaja szlak MAPK jedynie wtedy, gdy zadne z kolejnych biatek tej kaskady nie jest konstytutywnie
aktywowane na skutek mutacji (np. KRAS, BRAF lub PIK3CA)

Rycina 4. Reak¢ja immunohistochemiczna na obecno$¢
bialka p53 w komérkach raka okreznicy. Zwraca uwage
silne, rozlane wybarwienie wszystkich jader komérkowych,
$wiadczace o obecnosci zmutowanego biatka p53

Istnieje wyrazna zalezno$¢ pomiedzy genotypem i fe-
notypem dotyczaca obrazu klinicznego FAP. Muta-
c¢je zlokalizowane przed kodonem 157, za kodonem
1595 oraz w obrebie poddawanego alternatywnemu
sktadaniu regionu w eksonie 9 wiaza si¢ ze znacznie
mniejszg czestoscia wystepowania polipdw (atypowa
FAP; patrz [14}), a takze z rozwojem zmian nowotwo-
rowych w gérnym odcinku przewodu pokarmowego

§4

(dwunastnicy i zotagdku). Obecno$¢ mutacji zlokalizo-
wanych pomiedzy kodonami 1250 i 1464 ma zwiazek
z polipowatoscia o cigzkim przebiegu. Z kolei mutacje
zlokalizowane za kodonem 1444 wiaza sie z wyste-
powaniem desmoidéw [14]. Mutacje APC wystepuja
takze w sporadycznych przypadkach RJG, ktére za-
zwyczaj rozwijaja si¢ u os6b w podesztym wieku (zwy-
kle poczawszy od 7. dekady zycia); mutacje te maja
jednak charakter sporadyczny, a nie germinalny {15].

Kolejne zdarzenia molekularne to aktywujace mu-
tacje KRAS i BRAF w obrebie szlaku MAPK. Mutacje
KRAS, ktére konstytutywnie aktywuja szlak sygnato-
wy MAPK (ryc. 3.), stwierdza sie w blisko 45% przy-
padkéw RJG. Gen BRAF, zlokalizowany za KRAS
w szlaku sygnalowym MAPK, ulega mutacji w nie-
spelna 10% przypadkéw. Mutacje w obrebie szlaku
MAPK mogg réwniez dotyczyé NRAS i genu koduja-
cego kinaze 3-fosfoinozytolu (phosphoinositide-3-kina-
se — PIK3) [16}. Zagadnienie to zostanie oméwione
w kontekscie molekularnych czynnikéw predykeyj-
nych dla leczenia ukierunkowanego chorych na RJG.

Mutacje TP53 typu utraty funkcji, ktére powo-
duja gromadzenie si¢ zmutowanego bialka w jadrze
komoérkowym (ryc. 4.), powstaja w ok. 70% przypad-
kéw zwigzanych z klasyczng $ciezkg kancerogenezy
oraz zawsze podczas progresji od gruczolaka z dys-
plazja duzego stopnia do raka, kiedy dochodzi takze
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do aktywacji telomerazy [17], co zapewnia transfor-
mowanym komoérkom nieograniczona dlugos¢ zycia.
Aktywacja szlaku zwigzanego z transformujacym
czynnikiem wzrostu B (transforming growth factor B
— TGEF-B), ktoérej wyrazem jest brak ekspresji bial-
ka efektorowego SMAD4, prawdopodobnie wiaze sie
z powstawaniem przerzutéw odlegtych [18].

Klasyczna $ciezka kancerogenezy jest powig-
zana z FAP i mutacjg germinalng APC, przy czym
nie u wszystkich chorych z polipowato$cia wystepu-
je mutacja APC. Szczegblowa analiza genomu tych
chorych zaowocowata odkryciem roli genu MUTYH,
ktéry po uszkodzeniu DNA w wyniku oksydacji
uczestniczy w procesie jego naprawy polegajacym na
wycinaniu zasad azotowych {19]. W przebiegu poli-
powatosci zwiazanej z MUTYH (MUTYH-associated
polyposis — MAP) sekwencja zdarzen jest w duzym
stopniu taka sama jak w przypadku FAP, przy czym
u chorych z MAP wystepuje mniejsza liczba polipow,
raki pojawiajg sie miedzy 4. a 7. dekada zycia, nato-
miast ryzyko wystapienia RJG w ciagu calego zycia
jest mniejsze niz u chorych z FAP {20].

Szlak zwigzany z niestabilno$cig mikrosatelitarng

Szlak zwiazany z niestabilno$cia mikrosatelitarna
(microsatellite instability — MIN) jest odpowiedzialny
za rozw0j rakéw z hipermutacjami, ktérych komérki
— w przeciwiefistwie do rakéw powstatych na pod-
fozu CIN - wykazuja aneuploidi¢ tylko w niewiel-
kim odsetku. Pierwowzér tego szlaku odkryto na
poczatku lat 90. ubieglego wieku, badajac podloze
molekularne dziedzicznego RJG niezwiazanego z po-
lipowatoscig (bereditary non-polyposis colorvectal cancer —
HNPCC), obecnie znanego jako zespdt Lyncha {21].
Ustalenie, ze przyczyng zespotu Lyncha jest mutacja
jednego sposrdd gendéw kodujacych biatka uczestni-
czace w naprawie blednie sparowanych zasad azoto-
wych (mismatch vepair — MMR), mialo przetomowe
znaczenie {22}, Podczas replikacji DNA pojawiaja
si¢ bledy, takie jak nieprawidlowe parowanie poje-
dynczych zasad lub delecje i krétkie insercje, za ktd-
rych naprawe odpowiada system MMR. Biatka tego
systemu tworza kompleks, ktory wiaze si¢ z blednie
sparowang zasada, wykorzystuje informacje zawarta
na (prawidlowej) nici komplementarnej, a nastepnie
wycina i naprawia btad. Gdy system MMR nie dzia-
ta, w komérkach kumuluja si¢ bledy, ktére wystepu-
ja rowniez w sekwencjach mikrosatelitarnych. Sa to
powtarzajace sie sekwencje DNA, zwykle o dlugosci
1-6 par zasad, rozmieszczone w obrebie calego ge-
nomu. Zaburzenia funkcjonowania systemu MMR
sg przyczyna powstawania nowych sekwencji mikro-
satelitarnych, ktore mozna wykry¢ za pomoca testu
wykorzystujacego lancuchows reakcje polimerazy
(polymerase chain reaction — PCR). Do wykrywania nie-
stabilno$ci mikrosatelitarnej (microsatellite instability
— MSI) wykorzystuje si¢ w tym tescie panel marke-

roéw loci mikrosatelitarnych, m.in. BAT25, BAT26,
D2S123, D5346 i D17S250 {23]. Jesli co najmniej
dwa markery wykazuja niestabilno$¢, méwi si¢ 0 MSI
duzego stopnia (MSI-High — MSI-H), jesli niestabil-
ny jest tylko jeden marker — o MSI malego stopnia
(MSI-Low — MSI-L), a jesli wszystkie markery sg sta-
bilne — o stabilno$ci mikrosatelitarnej (microsatellite
stable — MSS; ryc. 5.). Poniewaz bialtka zwiazane z na-
prawg blednie sparowanych zasad azotowych mozna
bez trudu wykrywaé w rutynowo przygotowywanych
wycinkach tkankowych, ocena utraty ekspresji jed-
nego sposréd tych waznych biatek (MLH1, MSH2,
MSHG6 i PMS2) metoda immunohistochemii stala sie
najwazniejszym sposobem wykrywania nieprawidlo-
wosci systemu MMR i zespotu Lyncha {24} (ryc. 5.).
Wracajac do szlakéw kancerogenezy, MSI-H odpo-
wiada szlakowi zwigzanemu z niestabilno$cig mikro-
satelitarna. Zespél Lyncha jest odpowiedzialny za
mniej wiecej 3% przypadkéw RJG, natomiast MSI
wystepuje w blisko 12% sporadycznych RJG. Jest
to spowodowane metylacjg promotora MLH1, kt6ra
wylacza transkrypcje tego genu, co z kolei skutkuje
zaburzeniem MMR i wystgpieniem MSI-H {25].

W komoérkach rakéw z MSI stosunkowo czesto
pojawiajg sie mutacje BRAF. Z wieksza czestoscig
wystepuja rowniez mutacje innych gendéw, nierzadko
charakteryzujacych si¢ obecnoscia sekwencji mono-
nukleotydowych w obrebie regionéw kodujacych.
Dotyczy to np. genu receptora typu II TGF-f i pro-
apoptotycznego genu BAX, ktére z tego powodu sa
czesto inaktywowane w komorkach rakéw z zabu-
rzeniami funkcjonowania systemu MMR. W ostat-
nim czasie ocena MSI w sporadycznych RJG wzbu-
dza spore zainteresowanie w kontekscie klinicznym,
gdyz raki z zaburzeniami funkcjonowania systemu
MMR cechujg si¢ lepszym rokowaniem w poréw-
naniu z rakami, w ktérych naprawa blednie sparo-
wanych zasad azotowych przebiega prawidlowo.
Niestabilnos¢ mikrosatelitarna stopniowo zaczyna
by¢ uwzgledniana w procesie podejmowania decyzji
klinicznych {26}.

Transformacja nowotworowa poprzez szlaki zwig-
zane z MIN i CIN przebiega podobnie: w postaci se-
kwencji gruczolak — rak. Jednak raki z MIN zacho-
wujg sie inaczej niz raki powstale na podtozu CIN:
charakteryzujg si¢ lepszym rokowaniem, reaguja
odmiennie na standardowa chemioterapie i majg do-
sy¢ szczegblng morfologie — sa to raki $luzowe lub
rdzeniaste (ryc. 6.) z charakterystycznym naciekiem
limfocytarnym, zlokalizowane w prawej cze$ci okrez-
nicy [27}.

Dzieki realizacji projektu The Cancer Genome Atlas
(TCGA) udalo sie zaobserwowad, ze podgrupa RJG
z hipermutacjami nie wykazuje niestabilno$ci mikro-
satelitarnej. Co wigcej, zidentyfikowano rodziny,
u ktérych czlonkéw w mlodym wieku wystepuja
nieliczne polipy i RJG bez niestabilnosci mikrosate-
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Rycina 5. Typowy przyklad zaburzen procesu naprawy blednie sparowanych zasad azotowych, ktéry odzwierciedla ujem-
na reakcja immunohistochemiczna na obecno§¢ MLH1. A) Reakcja na obecno§¢é MLH1. Zwraca uwage brak wybarwienia
jader komérek nowotworowych, podczas gdy jadra prawidlowych komoérek krypt i komérek podscieliska ulegly zabar-
wieniu. Brak reakcji na obecno§¢ MLH1 z reguly wspoélistnieje z ujemna reakcja na obecnos¢ PMS2 (D), gdyz PMS2 nie
moze stworzy¢ kompleksu ze zmutowanym MLH1. B) Reakcja na obecno$¢ MSH2. Jadra komoérek nowotworowych

ulegly wybarwieniu, podobnie jak w przypadku MSHG6 (C). E,

F) Potwierdzenie niestabilnosci mikrosatelitarnej, wyrazonej

zmiang lokalizacji markera mikrosatelitarnego BAT26 z powodu nieprawidtowej liczby powtdrzen

litarnej, natomiast nie stwierdza si¢ mutacji APC ani
MYH. Te obserwacje zaowocowaly poszukiwaniami
dodatkowych mechanizméw odpowiedzialnych za
stan hipermutacji. Niedawno ustalono, ze z zespotem
tym wiaza si¢ mutacje germinalne genéw kodujacych
domeny dwéch polimeraz DNA (POLE i POLDI),
odpowiedzialne za sprawdzanie poprawnosci syntezy
DNA [10}. Wydaje si¢, ze zahamowanie naprawy ble-
déw w replikacji DNA powoduje powstawanie muta-
¢ji i w konsekwencji — fenotypu mutatorowego {28].
Zesp6l ten nosi nazwe polymerase proofreading-associa-
ted polyposis (PPAP).

Szlak zwigzany z hipermetylacja wysp CpG

Hipermetylacja wysp CpG zlokalizowanych w pro-
motorach genéw uczestniczacych w procesie regulacji
transkrypcji to czesty mechanizm odpowiedzialny za
wyciszanie gendéw supresorowych. Jesli to zjawisko
zachodzi w obrebie calego genomu, méwi si¢ o fe-
notypie metylatora wysp CpG (CpG island methylator
phenotype — CIMP) {29}. Niejasna pozostaje zar6wno
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przyczyna powstawania CIMP, jak i jego dokladne
konsekwencje.

Na przelomie XX i XXI wieku zauwazono, ze
plaskie, niegruczolakowe zmiany w blonie sluzowe;j,
zwlaszcza zlokalizowane w prawej czeSci okreznicy,
czesto charakteryzuje CIMP. Te zmiany powstaja na
skutek nieprawidlowego nawarstwiania si¢ komoérek
nablonka powierzchniowego z powodu nadmiernej
proliferacji i zahamowania procesu apoptozy. Sg one
zbudowane z cewek gruczolowych o wygladzie przy-
pominajacym z¢by pily (stad ich nazwa — zabkowane)
i przez dlugi czas uwazano je najczesciej za niegroz-
ne polipy hiperplastyczne. Niedawno udowodniono,
ze pewien podtyp tych polipéw o charakterystycznej
morfologii wykazuje znaczacy potencjal ztosliwosci,
dlatego nazwano go siedzacym gruczolakiem lub
polipem zabkowanym (sessile serrated adenoma/polyp —
SSA/P) {30}. Siedzace gruczolaki lub polipy zabko-
wane przypominajg (fagodne) polipy hiperplastyczne,
lecz wyréznia je bardziej nieregularna architektoni-
ka krypt (ryc. 7.) i czasem obecnos$¢ cech dysplazji.
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Rycina 6. R6znorodno$¢ morfologiczna raka jelita grubego. A) Mieszana architektonika cewkowa i zgbkowana z cechami
atypii komorkowej §redniego stopnia — polaryzacja komorek jest wciaz zachowana. B) Utkanie §luzowe. Jesli ten rodzaj
utkania dominuje (> 50%), rozpoznaje si¢ raka §luzowego. C) Utkanie charakteryzujace sie silng reakcja podscieliska
(ktora okresla sic mianem desmoplazji), z obecnoscia umiarkowanej liczby komoérek nowotworowych. D) Utkanie no-
wotworu zbudowanego ze slabo zréznicowanych komorek tworzacych syncytialne platy, z charakterystycznym rozlanym
naciekiem z limfocytéw (zumor infiltrating lymphocytes — TIL), nazywanego rakiem rdzeniastym

Wykazano zwiazek SSA/P ze zwickszonym ryzykiem
wystepowania RJG, lecz dotychczas nie okreslono
prawidlowo wielko$ci tego ryzyka, cho¢ dostepne
obecnie dane naukowe sugeruja, ze jest ono mniejsze
niz ryzyko progresji klasycznych gruczolakéw {311].
Zaobserwowano, ze zmianami prekursorowymi ra-
kéw charakteryzujacych sic CIMP sa zmiany zab-
kowane, a oprécz CIMP w komérkach tych rakéw
czesto wystepujg mutacje BRAF. Powigzanie ze sobg
CIMP i architektoniki zabkowanej doprowadzito do
opracowania koncepcji szlaku kancerogenezy zwigza-
nego z CIMP [32].

Wsréd zdarzen molekularnych tego szlaku oprocz
CIMP nalezy wymieni¢ mutacj¢ BRAF, zwlaszcza
charakterystyczng mutacje V60OE, metylacje pro-
motoréw réznych genéw (jako konsekwencji CIMP)
oraz metylacje promotora MLH 1, ktéra skutkuje wy-
ciszeniem ekspresji tego genu. To z kolei odpowiada
za zaburzenia funkcjonowania systemu MMR, wysta-
pienie MSI i stan hipermutacji.

W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze przedstawione
koncepcje szlakéw kancerogenezy stanowia model, na

podstawie ktérego mozna ustalaé przebieg kolejnych
zdarzeti molekularnych skutkujacych rozwojem RJG,
uwzgledniajac réwniez parametry kliniczne i patomor-
fologiczne. W rzeczywistodci istnieje wiele podtypéw
RJG, ktérych charakterystyczne cechy molekularne
w znacznym stopniu sie nakladajg {30}. W ostatnim
czasie podjeto kilka préb stworzenia klasyfikacji mo-
lekularnych RJG, ktérych rezultaty opublikowano.
Nie dziwi fakt, ze wspomniane klasyfikacje sa do sie-
bie bardzo podobne, a takze w pewnym stopniu od-
zwierciedlaja przebieg szlakéw kancerogenezy [4-G61.
Klasyfikacje molekularne stanowig kolejny dowdd na
niejednorodno$¢ RJG. Obecnie trwaja prace nad sfor-
mulowaniem klasyfikacji molekularnej na drodze kon-
sensusu, z wykorzystaniem analizy og6lnodostepnych
danych dotyczacych genomu; ich pierwsze wyniki juz
opublikowano {33]. Wcigz nie wiadomo, jaki bedzie
wplyw klasyfikacji RJG na postgpowanie kliniczne,
ktére nadal w znacznym stopniu jest zalezne od kla-
sycznych parametréw klasyfikacji TNM, cho¢ nie-
dawno na znaczeniu zyskata ocena MSI. Ten czynnik
molekularny nalezy bra¢ pod uwage przy dokonywa-
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Rycina 7. Szlak transformacji nowotworowej nabtonka jelita grubego zwigzany z fenotypem metylatora wysp CpG (GpG
island methylator phenotype — CIMP), zwany réwniez szlakiem zabkowanym. Wczesne zmiany morfologiczne powstale na
podlozu tego szlaku charakteryzujg si¢ mutacja BRAF (typowa mutacja V60OE) i CIMP. Pézniejsze zmiany wykazuja
nieprawidlowosci systemu naprawy blednie sparowanych zasad azotowych spowodowane hipermetylacja promotora
MLH1, morfologicznie wyrazone architektura zabkowana. Zmiany te nosza nazwe siedzacych gruczolakéw zabkowanych.
Progresja wynika ze zjawiska hipermutacji w obrebie genomu, spowodowanego nieprawidlowo$ciami systemu naprawy
blednie sparowanych zasad azotowych, i obejmuje zaburzenia genomowe spotykane réwniez w zwiazku z tzw. klasyczng

$ciezka kancerogenezy (ryc. 1.)

Zrédto: Bosman T. Molecular pathology of colorectal cancer. W Molecular Surgical Pathology. Cheng L, Eble JN (red.). Springer Verlag 2013; 5. 13 (ryc. 1.7).

Rycing opublikowano za zgodgq wydawcy.

niu wyboru metody leczenia adiuwantowego chorych
na RJG w II/III stopniu zaawansowania klinicznego
i prawdopodobnie réwniez metody leczenia chorych
na RJG z przerzutami odleglymi. Powstaje pytanie,
czy przedstawione szlaki kancerogenezy maja wplyw
na proces postepowania klinicznego u chorych na
RJG, a jesli tak, to jaki.

Czy patologia molekularna rozwiaze
problemy dotyczace postepowania
u chorych na raka jelita grubego?

Wyjasnienie istoty choroby to cel, do ktérego
ostatecznie dazy patomorfologia, a z jego osiagnigcia
chorzy powinni odnosi¢ korzysci. Zatem nalezy sig
zastanowi(, ktére sposréd waznych probleméw do-
tyczacych opieki nad chorymi na RJG mozna rozwig-
zaé na poziomie molekularnym, z korzyscia dla tych
chorych. W tym kontekscie istotne jest znalezienie
odpowiedzi na nast¢pujace pytania:

1. Czy patologia molekularna moze dostarczy¢ sku-
teczniejszych metod badania przesiewowego popu-
lacji w kierunku RJG?

2. Czy testy molekularne moga poméc wskazaé cho-
rych nalezacych do grupy duzego ryzyka wystagpienia
nawrotu choroby po wycigciu zmiany pierwotne;j?
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3. Czy testy molekularne moga poméc ustali¢, u kt6-
rych chorych z grupy duzego ryzyka nawrotu cho-
roby wystapi odpowiedz na obecnie stosowang
(chemio)terapie adiuwantowsg?

4. Czy na podstawie testow molekularnych mozna
prognozowad, u ktérych chorych najprawdopo-
dobniej uzyska si¢ odpowiedz na dostepne leki
ukierunkowane?

Molekularne badania przesiewowe w kierunku
raka jelita grubego

Na calym $wiecie programy badan przesiewowych
w kierunku RJG zyskaly na znaczeniu, z uwagi na
duza czesto$§¢ wystepowania tej choroby oraz mozli-
wos¢ rozpoznawania i prawidlowego leczenia zmian
prekursorowych podczas kolonoskopii. Do standar-
dowych badan przesiewowych nalezy badanie katu na
obecno$¢ krwi utajonej (fecal occult blood test — FOBT),
przeprowadzane w celu wyodrebnienia mniejszej po-
pulacji chorych kwalifikujacych si¢ do kolonoskopii
w przypadku dodatniego wyniku FOBT. Badanie
katu na obecno$¢ krwi utajonej charakteryzuje si¢
do$¢ duzg czuloscia, lecz brakiem swoistosci {341].
Trwaja badania nad bardziej swoistymi testami mo-
lekularnymi. Wiekszo$¢ z nich opiera si¢ na wykry-
waniu DNA komoérek nowotworowych w kale i po-
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szukiwaniu charakterystycznych dla raka zaburzen
genowych, takich jak hipermetylacja lub swoiste mu-
tacje. Wyniki analiz przeprowadzonych w warunkach
laboratoryjnych sa obiecujace, lecz nie opracowano
jeszcze czulych i swoistych testéw molekularnych
umozliwiajacych wykrywanie RJG {35}

Testy molekularne o warto$ci rokowniczej
u chorych na raka jelita grubego

Zasadniczy problem w postgpowaniu klinicznym
u chorych na wigkszo$¢ nowotworéw zlosliwych stano-
wi udzielenie odpowiedzi na pytanie, u kt6rych chorych
dojdzie do nawrotu choroby po pierwotnym leczeniu,
jakim w przypadku wigkszosci nowotworéw jest wy-
ciecie guza pierwotnego, czasem poprzedzone chemio-
terapia i/lub radioterapiag neoadiuwantows. Nie ulega
watpliwosci, ze chorzy, u ktérych prawdopodobiefistwo
wystapienia nawrotu choroby jest duze — obecnie do-
tyczy to chorych na RJG w III stopniu zaawansowania
klinicznego i w II stopniu z duzym ryzykiem nawrotu
— mogg zosta¢ poddani chemioterapii adiuwantowe;j.
Z kolei chorym z grupy o malym prawdopodobiefistwie
nawrotu choroby — RJG w I stopniu zaawansowania
klinicznego i w II stopniu z malym ryzykiem nawro-
tu — nalezy oszczedzi¢ takiego leczenia, ktére wiaze sie
z mozliwoscia wystapienia istotnych dzialaf niepozada-
nych. Stosowane obecnie kryteria oceny ryzyka wznowy
sa nieprecyzyjne, o czym $wiadczy fakt, ze wystepuje
ona nawet u malego odsetka chorych na RJG w I stop-
niu zaawansowania klinicznego, natomiast u ok. 30%
chorych na RJG w III stopniu zaawansowania nie do-
chodzi do wznowy {36]. Opracowano kilka testéw
o wartosci rokowniczej, analizujacych profile (,podpi-
sy”) molekularne komérek nowotworowych, ktére mo-
glyby umozliwi¢ stratyfikacje chorych pod wzgledem
ryzyka nawrotu {37-391. Podczas przeprowadzonego
ostatnio badania oceniono je w niezaleznej populacji
chorych i ustalono, ze wszystkie mialy warto$¢ rokow-
nicza {40}. Jednak, co zastanawiajace, nie opieraly sie
one na tych samych zestawach genéw ani nie umiesz-
czono na ich podstawie tych samych chorych w grupie
o duzym ryzyku. Nie dziwi fake, ze taczna interpretacja
tych profiléw molekularnych miala wiekszg wartos¢ niz
ktorykolwiek sposrdd nich interpretowany pojedynczo.
Wyniki te wskazuja, ze cho¢ znalezienie skutecznych
(molekularnych) kryteriéw identyfikacji chorych na
RJG nalezacych do grupy duzego ryzyka nawrotu sta-
nowi pilny problem, to efektywnos$¢ dotychczasowych
préb osiggniecia tego celu budzi watpliwosci.

Testy molekularne o wartoS$ci predykcyjnej dla
chemioterapii

OdpowiedZz na zastosowane leczenie odnotowuje
si¢ u zaledwie ok. 50% chorych na RJG zakwalifiko-
wanych do chemioterapii adiuwantowej (tj. chorych
z grupy duzego ryzyka wystapienia wznowy ocenio-

nego na podstawie kryteriéw klinicznych i histopato-
logicznych — 1II i III stopiefi zaawansowania klinicz-
nego) {411. Chorzy, u ktérych nie udaje si¢ uzyskad
odpowiedzi na leczenie, sa narazeni na pojawienie si¢
typowych dziatat niepozadanych chemioterapii, przy
braku jakiejkolwiek korzysci. Dlatego warto byloby
dysponowa¢ (klinicznymi, molekularnymi) parame-
trami umozliwiajacymi prognozowanie odpowiedzi
na leczenie wg schematu FOLFOX, stanowigcego po-
taczenie S-fluorouracylu, kwasu folinowego i oksali-
platyny. Podjeto starania, aby opracowa¢ odpowiednie
testy molekularne, lecz zadnego z nich nie stosuje sie
jeszcze w codziennej praktyce z powodu niewystarcza-
jacej czulosci i swoistosci [42, 431, Zatem wcigz trwa-
ja poszukiwania skuteczniejszych schematéw leczenia
adiuwantowego oraz narzedzi pozwalajacych przewi-
dzie¢ wystapienie odpowiedzi na leczenie.

Markery molekularne o warto$ci predykcyjnej
dla leczenia ukierunkowanego u chorych na
raka jelita grubego

Jak wspomniano wcze$niej, standardowe leczenie
chorych na zaawansowanego RJG opiera si¢ na pola-
czeniu S-fluorouracylu, kwasu folinowego i oksalipla-
tyny (schemat FOLFOX). W ostatnim dziesigcioleciu
uzyskano dowody $wiadczace o tym, ze w pewnej
podgrupie chorych korzystne moze sie okaza¢ poda-
wanie lekéw ukierunkowanych przeciwko receptoro-
wi czynnika wzrostu naskérka (epidermal growth factor
receptor — EGFR). Stworzono przeciwciala monoklo-
nalne skierowane przeciwko EGFR, ktoérych dziata-
nie okazalo sie skuteczne u niektérych chorych na
RJG. Wstepne obserwacje zostaly poddane walidacji
w prospektywnych badaniach klinicznych, ktérych
wyniki potwierdzily najpierw uzyskanie odpowiedzi
na cetuksymab {44}, a nastepnie takze na panitumu-
mab {45}, lecz jedynie w grupie chorych z guzami nie-
wykazujacymi mutacji KRAS. To odkrycie natychmiast
spowodowalo, ze ocena mutacji KRAS w komérkach
RJG stala si¢ jedna z najczesciej wykonywanych ana-
liz w laboratoriach molekularnych. Wazne ograni-
czenie badania w kierunku mutacji KRAS stanowi
jednak fake, ze identyfikuje ono chorych (z guzami
z mutacja KRAS), u ktérych nie wystgpi odpowiedz
na leczenie ukierunkowane przeciwko EGFR, wy-
kluczajac ok. 40% chorych, ktérzy nie zareaguja na
leczenie, natomiast odpowiedz uzyska si¢ zaledwie
u ok. 40% chorych z guzami, w ktérych nie stwier-
dzono mutacji KRAS. Krok naprzéd stanowitaby
mozliwo$¢ skutecznego przewidywania, u ktérych
chorych wystapi odpowied? na leczenie, zamiast tego,
u ktorych tej odpowiedzi si¢ nie stwierdzi. Podczas
badania dotyczacego oceny mutacji w obrebie innych
genéw szlaku MAPK {46} ustalono, ze polaczenie
analizy mutacji kilku genéw szlaku MAPK znacza-
co zwigkszylo warto$¢ predykcyjna tych testéw. Jed-
nak precyzja obecnie dostepnych testéw wciaz jest
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daleka od ideatu i podejmuje si¢ proby opracowania
testéw molekularnych, dzieki ktérym mozliwe bedzie
doktadniejsze prognozowanie odpowiedzi na leczenie
[471.

W tym kontekscie wazny problem stanowi opor-
no$¢ na leczenie. Korzystne dzialanie lekéw ukierun-
kowanych przeciwko EGFR zwykle utrzymuje sie
przez krétki okres, z powodu rozwoju opornos$ci {48}.
Prowadzone obecnie badania maja wyjasnié, jakie
mechanizmy sa odpowiedzialne za niepowodzenie
leczenia zwigzane z opornoscia {49]. Inne badania
dotycza nowych punktéw uchwytu dla lekéw ukie-
runkowanych molekularnie, ktére moglyby mie¢
znaczenie w leczeniu chorych na zaawansowanego

RJG [501.

Podsumowanie

Fascynujaca przygoda, jaka jest odkrywanie szcze-
g6téw procesu transformacji nowotworowej nabtonka
jelita grubego, jeszcze nie dobiegta kofica. W ramach
kwalifikacji chorych do leczenia pokonano droge od
klasycznych parametréw histopatologicznych (w tym
kluczowych parametréw makroskopowych), poprzez
coraz bardziej szczegblowa klasyfikacje TNM, az do
parametrow molekularnych, aby dostosowa¢ leczenie
do konkretnego nowotworu o specyficznych cechach.
Wprawdzie proces kancerogenezy w obrebie jelita
grubego nie zostal jeszcze w pelni poznany, lecz z calg
pewnoscia jest bardziej zrozumialy niz 20 lat temu.
Trwa identyfikowanie czynnikéw predykcyjnych dla
dostepnych lekéw ukierunkowanych, opracowywanie
nowych lekéw ukierunkowanych przeciwko elemen-
tom szlakéw zaangazowanych w proces transformacji
nowotworowej nablonka jelita grubego oraz testéw
molekularnych, ktére pozwola na przewidywanie od-
powiedzi na te nowe leki. Na §wiecie w ramach pro-
jektu TCGA podejmuje si¢ proby dokladniejszego
poznania biologii molekularnej RJG i innych nowo-
twordw ztosliwych. Patomorfologia ma kluczowe zna-
czenie dla postepu w tej dziedzinie, poniewaz wiedze
z tego zakresu zdobyto (i wcigz si¢ zdobywa) w znacz-
nej mierze dzieki badaniom molekularnym przepro-
wadzanym z wykorzystaniem wycinkéw tkankowych,
na podstawie ktérych patomorfolodzy ustalaja roz-
poznanie. Patomorfolodzy powinni pozostaé na tej
centralnej pozycji jako partnerzy w zespole wspolpra-
cujacych ze sobg specjalistéw z wielu dziedzin, m.in.
biologéw molekularnych (w tym specjalizujacych sig
w nowotworach zloliwych), bioinformatykéw i onko-
logéw (molekularnych). Ostatecznie zaowocuje to po-
stepem w zakresie wczesnego wykrywania RJG oraz
umozliwi dokladniejsze przewidywanie wystapienia
odpowiedzi na leczenie (adiuwantowe), opracowanie
skuteczniejszych lekéw i bardziej precyzyjnych czyn-
nikéw predykeyjnych, z czego chorzy beda odnosili
korzysci.
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