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STRESZCZENIE

Leczenie celowane stafo si¢ w ostatniej dekadzie waznym sposobem terapii chorych na raka. Potwier-
dzono skutecznos¢ lekdw skierowanych przeciw receptorowi czynnika wzrostu naskorka (EGFR) i HER2,
takich jak erlotynib, cetuksymab czy trastuzumab, a ich stosowanie obejmuje leczenie nowotwordw ptuca,
przewodu pokarmowego i piersi. Warto$¢ lekow celowanych jest wypadkowa dziatania leku i selekciji
pacjentow do terapii. Leki celowane, jak wykazujg wyniki badan, sag skuteczne jedynie u czgsci chorych
na nowotwory danego typu histologicznego. Okreslenie czynnika predykcyjnego — informujgcego
o potencjalnej odpowiedzi na leczenie — jest niezbedne w prawidiowym leczeniu celowanym. Selekcja
pacjentow do tego typu terapii odbywa sie w wigkszosci z wykorzystaniem metod patomorfologicznych
wspomaganych technikami biologii molekularnej. Metody selekcji chorych i kryteria oceny czynnikow
predykcyjnych oraz powigzanie ich z tradycyjnymi parametrami nowotworodw (takimi jak typ histologiczny,
stopien zaawansowania) sg ciagle przedmiotem badan. W ostatnich latach, rowniez dla chemioterapeu-
tykow niezaliczanych do lekow celowanych, probuje sie okresli¢ czynniki predykeyjne. Istotny wptyw na
warto$¢ poszczegoélnych czynnikéw predykeyjnych ma wybor techniki ich okreslania.

Stowa kluczowe: czynniki predykcyjne, terapia celowana, patologia, biologia molekularna

ABSTRACT

Targeted therapy has become an important modality of cancer treatment in the last decade. Drugs against
EGFR and HER2 e.g. erlotinib, cetuximab or trastuzumab proved its role n therapy. They are managed
as registered and recommended modalities of lung, alimentary tract and breast carcinoma. Significance
of targeted treatment is a common effect of drug action and patient selection. Only a part of patients with
tumors belonging to a specific histological type of cancer can benefit from targeted therapy. Determining
predictive factor — informating on potential response to therapy — is essential for proper treatment in
targeted therapy. Patients’ selection is accomplished by pathological methods with help of molecular biol-
ogy techniques. Patient selection for targeted treatment and predictive factors evaluation criteria as well
as establishing connections with traditional tumor characteristics (e.g. histological type, grade, stage) are
continuously under research. Predictive factors are also investigated for traditional chemotherapeutics in
recent years. Value of particular predictive factor depends on choice of evaluation method.

Key words: predictive factors, targeted therapy, pathology, molecular biology
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Wstep

Leczenie celowane stato si¢ w ostatniej dekadzie
waznym sposobem terapii chorych na raka. Dotych-
czas najwazniejsza role wsrdd terapii celowanej odgrywa-
ja leki skierowane przeciw czynnikom wzrostu naskorka
(HER, human epidermal receptors). Zalicza si¢ do nich
zaréwno receptory czynnika wzrostu naskérka (EGFR,
epidermal growth factor receptor) (HER1), jak i HER2.
Potwierdzono skuteczno$¢ lekéw skierowanych przeciw
EGFR i HER?2, takich jak erlotynib, cetuksymab czy
trastuzumab, a ich stosowanie zarejestrowano do terapii
nowotworéw pluca, przewodu pokarmowego i piersi.
Warto$¢ lekow celowanych jest wypadkowa dzialania
leku i selekceji pacjentéw do leczenia. Tego typu leki, jak
wykazuja wyniki badan, sa skuteczne jedynie u czeSci
chorych na nowotwory danego typu histologicznego.
Okres$lenie czynnika predykcyjnego — informujacego
o potencjalnej odpowiedzi na leczenie — jest nie-
zbedne w prawidlowej terapii celowanej. Istnieja leki
celowane, w przypadku ktérych nie udato si¢ ustali¢
czynnika predykcyjnego, np. bewacyzumab. Uwaza si¢
jednak, ze znalezienie takiego czynnika zwickszytoby
skuteczno$¢ tego leku. Selekcja pacjentéw do terapii
celowanej odbywa si¢ w wigkszosci z wykorzystaniem
metod patomorfologicznych wspomaganych technikami
biologii molekularnej. Metody selekcji chorych i kryteria
oceny czynnikéw predykcyjnych oraz powiazanie ich
z tradycyjnymi parametrami nowotwordw (takimi jak
typ histologiczny, stopieni zaawansowania) sa ciagle
przedmiotem badan. Istnieja dwie strategie selekcji
do leczenia celowanego. Pierwsza, w ktorej okresla si¢
czynnik zwigzany z celem dzialania leku: biatko recep-
torowe (receptory steroidowe, HER2, EGFR) lub gen
kodujacy to biatko (geny HER2, EGFR). W ten spos6b
mozna wybra¢ pacjentéw, ktérzy prawdopodobnie
odniosg korzy$¢ z leczenia. Druga strategia polega na
wskazaniu tych chorych, ktérzy najprawdopodobniej nie
odniosa korzysci z leczenia. Przykladem tego jest ocena
obecnosci mutacji w genie KRAS, ktéra dyskwalifikuje
pacjentéw z leczenia anty-EGFR.

Nalezy réwniez podkredli¢, ze w ostatnich latach
probuje si¢ okresli¢ czynniki predykcyjne takze dla che-
mioterapeutykéw niezaliczanych do lekow celowanych.

Wydaje sie, ze wraz z poznawaniem nowych czynni-
kéw predykeyjnych podziat na tradycyjna chemioterapig
i leczenie celowane bedzie si¢ zacierat.

Istotny wptyw na warto$¢ poszczegdlnych czynnikéw
predykcyjnych ma wybor techniki ich okreslania. W przy-
padku rakéw ptuc EGFR mozna okreéli¢ immunohisto-
chemicznie (IHC, immunohistochemistry), za pomoca
technik hybrydyzacji in situ czy metody reakcji taficu-
chowej polimerazy (PCR, polymerase chain reaction).
Kazdy z tych sposobdw, w tym konkretnym przyktadzie,
ma jednak inna warto$¢ predykcyjna.

Ocena czynnikéw predykcyjnych
w raku ptuca

Wprowadzenie

Przez wiele lat zadaniem patomorfologa w zakresie
diagnostyki guzéw ptuc byto mikroskopowe rozpo-
znanie raka pluca na podstawie biopsji (np. pobranej
w czasie bronchoskopii) lub oceny materialu cytolo-
gicznego uzyskanego gtéwnie drogg biopsji aspiracyj-
nej cienkoigtowej albo wymazu z oskrzela. W ocenie
stopnia zaawansowania nowotworu i wyborze dalszego
postepowania terapeutycznego wystarczajace bylo
okreslenie, czy jest to rak drobnokomdrkowy czy nie-
drobnokomorkowy. Do rakéw niedrobnokomérkowych
zaliczano gruczolakoraka, raka plaskonablonkowego
i wielkokomoérkowego, a takze inne, rzadziej wystepu-
jace typy histologiczne. Standardowym postgpowaniem
bylo odmienne okreslanie stopniowania zaawansowa-
nia i mozliwo$ci zastosowania chemioterapii w raku
drobnokomérkowym oraz ewentualne leczenie opera-
cyjne z nastepowa radioterapia i chemioterapia w raku
niedrobnokomérkowym (niezaleznie od podtypu
histologicznego).

Wprowadzenie nowych lekow — terapii celowane;j
— stworzyto konieczno$¢ doktadnego okreSlenia typu
histologicznego i oznaczania markeréw umozliwiajacych
wiasciwy dob6r chorych do leczenia.

Okreslenie typu histologicznego

W dotychczasowych, kolejnych klasyfikacjach Swia-
towej Organizacji Zdrowia (WHO, World Health Orga-
nization) podstawa ustalenia rozpoznania, okreslania
typu histologicznego nowotworu byl obraz histologiczny
i cytologiczny stwierdzany w barwieniu hematoksyling
i eozyna. Dodatkowo zalecano badanie histochemiczne
na obecno$¢ §luzu (potwierdzenie litej postaci gruczo-
lakoraka). Ustalenie typu histologicznego jest w pelni
miarodajne w przypadkach badania histologicznego
materialu pooperacyjnego. W okoto 30% rakéw phuca
stwierdza si¢ wielokierunkowe réznicowanie w obrebie
guza. Z tego powodu ocena typu histologicznego na pod-
stawie wycinka, a tym bardziej materiatu cytologicznego,
moze by¢ nieprecyzyjna.

Stosujac dotychczasowe kryteria, mozna z prawie
100-procentowa trafnosScia rozpoznaé zaréwno cytolo-
gicznie, jak i histologicznie raka drobnokomérkowego.
Trafne rozpoznanie podtypéw raka niedrobnokomorko-
wego w takim materiale jest utrudnione i jego czgsto$é
waha si¢ w granicach 40-60%.

W ostatnim okresie zaleca si¢ wprowadzanie do
diagnostyki raka ptuca badaf immunohistochemicznych,
ktére w wielu przypadkach mniej dojrzatych guzéw
pozwalaja na okre§lenie typu histologicznego, a czasem
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rowniez na potwierdzenie wystepowania pierwotnego
raka ptuca, a nie przerzutu. Do takiego badania mozna
wykorzysta¢ zaréwno material tkankowy (wycinki pobra-
ne w czasie bronchoskopii), jak tez materiat cytologiczny,
gltéwnie aspiraty cienkoigtowe i wymazy z oskrzela. Pod-
stawowy panel przeciwcial obejmuje: tarczycowy czynnik
transkrypcyjny 1 (TTF1, thyroid transcription factor 1)
(gruczolakorak) i p63 (rak ptaskonablonkowy). Panel
uzupetniajacy to: CK 5/6, CK 7 i CK344312.

Obecnie powinno si¢ unikac okreslenia ,,rak niedrob-
nokomoérkowy” i poda¢ doktadny typ raka, a jezeli nie
jest to mozliwe, wskaza¢ prawdopodobny typ lub uzy¢
okreslenia NOS (not otherwise specified).

Przeciwciato TTF1 jest ponadto pomocne w 1r6z-
nicowaniu nowotworu pierwotnego pluca i przerzu-
towego [1, 2].

Nalezy podkresli¢, ze badania immunohistochemicz-
ne nie maja 100-procentowej czutosci i specyficznosci
i wyniki tych testéw nie zastgpuja standardowej oceny
mikroskopowej, a jedynie ja uzupelniaja.

Ocena markerdw biologicznych
z zastosowaniem technik
immunohistochemicznych

Do terapii rakéw niedrobnokomoérkowych wpro-
wadzono leki, ktore blokuja szlak sygnatowy receptora
czynnika wzrostu EGFR. Zaistniata konieczno$¢ oce-
ny, w ktérym typie nowotworu wystepuje zwigkszona
ilos¢ receptora EGFR, wskazujac jako potencjalnego
beneficjenta takiej terapii. Zastosowano immunohi-
stochemiczna ocene ekspresji biatka EGFR. Nie wy-
pracowano jednak szczegétowej skali odczynu i ocenia
si¢ obecnos¢ ekspresji, a nie stopiefi nadekspresji, jak
to si¢ dzieje w ocenie immunohistochemicznej (IHC)
receptora HER2 w raku piersi i raku zotadka. W wyniku
takiej oceny kazdy rak ptuca, w ktérym stwierdzono
ekspresj¢ biatka EGFR, uznawano klinicznie jako
dodatni, a wigc kwalifikujacy si¢ do leczenia prze-
ciwciatami monoklonalnymi lub inhibitorami kinazy
tyrozynowej. Tylko u nieznacznego odsetka tak wybra-
nych pacjentéw uzyskano odpowiedZ na zastosowane
leczenie. Dotychczasowe wyniki obserwacji klinicznych
wskazuja, ze nalezy zaniecha¢ rutynowego stosowania
tego testu [3].

Ocena markerdw biologicznych
z zastosowaniem technik biologii molekularne;

Zdaniem wielu autoréw w przypadku okreslenia
stanu receptora HER2 w raku piersi oprocz oceny
ekspresji biatka HER2 — w celu doboru chorych do
leczenia trastuzumabem lub lapatynibem — bardziej
wiarygodnym testem jest badanie amplifikacji genu
HER?2 metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ

(FISH, fluorescent in situ hybridization). Podjeto takie
badania réwniez u chorych na raka pluca, oceniajac
amplifikacje genu EGFR, a Scislej polisomig tego genu.
U pacjentéw, u ktoérych stwierdzano polisomi¢ genu
EGFR, czgsciej uzyskiwano odpowiedZ na stosowane
leczenie blokujace receptor EGFR/HERI. Odsetek
chorych, u ktdérych uzyskano efekt terapeutyczny, nie
byt jednak zadowalajacy [3].

Ocena mutacji genu EGFR

W badaniach klinicznych wykazano, ze sposréd
chorych na raka ptuca na leczenie inhibitorami kinazy
tyrozynowej odpowiedZ przede wszystkim wystgpuje
u pacjentéw, ktdrzy: nie palili tytoniu, rozpoznano
u nich gruczolakoraka (glownie typ bronchio-alveolar
carcinoma-like), a takze u kobiet oraz osdb rasy zot-
tej. U tych chorych stwierdzano czesto w komdrkach
nowotworowych mutacje genu EGFR. Sposréd wielu
mutacji wystepujacych w gruczolakorakach ptuca w ge-
nie EGFR najcz¢sciej obserwuje si¢ mutacje w genie
19. (delecja) i 21. (mutacja punktowa). W badaniach
klinicznych wykazano, ze takie mutacje sa obecne
w okoto 10% rakéw ptuca w Europie i Stanach Zjed-
noczonych (na Dalekim Wschodzie w ok. 25-30%).
Nalezy podkresli¢, ze odpowiedZ na leczenie stwierdza
si¢ u takich os6b az w 70-80% przypadkdéw. Podstawa
wiarygodnej oceny mutacji genu jest uzyskanie odpo-
wiedniego materialu do izolacji DNA. Moze to by¢
materiat z wycinkéw tkankowych lub cytologiczny.
Warunkiem otrzymania wiarygodnego wyniku jest
obecnos$¢ odpowiedniej zawarto§ci nowotworowego
DNA w materiale. Wykorzystujac materiat histologicz-
ny, nalezy wybra¢ odpowiedni preparat histologiczny
i pod kontrola obrazu mikroskopowego wyizolowaé
fragmenty tkanki zawierajace odpowiedni procent
komérek nowotworowych (technika mikrodysekcji).
Sposréd materialdw cytologicznych najodpowiedniej-
szy jest aspirat cienkoigtowy zawierajacy zwykle ponad
50% komorek nowotworowych. Mutacje EGFR nalezy
oceni¢ w przypadkach gruczolakorakéw oraz rakow
niedrobnokomérkowych (NOS). Takiej oceny nie
przeprowadza si¢ w rakach niedrobnokomdrkowych
wykazujacych réznicowanie ptaskonabtonkowe [3].

Ocena mutacji genu KRAS

W analizie badan klinicznych wykazano, ze podob-
nie jak w raku jelita grubego, stwierdzenie mutacji
KRAS w raku pluca jest negatywnym czynnikiem pre-
dykcyjnym dla terapii inhibitorami kinazy tyrozynowe;.
Mutacje genu KRAS u chorych na raka pluca stwierdza
si¢ w przypadku gruczolakorakoéw i, co istotne, muta-
cje genéw EGFR i KRAS nie wystepuja jednoczesnie.
Z tego powodu logiczne jest okreSlenie tylko stanu
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genu EGFR. Brak mutacji tego genu wskazuje na brak
wskazan do terapii celowanej i to niezaleznie od faktu,
czy stwierdza si¢ mutacje genu KRAS. Wykazanie braku
mutacji KRAS wymagatoby i tak oznaczenia mutacji
genu EGFR [3]

Whnioski

Dokonujac whasciwego wyboru leczenia chorych na
niedrobnokomdrkowego raka ptuca, nalezy doktadnie
okresli¢ typ histologiczny nowotworu i w przypadkach
niewykazujacych réznicowania ptaskonabtonkowego
oceni¢ mutacj¢ genu EGFR. Stanowi to obecnie podsta-
we algorytmu diagnostyczno-terapeutycznego.

Okreslanie czynnikéw predykcyjnych
w raku piersi

Wprowadzenie

U chorych z naciekajacym rakiem piersi istnieje moz-
liwos¢ indywidualizacji leczenia systemowego w wyniku
analizy czynnikéw predykcyjnych. Ocena stanu recepto-
réw steroidowych [estrogenowego (ER, estrogen recep-
tor) 1 progesteronowego (PgR, progesterone receptor)]
w przypadku hormonoterapii i stanu HER2 w przypadku
leczenia celowanego anty-HER?2 jest zalecanym poste-
powaniem u wszystkich chorych z naciekajacym rakiem
piersi niezaleznie od rozpoznanego typu histologicznego
raka i jego stopnia zto§liwosci histologicznej. Oceny
wymienionych czynnikéw predykcyjnych dokonuje si¢
we wspolpracy patologéw i biologdw molekularnych
w materiale rutynowo przygotowywanym do diagnostyki
patomorfologicznej. W tym celu stosuje si¢ techniki im-
munopatologiczne (przede wszystkim IHC), jak rowniez
techniki hybrydyzacji in situ (ISH, in situ hybridization);
w Polsce najczesciej jest to fluorescencyjna hybrydyzacja
in situ (FISH).

W leczeniu systemowym raka piersi korzysta si¢
rowniez z innych sposobdéw selekeji do leczenia przy
uzyciu tradycyjnych chemioterapeutykéw, jednak
z uwzglednieniem selekcji wynikajacej ze szczegbtowego
poznania sposobu ich dziatania — przykladem moze by¢
kwalifikacja pacjentéw do leczenia antracyklinami za
pomoca okreSlenia stanu topoizomerazy 2 (immunopa-
tologicznie lub technikg ISH). U chorych na raka piersi
jest rowniez mozliwa terapia anty-EGFR — techniczne
mozliwosci selekcji do tego typu leczenia sg analogiczne
jak w raku ptuca czy raku przewodu pokarmowego.
Mozliwe jest takze stosowanie terapii celowanej z wyko-
rzystaniem lekéw skierowanych przeciw angiogenezie.
Dla tego typu leczenia nie ma jednak jeszcze uznanych
pojedynczych czynnikéw predykeyjnych, ktére mozna
by okresli¢ przy jego wyborze. Selekcja do leczenia an-

tyangiogennego u chorych na raka piersi ma charakter
indywidualny na podstawie danych dotyczacych charak-
terystyki biologicznej nowotworu (np. tréjujemne raki
piersi) i cech klinicznych [4].

Ponizej przedstawiono uznane i zalecane sposoby se-
lekcji do hormonoterapii i terapii celowanej anty-HER?2
[wytyczne z St Gallen 2009; wytyczne American Society
of Clinical Oncology (ASCO) 2010].

Ocena receptora HER2

OkreSlenie stanu receptora HER2 nalezy do ru-
tynowego postgpowania przy opracowaniu patomor-
fologicznym naciekajacego raka piersi i ma znaczenie
predykcyjne, podobnie jak okreslenie stanu receptoréw
steroidowych. Zgodnie z wytycznymi praktyka poste-
powania przy ustalaniu statusu HER2 jest bardziej
ztozona niz przy ocenie receptoréw steroidowych
iuwzglednia oceng immunopatologiczna we wszystkich
przypadkach naciekajacego raka piersi, a takze oceng
przy wykorzystaniu metod ISH, najczeéciej FISH lub
chromogenicznej hybrydyzacji in situ (CISH, chromo-
genic in situ hybridization) w wyselekcjonowanych im-
munopatologicznie sytuacjach (ok. 15-20% wszystkich
rakow naciekajacych).

Immunopatologiczng ocen¢ receptoréw steroido-
wych mozna przeprowadzi¢ w kazdym typie materiatu
diagnostycznego:

— biopsji gruboigtowe;;

— biopsji gruboigtowej wspomaganej préznia;
— biopsji chirurgicznej;

— materiale pooperacyjnym.

Mniejsza warto§¢ ma ocena immunopatologiczna
receptora HER2 w materiale cytologicznym. Reakcja
barwna wyst¢puje w blonie komdrkowej, ktéra w ma-
teriale cytologicznym ulega latwemu uszkodzeniu, co
utrudnia interpretacj¢ mikroskopowa.

Powszechnie stosuje si¢ czterostopniowg skalg oceny
reakcji barwnej (tab. 1). Interpretacje wynikéw przed-
stawiono w tabeli 2 [4].

Dalsze postepowanie diagnostyczne
w przypadkach statusu granicznego HER2

W sytuacji statusu granicznego receptora HER2
(2+) zaleca si¢ ocen¢ metoda hybrydyzacji in situ
(np. FISH) w celu rozstrzygniecia statusu receptora.
U okoto 15-20% chorych z naciekajacym rakiem piersi
stwierdza si¢ stan graniczny HER2 oceniany z zastoso-
waniem metody immunohistochemicznej. Z tej grupy
w badaniu metoda hybrydyzacji in situ okoto 10-15%
przypadkéw wykazuje amplifikacje, co jest interpretowa-
ne jako stan pozytywny receptora HER2. W pozostalych
85-90% nie stwierdza si¢ amplifikacji genu HER?2, co
interpretuje si¢ jako stan negatywny receptora HER2.
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Tabela 1. Skala oceny barwienia immunopatologicznego receptora HER2 i jej kryteria

Table 1. Criteria for immunohistochemical stain evaluation of HER2

Wynik Kryteria oceny
0 Brak odczynu lub reakcja barwna w mniej niz 10% komorek raka naciekajacego
1+ Wybarwienie o charakterze nieciggtym (punktowe i odcinkowe)
Catkowite wybarwienie btonowe w mniej niz 10% komorek raka naciekajgcego
2+ Stabe lub srednie catkowite wybarwienie btonowe w 10% lub wiecej komoérek raka naciekajgcego
3+ Silne catkowite wybarwienie btonowe w 30% lub wiecej komoérek raka naciekajgcego

Tabela 2. Skala oceny barwienia immunopatologicznego receptora HER2 i jej interpretacja

Table 2. Interpretation for immunohistochemical stain evaluation of HER2

Wynik Interpretacja

0 Stan negatywny

1+

2+ Stan graniczny (wymaga dalszego postepowania diagnostycznego
— ocena metoda hybrydyzacji in situ)

3+ Stan pozytywny

Tabela 3. Ocena amplifikacji genu HER2 i jej interpretacja

Table 1. HER2 gene amplification: validation and interpretation

Wskaznik Obecnos¢ amplifikacji Interpretacja
<18 Brak amplifikacji genu HER2 Stan negatywny
>18i<22 Amplifikacja watpliwa Stan graniczny

(wymaga powtdrzenia oceny amplifikacji)
> 2,2 Amplifikacja genu HER2 Stan pozytywny

W badaniu powtérnym przeprowadzonym
metoda FISH > 2,0

Amplifikacja genu HER2

Stan pozytywny

FISH (fluorescent in situ hybridization) — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

Istota oceny amplifikacji w badaniu przeprowadzo-
nym metoda FISH jest policzenie kopii genu HER?2
i liczby centromeréw chromosomu 17., na ktérym jest
potozony gen HER?2. Proporcja pomi¢dzy tymi liczbami
— wskaznik — decyduje o obecnosci amplifikacji genu
HER?2 lub jej braku. Sposéb interpretacji przedstawiono
w tabeli 3 [4].

Problemy dotyczgce oceny czynnikow
predykcyjnych w raku piersi

Nalezy podkreslié, ze przy ocenie receptoréw ste-
roidowych i HER2 przeprowadzenie zaréwno badania
immunopatologicznego, jak i badania metodami hybry-
dyzacji in situ (FISH lub CISH) wymaga przygotowania
skrawkow tkankowych z blokéw (kostek) parafinowych
zawierajacych rutynowo opracowana tkanke nowotwo-

rowa. Przygotowanie materiatu do tych badan odbywa
si¢ w spos6b analogiczny do rutynowego barwienia
histopatologicznego. Badanie immunopatologiczne od
momentu zlecenia do oceny mikroskopowej w dobrze
zorganizowanym zaktadzie patologii moze by¢ przepro-
wadzone w ciggu 1-2 dni roboczych, badanie metodami
ISH trwa o 1 dziefi dtuzej (2-3 dni). Podstawowym
warunkiem jest dostepno$¢ blokéw parafinowych badz
dostarczonych niebarwionych skrawkéw parafinowych.
Oceny immunopatologicznej dokonuje si¢ przy uzyciu
zwyktego mikroskopu optycznego. Powinien to zrobi¢
patomorfolog lub pracownik nadzorowany przez pa-
tomorfologa, ze wzgledu na konieczno$¢ powigzania
reakcji barwnej z utkaniem raka.

Oceny metoda FISH dokonuje si¢ przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego. Powinien to zrobié
patomorfolog lub pracownik nadzorowany przez pa-
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tomorfologa ze wzgledu na konieczno$¢ powiazania
zwizualizowanych genéw z jadrami komorek raka.
Poniewaz w metodach hybrydyzacji in situ konieczne
jest enzymatyczne usunigcie cytoplazmy, interpretacja
obrazu mikroskopowego jest w niektdrych przypadkach
szczegOlnie trudna.

W kilku procentach przypadkéw ocena immunopa-
tologiczna lub z zastosowaniem metod ISH nie pozwala
na wiarygodng interpretacje. Przyczyng moze by¢ brak
tkanki nowotworowej w bloku parafinowym — kazde
kolejne skrojenie zmniejsza jej zawarto$¢. Réwniez
réznice w przygotowaniu i opracowaniu materialu
tkankowego, a takze czas jego przechowywania niekie-
dy uniemozliwiaja wiarygodna interpretacj¢ obrazéw
mikroskopowych.

Réznice w technice wykonania badan immunopato-
logicznych i ISH oraz uzycie r6znych przeciwciat, sond
lub filtréw barwnych w mikroskopach fluorescencyjnych,
a w koficu subiektywny aspekt koncowej interpretacji
przez diagnoste moga by¢ przyczyna rozbieznych wyni-
kéw w tym samym przypadku.

Miedzy innymi z tych przyczyn w raporcie wskazane
jest uwzglednienie informacji o typie przeciwciala lub
uzytej sondy [4, 5].

Okreslanie czynnikéw predykcyjnych
w raku jelita grubego
Wprowadzenie

W systemowym leczeniu chorych na raka jelita

grubego stosuje si¢ zaréwno chemioterapeutyki wyko-
rzystywane od dziesigcioleci, takie jak 5-fluorouracyl

(5-FU), jak i nowe preparaty wykorzystywane w leczeniu
celowanym anty-EGFR. Leczenie systemowe chorych
na raka jelita grubego traktowano jako mato skuteczne
w poréwnaniu z efektami terapii systemowej chorych
na raka piersi, gruczotu krokowego czy narzadéw roz-
rodczych (np. jajnika). Korzysta si¢ z dwoch sposobow
zwickszenia skutecznosci tego typu terapii. Oba wiaza
si¢ z wykryciem czynnikéw predykcyjnych zaréwno
dla lekéw systemowych stosowanych juz uprzednio
w onkologii, jak i dla lekéw opracowanych w ostatnie;j
dekadzie — celowanych.

Pierwszym sposobem jest okre§lanie pojedynczych
parametréw zwiazanych z celem dziatania leku (np. iry-
notecan) lub cech pacjenta dotyczacych enzymow zwia-
zanych z metabolizmem terapeutyku (np. 5-FU). W ten
sposob teoretycznie mozna wyselekcjonowacd grupe
chorych podatnych na leczenie lub wyeliminowac tych,
dla ktérych bedzie ono zbyt toksyczne. Zestawienie pro-
ponowanych czynnikéw predykcyjnych przedstawiono
w tabeli 4.

Drugim sposobem jest wprowadzenie leczenia
celowanego do terapii chorych na raka jelita grubego.
Obecnie praktyczne zastosowanie ma terapia an-
ty-EGFR (np. cetuksymab, panitumumab) oraz leczenie
antyangiogenne (bewacyzumab) [6].

Ocena czynnikow predykeyjnych dla leczenia
anty-EGFR

Pomimo ze celem dzialania lekéw celowanych,
takich jak cetuksymab czy panitumumab, jest EGFR,
ocena immunopatologiczna ekspresji tego receptora
nie ma zwiazku z efektami leczenia tymi terapeutykami
zar6wno w mono-, jak i w politerapii. Wedtug czedci

Tabela 4. Chemioterapeutyki stosowane w leczeniu raka jelita grubego, ich cele dziatania i mozliwe czynniki

predykcyjne

Table 4. Targets of chemiotherapeutics for colorectal cancer and predictive factors for response

Terapeutyk Cel dziatania

Proponowany czynnik predykcyjny

5-fluorouracyl Syntetaza tymidylowa

(TS)

Stan: syntetazy tymidylowej (TS),
dehydrogenazy dihydropirydynowej (DPD),
fosforylazy tymidynowej (TP)

Kapecytabina Syntetaza tymidylowa

Ekspresja: syntetazy tymidylowej (TS),

(TS) dehydrogenazy dihydropirydynowej (DPD),
fosforylazy tymidynowej (TP)
Oksaliplatyna Nukleotydy Stan XRCC1 i ERCC1
Irynotekan Topo-1 Stan Topo-1
Bewacyzumab VEGF Niezidentyfikowany
Cetuksymab EGFR Stan EGFR, mutacja KRAS
Panitumumab EGFR Stan EGFR, mutacja KRAS

VEGF (vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego; EGFR (epidermal growth factor receptor) — receptor czynnika

wzrostu naskdrka; Topo-1 — topoizomeraza 1
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autoréw okreslenie stanu EGFR metodg hybrydyzacjiin
situ (amplifikacja) ma znaczenie predykcyjne w leczeniu
anty-EGFR. Obecnie za istotna dla selekcji do terapii
anty-EGFR chorych na raka jelita grubego uwaza si¢
ocen¢ mutacji w protoonkogenie KRAS. W przypadkach
ze zmutowanym genem KRAS nie wykazano skuteczno-
Scileczenia anty-EGFR ani za pomoca cetuksymabu ani
panitumumabu. Uzasadnieniem tych obserwacji jest
fakt, ze biatko KRAS znajduje si¢ nizej w szlaku przekaz-
nikowym EGFR. Zmutowany KRAS nie podlega kon-
troli receptora EGFR i stosowanie leczenia anty-EGFR
w takich przypadkach nie przynosi zaktadanego efektu
terapeutycznego. Mutacja KRAS, ktéra prowadzi do
statej aktywacji szlaku sygnatowego (RAS/RAF/kinaza
MAP i PTEN/PI3K/AKT) prawidlowo kontrolowanego
przez EGFR, wystepuje w 30-50% przypadkéw raka
jelita grubego. Wigkszo$¢ mutacji znajduje si¢ w egzonie
2. genu KRAS.

Oceny obecnoéci mutacji w genie KRAS mozna do-
kona¢ w tkance pochodzacej z rutynowo wykonywanych
blokéw (kostek) parafinowych stuzacych do tradycyjnej
diagnostyki histopatologicznej. Konieczne jest wybranie
przez patomorfologa odpowiedniego bloczka parafino-
wego zawierajacego zachowang (nie martwicza) tkanke
raka. Z bloczka skrawa si¢ kilkudziesieciomikrometrowe
skrawki, ktére nastepnie sa opracowywane i stanowia
material do oceny technika biologii molekularnej
(np. PCR) przez biologa molekularnego. Wynik powi-
nien zawiera¢ informacj¢ o obecnosci lub braku mutacji
w obrebie genu KRAS [6].

Ocena czynnikow predykeyjnych dla leczenia
antyangiogennego

Bewacyzumab jest przeciwciatem monoklonalnym
skierowanym przeciw czasteczce VEGF — czynnikowi,
ktory jest ligandem receptora VEGFR odgrywajacego
role w angiogenezie. Lek ten, jako czes$¢ politerapii
(z irynotekanem i 5-FU/leukoworynga), wpltywa na po-
prawe calkowitego przezycia w zaawansowanym raku
jelita grubego (52). Mimo ze istnieje mozliwos$¢ oceny
celu dziatania bewacyzumabu, np. immunopatologicz-
nie, dotychczas nie ustalono czynnika predykcyjnego
dla leczenia antyangiogennego i to zaréwno w tkance
nowotworu, osoczu, jak i komoérkach srodbtonkach.

Ocena czynnikéw predykcyjnych
w raku zotgdka
Wstep
Mimo ze rak zotadka jest jednym z najczestszych

nowotworéw (ponad 1,5 miliona zachorowan rocznie
na $wiecie i ponad 5000 w Polsce), mozliwoSci terapeu-

tyczne, szczegblnie w przypadku nowotworéw zaawan-
sowanych, sa ograniczone. U chorych z nieoperacyjnymi
rakami zotadka lub wznowami podejmowano proby
zastosowania chemioterapii. Uzyskiwane wyniki nie
byly zadowalajace.

Skuteczno$¢ leczenia trastuzumabem w raku piersi
sktonita do podjecia prob zastosowania tego leku w raku
zotadka. Uzyskane wyniki byly zadowalajace i zaistniala
konieczno$¢ wlasciwego oznaczaniu statusu receptora
HER2 w raku zotadka w celu doboru chorych do terapii
trastuzumabem.

W badaniach klinicznych wykazano, ze nie mozna
przenie$¢ doswiadczenia zdobytego w ocenie stanu
receptora HER2 w raku piersi bezposrednio na oceng
w raku zotadka.

Wedlug danych z piSmiennictwa w przypadku raka
zoladka nadekspresje HER2 stwierdza si¢ w 6-27%,
a zalezy to od typu histologicznego raka i lokalizacji
zmiany. W raku typu jelitowego nadekspresje wyka-
zuje si¢ w 16-37%, a w typie rozlanym w okoto 7%
przypadkéw; w rakach zlokalizowanych w potaczeniu
przetykowo-zotadkowym (rak Barretta) w okoto 33%,
a w raku zotadka w 21%. Nie wykazano zaleznosci od
stopnia zaawansowania nowotworu [7, 8].

Ocena HER2 w raku zotgdka

W ocenie ekspresji HER2 oznaczonej metoda
histochemiczng konieczne bylo zastosowanie innych
kryteriow niz w przypadku raka piersi. Wedlug stan-
dardowej klasyfikacji w raku piersi za odczyn klinicznie
dodatni uwaza si¢ reakcj¢ immunohistochemiczng
btonowa w catosci otaczajacag komdrke nowotworowa
i stwierdzang w 30% komorek. W raku zotadka za od-
czyn dodatni uznaje si¢ reakcj¢ blonowa obejmujaca
przede wszystkim boczno-podstawng (baso-lateral)
cze$¢ btony komoérkowej, natomiast od strony Swiatta
gruczotéw tworzonych przez komorki reakcja nie musi
on wystepowac.

Odrebnym zagadnieniem jest réwniez prog iloSciowy
komorek, w ktdrych stwierdza si¢ taki odczyn. W raku
zoladka w wycinkach pobranych w celach diagnostycz-
nych musi to by¢ gniazdo co najmniej 5 komoérek z takim
odczynem, natomiast w materiale pooperacyjnym rese-
kowanego nowotworu odczyn taki powinien wystepowac
w 10% komorek.

W przypadkach ocenianych immunohistochemicznie
(IHC) jako watpliwe lub o wartosci granicznej — HER2
+2 —wskazana jest ocena amplifikacji genu HER2 me-
toda FISH. W przypadku stwierdzenia amplifikacji genu
nowotwor okresla si¢ jako klinicznie dodatni.

Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, ze o ile w raku
piersi stwierdzono duza zgodno$¢ nadekspres;ji biatka
HER?2 z amplifikacja genu HER?2, o tyle w raku Zotadka
takiej zgodnoSci nie ma. W rakach zoladka ocenionych
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metodg THC jako HER2 0, a szczegdlnie HER2 +1,
stwierdza si¢ raki z amplifikacja genu HER2, natomiast
w znacznym odsetku rakéw uznawanych za HER2 +3
nie wykazano amplifikacji genu.

Pod wzgledem klinicznym doboru chorych na raka
zotadka do leczenia trastuzumabem bardziej wiary-
godny jest wynik testu immunohstochemicznego niz
ocena amplifikacji genu. W przypadku raka zotadka
zaleca si¢ podobny algorytm postgpowania jak w raku
piersi z uwzglednieniem podanych modyfikacji doty-
czacych oceny immunohistochemicznej klasyfikacji
odczynéw [7, 8].

Whnioski

Do terapii trastuzumabem kwalifikuja si¢ chorzy
z nowotworami uznanymi za HER2 +2 i FISH+ oraz
HER?2 +3, niezaleznie od wyniku oceny amplifikacji
genu.
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