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kéw badan nad nowotworami. Identyfikacja praktycznie pelnego zestawu gendéw
kodujacych biatka, w polgczeniu z odkryciem wcze$niej nieznanych innych ele-
mentéw genomu ulegajacych transkrypcji, takich jak mikroRNA (patrz stowniczek), data
kompleksowy wglad w aktywno$¢ transkrypcyjng ludzkiego genomu. Kolejnym krokiem
milowym bylo zapoczatkowanie badan wykorzystujacych techniki oparte na mikroma-
cierzach, ktore pozwolily na kompleksowg charakteryzacje aktywnosci poszczegélnych
genéw w wiekszo$ci rodzajéw nowotwordéw (tzw. profile ekspresji genéw). Réwnole-
gle prowadzone badania wielkoskalowe identyfikujace spektrum mutacji somatycznych
dostarczyly wyczerpujacego obrazu zmian molekularnych w genomach komérek nowo-
tworowych, m.in. zmian liczby kopii fragmentéw DNA (delecji i amplifikacji fragmen-
téw chromosomé6w), rearanzacji chromosomalnych (np. translokacji lub inwersji) oraz
zmian punktowych (insercji, delecji oraz punktowych substytucji).2 Ostatnio prace te
uwieficzyto zsekwencjonowanie petnych genoméw nowotworéw ludzkich, dzigki czemu
stworzono obszerne katalogi mutacji somatycznych.3># Badania te pozwolily na opisa-
nie zestawéw genéw bioracych udzial w transformacji nowotworowej.2 Jednocze$nie
ustalenie charakteru zmiennoéci dziedzicznej w poszczegdlnych populacjach zapoczat-
kowalo fale badah po$wieconych podatnosci na wystgpienie nowotworu, skupiajac si¢
przede wszystkim na wariantach genetycznych wystepujacych czesciej w poszczegdlnych
populacjach i nieznacznie zwiekszajacych ryzyko zachorowania na nowotwory. Opraco-
wano tez zestawy czynnikdw biologicznych o udokumentowanym wptywie na aktywno$é
wiekszosci genow, wsrdd ktorych najczesciej wykorzystywanym mechanizmem jest in-
terakcja transkryptéw gendéw (mRNA) z krétkimi czgsteczkami RNA (short interfering
RNA, siRNA) wplywajacymi na ekspresje genéw poprzez usuwanie zwigzanego mRNA.
Obecnie mechanizm siRNA pozwala na opracowanie nieznanego wcze$niej podejécia do
wylaczania aktywnos$ci gendw in vivo, co jest wykorzystywane m.in. do badan systema-
tycznych identyfikujacych geny niezbedne dla przezycia komérek nowotworowych oraz
geny wplywajace na podatnos$é na dziatanie lekéw.
Wyniki powyzszych badafi, poza walorem poznawczym i zastosowaniem w badaniach
podstawowych, znalazly juz dzi§ zastosowanie w onkologii klinicznej. W niniejszym artykule

P oznanie sekwencji ludzkiego genomu w 2001 r.! wyznaczylo kilka nowych kierun-

przeanalizowano wplyw badan genomowych na klasyfikacje nowotworéw, markery rokownicze prognostyczne i pre-
dykcyjne, rozwdj nowych metod leczenia farmakologicznego, strategie monitorowania przebiegu choroby oraz poste-
powanie z osobami, u ktdrych ryzyko podatnosci na zachorowanie na nowotwory jest wieksze.
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KLASYFIKACJA BIOLOGICZNA

Ustalenie rozpoznania i klasyfikacja wielu nowo-
twordéw nadal opierajg sie na wynikach badan histopa-
tologicznych barwionych przekrojéw tkankowych lub
badai cytologicznych. Od kilkudziesigciu lat w kla-
syfikacji histopatologicznej niektérych nowotworéw
(np. raka piersi i nowotwordéw ukltadu krwiotwér-
czego) uwzglednia sie markery molekularne. Wpro-
wadzenie metod okreslajacych profile ekspresji genéw
na podstawie mikromacierzy, pozwalajacych na po-
miar nasilenia ekspresji tysieccy mRNA w pojedyn-
czym do$wiadczeniu, znacznie zwiekszyto doktadnosé
klasyfikacji molekularnych podtypéw nowotwordw.
Prawdopodobnie najbardziej znanym przykladem za-
stosowania profilowania ekspresji genéw jest klasyfi-
kacja nowotwordéw piersi.* Chociaz patomorfolodzy
od dawna wiedzieli o heterogennosci tej choroby,
dopiero dzigki wielkoskalowym badaniom ekspresji
gendéw na poziomie catego genomu opracowano kla-
syfikacje uwzgledniajaca jej gtdéwne podtypy moleku-
larne, czyli podstawny (bazalny), z ekspresja receptora
2 naskorkowego czynnika wzrostu (human epidermal
growth factor receptor 2, HER2), rak o utkaniu po-
dobnym do prawidtowej tkanki piersi oraz podtypy
luminalny A i B. Klasyfikacja ta ulegata dalszym mo-
dyfikacjom, ale powszechnie przyjeto ja w onkologii
klinicznej jako podstawe pozwalajacg wyodrebnic
podtypy choroby o wyrdzniajacych cechach klinicz-
nych i biologicznych, m.in. odmiennym przezyciu
chorych.®7 Klasyfikacja wykorzystywana w rutyno-
wej praktyce klinicznej opiera sie jednak na klasycznej
ocenie histopatologicznej potaczonej z oznaczeniem
immunohistochemicznym ekspresji receptora estro-
genowego (estrogen receptor, ER), receptora proge-
steronowego (progesterone receptor, PR) i HER2.
Laczne wyniki takiej oceny pozwalajg na odtworzenie
wiekszo$ci podklas okreslanych na podstawie ekspre-
sji mRNA.

Jak jeszcze mozna wykorzystac te osiggniecia poza
udoskonaleniem klasyfikacji nowotworu? Przykladem
problemu zwigzanego ze standardowa klasyfikacja kli-
niczng jest niemozno$¢ okreslenia pochodzenia pier-
wotnego nowotworu na podstawie konwencjonalnego
badania histopatologicznego tkanki pobranej z ogni-
ska przerzutowego. Sygnatury ekspresji genéw moga
informowac o cechach nowotworu niedostrzegalnych
pod mikroskopem, a poniewaz elementy wzorca eks-
presji gendw tkanki macierzystej czesto sg zachowane
w ognisku przerzutowym, analiza profiléw ekspresj,
zwlaszcza ekspresji mikroRNA, ukazuje dodatkowe
dane mogace wspomagaé klasyfikacje. Metody te nie
s3 jednak wykorzystywane w rutynowej praktyce kli-
nicznej.
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WSKAZNIKI ROKOWNICZE

Wykorzystanie sygnatur ekspresji genéw udosko-
nalito rozpoznawanie podklas rokowniczych nowo-
tworéw. Na przyktad na podstawie profiléw ekspres;ji
gendw okreslono ryzyko nawrotu raka piersi we wcze-
snym stopniu zaawansowania. W ocenie rokowania
okazaly sie przydatne trzy profile: 70-genowy profil
MammaPrint zarejestrowany przez Food and Drug
Administration (FDA), 21-genowy profil wykorzysty-
wany do oceny ryzyka nawrotu (Oncotype DX) oraz
76-genowa sygnatura rotterdamska (wskaznik predyk-
cyjny).2 11 Profile te, opracowane na podstawie mRNA
wyizolowanego z guza i analizowanego za pomoca mi-
kromacierzy DNA lub iloSciowej reakeji tancuchowe;j
polimerazy z odwrotng transkryptazg (reverse-transcrip-
tase polymerase-chain-reaction, RT-PCR), stuzg ocenie
rokowania ryzyka nawrotu choroby, majg zatem wplyw
na wybor metody leczenia. Test Oncotype DX wlaczono

StOWNICZEK

Genom nowotworu: pefen zestaw unikalnych cech sekwencji DNA swoistych
dla danego nowotworu.

Giebokie sekwencjonowanie: sekwencjonowanie materiatu genetycznego
cze$ci genomu wystarczajace, by wskaza¢ rzadko wystepujaca mutacie.

Epigenomiczny: odnoszacy sie do zmian w regulacji ekspresji genéw bez zmian
w ich strukturze genetyczne;.

Badanie asocjacyjne catego genomu: metoda stosowana w badaniach
genetycznych w poszukiwaniu zwigzkéw migdzy wieloma (na ogét setkami lub
tysigcami) swoistymi wariantami genetycznymi (najczesciej polimorfizmami
pojedynczych nukleotydéw) a okreslonymi chorobami.

Mutacje inaktywujace: zmiana w sekwencji DNA danego genu prowadzaca do
utraty biologicznej funkcji jego produktu.

Wyciszenie genu: techniki, dzieki ktorym ekspresja jednego lub wigcej genéw
organizmu zostaje zredukowana przez leczenie swoistymi sekwencjami RNA
o dziataniu ukierunkowanym przeciw swoistym genom.

RNA matrycowe (mRNA): RNA stuzacy jako matryca do syntezy biatka.

Profilowanie aktywnosci genow z uzyciem mikromacierzy: zastosowanie
sygnatur ekspresji gendw w prébkach nowotworu w celu okreslenia niektérych
wynikéw leczenia (np. odsetka nawrotéw i odpowiedzi na leki).

MikroRNA: krétka regulatorowa forma RNA wigzaca sie do RNA bedacego
punktem uchwytu dziatania i zwykle hamujaca jego translacje przez rybosomy.
Sekwencjonowanie nowej generacji: sekwencjonowanie DNA wykorzystujace
postepy w technologii miniaturyzacji do jednoczesnego, szybkiego i taniego

sekwencjonowania wielu regionéw genomu.

llosciowa reakcja fancuchowa polimerazy z odwrotng transkryptaza (RT-PCR):
technika laboratoryjna oparta na reakcji tancuchowej polimerazy, umozliwiajaca
zaréwno wykrywanie, jak i iloSciowa oceng ekspresji genow.

Drobnoczasteczkowe RNA interferencyjne: krotkie, dwuniciowe czasteczki
regulatorowego RNA wiazace sie z RNA i zapoczatkowujace degradacie jego
czasteczek bedacych punktami uchwytu dziatania.

Transkryptomowy: odnoszacy sig do badan transkryptomu zestaw wszystkich
czasteczek RNA w dowolnej populacji komdrek, a takze ocena stopnia ekspresji
mRNA na ogét prowadzona bez wykorzystania platform mikromacierzy DNA.
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do wydanych w 2007 r. zalecefi American Society of
Clinical Oncology. Powinien on byé wykorzystywany
w ocenie chorych na raka piersi bez przerzutéw do
weztéw chtonnych i z ekspresja ER w celu wskazania,
ktdre z nich nie wymagaja chemioterapii uzupetniajacej.
W przeprowadzonym niedawno badaniu wieloos$rodko-
wym wykazano, ze na podstawie wynikow tego badania
u niemal jednej trzeciej chorych zmieniono sposéb le-
czenia pooperacyjnego.

Podobnie opracowano sygnature ekspresji 12 genéw
w raku jelita grubego. Jest to niezalezny czynnik po-
zwalajgcy przewidzie¢ nawr6t u chorych na nowotwér
w II stopniu zaawansowania i ulatwiajacy doktadniej-
sze ustalenie, ktérym chorym chemioterapia uzupet-
niajaca nie przyniesie korzyéci.!> W nowotworach
uktadu krwiotworczego za pomocy profilowania eks-
presji genéw wyodrebniono 133-genowa sygnature
wystepujaca u dorostych chorych na ostra biataczke
szpikowa o prawidlowym kariotypie. Dostarcza ona in-
formacji rokowniczych niezaleznie od innych znanych
wyznacznikéw klinicznych.1# Na podstawie analizy
ekspresji genéw wyloniono cechujacy sie odmiennym

RYCINA 1

rokowaniem nowy podtyp rozlanego chtoniaka olbrzy-
miokomérkowego z komérek B (diffuse large-B-cell
lymphoma, DLBCL). Utatwilo to réznicowanie mig¢dzy
chioniakiem Burkitta a DLBCL.!415

Pewne obawy budzi jednak wlaczenie oceny
sygnatur ekspresji genéw do rutynowej praktyki
klinicznej przed potwierdzeniem skutecznosci tej
metody w randomizowanych badaniach z grupa kon-
trolng, obdarzonych wystarczajaca moca. Dlatego
podjeto duze badania oceniajace skuteczno$é testoéw
MammaPrint i Oncotype DX w przewidywaniu sku-
teczno$ci chemioterapii adjuwantowej u chorych na
raka piersi bez przerzutéw do weztéw chlonnych.
MammaPrint oceniano w Microarray in Node Ne-
gative and 1 to 3 Positive Lymph Node Disease May
Avoid Chemotherapy Trial (MINDACT) (badanie
zarejestrowane w serwisie ClinicalTrials.gov pod nu-
merem NCT00433589), a Oncotype DX w Trial
Assisting Individualized Options for Treatment
(TAILORXx) (badanie NCT00310180) (ryc. 1). Chociaz
oba badania wyraznie wplyna na oparte na dowodach
decyzje o leczeniu chorych na wczesnego raka piersi,

Profil ekspresji
Rak gruczotowy piersi bez przerzutéw genéw
w weztach chtonnych
lub z przerzutami w 1-3 weztach

!

Chemioterapia
uzupetniajaca
Leczenie hormonalne,
gdy wystepuja ER i PR

P

Duze ryzyko molekularne,
duze ryzyko kliniczne

Mate ryzyko molekularne,
duze ryzyko kliniczne

Randomizacja

Duze ryzyko molekularne,
mate ryzyko kliniczne

>

Bez chemioterapii
Leczenie hormonalne,
gdy wystepujg ER i PR

Mate ryzyko molekularne,
mate ryzyko kliniczne

Wykorzystanie profilu ekspresji genow w okreslaniu ryzyka nawrotu raka piersi we wczesnym stopniu zaawansowania.

Trwa badanie MINDACT (Microarray in Node Negative and 1 to 3 Positive Lymph Node Disease May Avoid Chemotherapy Trial) poréwnujace sygnature
ekspresji 70 genéw (Mamma Print) z powszechnie przyjetymi klinicznymi i patomorfologicznymi kryteriami doboru chorych na raka piersi bez przerzutéw
do weztéw chtonnych lub z przerzutami do 1-3 weztéw do grupy chemioterapii uzupetniajacej. Jesli ryzyko okreslone na podstawie cech klinicznych

i patomorfologicznych byto niezgodne z ryzykiem okre$lonym na podstawie sygnatury 70 gendw, chore przydzielano losowo do jednej z grup leczenia
opierajac sig na innych kryteriach. Uzyskane wyniki wskazuja, jak mozna uwzgledni¢ sygnatury ekspresji genéw w podejmowaniu decyzji o leczeniu

w projektach badan klinicznych, oceniajacych przydatno$¢ leczenia adiuwantowego po usunigciu pierwotnego ogniska nowotworu. ER — receptor

estrogenowy, PR — receptor progesteronowy.
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kazde z nich wymaga uczestnictwa wielu tysiecy cho-
rych, by osiagna¢ odpowiednia moc statystyczna i osta-
tecznie odpowiedzie¢ na przedstawione wyzej pytania.
Zasadnicze znaczenie ma fakt, ze weryfikacja efektyw-
noSci testow molekularnych wymaga przyjecia takich
samych rygorystycznych kryteriéw oceny, jak podczas
badah nad nowymi strategiami leczniczymi. W pro-
spektywnych randomizowanych badaniach klinicznych
nalezy tez oceni¢ przydatno§¢ nowych sygnatur stuza-
cych okreslaniu ryzyka nawrotu choroby, jak opisano to
dla raka jelita grubego w stopniu I1.16 Chociaz przepro-
wadzenie takich badafi wymaga oceny wielu prébek,
niekiedy staje sie to mozliwe dzieki osiggnieciom tech-
nologicznym, m.in. technikom analizy sygnatur ekspre-
sji gen6w w materiale uzyskanym z tkanek utrwalonych
w formalinie.

OPTYMALNE WYKORZYSTANIE LEKOW

W praktyce onkologicznej czesto obserwuje sie, ze
pewna metoda leczenia przynosi korzys¢ jedynie cze-
Sci chorych na dany typ nowotworu. Réznice w od-
powiedzi na leczenie takg samg metodg nie dziwia,
jesli uwzglednia sie wyrazng zmienno$¢ molekularng
nowotworu. Niektére z tych réznic odgrywaja wazna
role w okreslaniu prawdopodobiefistwa uzyskania od-
powiedzi klinicznej na leczenie. Zmiany zachodzace
w genie kodujacym okre§lone biatko komérkowe
moga warunkowaé odpowiedz zwlaszcza wowczas,
gdy punktem uchwytu dziatania leku jest wlasnie to
biatko. Na przyktad nadekspresja biatka oraz amplifi-
kacja genu HER2 w raku piersi silnie przemawiajg za
korzystnym wplywem leczenia trastuzumabem, prze-
ciwcialem ukierunkowanym na HER2.17 Opierajac sie
na tych danych, FDA zarejestrowala w 1998 r. trastu-
zumab do leczenia chorych na raka piersi z przerzu-
tami, u ktérych stwierdzono amplifikacje HER2.

W §lad za tym i innymi przykladami zakladano
wplyw wielu nowych lekéw, ocenianych w ostatnim
dziesiecioleciu w badaniach klinicznych, interferuja-
cych ze szlakami sygnalizacyjnymi lub metabolicznymi
kluczowymi dla podzialéw lub przezycia komérek no-
wotworu. Geny uczestniczace w tych szlakach przemian
czesto akumulujg mutacje somatyczne, ktdre funkcjo-
nujg jako tzw. mutacje wiodace (takie jak mutacje punk-
towe, delecje, powielenia lub translokacje) bezposrednio
odpowiedzialne za nieprawidlowy wzrost komérki no-
wotworu. Zatem wystepowanie lub brak mutacji wiodg-
cych moze znaczaco wplywaé na odpowiedz na leczenie
ukierunkowane na swoisty punkt uchwytu.

Na przyktad drobnoczasteczkowe inhibitory do-
meny kinazowej receptora naskérkowego czynnika
wzrostu (epidermal growth factor receptor, EGFR)
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opracowano wstepnie w celu leczenia chorych na nowo-
twory o roznych lokalizacjach narzadowych, z uwagi na
powszechng role EGFR w aktywacji podziatu komoérek
oraz nadekspresje genu EGFR w wielu nowotworach.
Nastepnie na podstawie odkrycia aktywujacych mutagji
somatycznych w komoérkach niedrobnokomérkowego
raka ptuca wyloniono podgrupe chorych szczegdl-
nie dobrze odpowiadajacych na leczenie inhibitorami
EGFR.18:19 W duzym prospektywnym badaniu wyka-
zano, ze wéréd chorych na niedrobnokomérkowego
raka ptuca, u ktérych nowotwor cechowat sie mutacja
aktywujacg EGFR, odsetek odpowiedzi na ukierunko-
wane leczenie inhibitorami EGFR wyniést 71%, w po-
réwnaniu z 1% przy braku tej mutacji.20 Skutkiem tego
i innych podobnych badan bylo wprowadzenie w nie-
ktorych osrodkach rutynowego badania diagnostycz-
nego materiatu uzyskanego droga biopsji, polegajacego
na poszukiwaniu kluczowych mutacji w genach zwigza-
nych z nowotworzeniem. Celem tego postepowania jest
okreslanie, jak profil mutacji wptywa na wrazliwos$¢ na
leki o dzialaniu ukierunkowanym.

Niekiedy lek i zmutowany gen wykazuja wpltyw
synergistyczny, nawet jesli bezposrednim punktem
uchwytu dziatania leku nie jest biatko kodowane przez
zmutowany gen. Na przyktad inhibitory polimerazy
poli(adenozynodwufosforanu rybozy) (poly[adeno-
sine diphosphate {ADP}-ribose] polymerase, PARP),
hamujace jeden z mechanizméw naprawy DNA, wy-
daja sie szczegdlnie skuteczne w leczeniu chorych na
nowotwory z zaburzeniami naprawy peknie¢ w po-
dwojnej nici DNA ze wzgledu na inaktywujace mutacje
w BRCAT lub BRCA2.21 Taka synergia, czesto okre-
§lana mianem syntetycznej letalnosci,?2 prawdopo-
dobnie jest skutkiem nagromadzenia nadmiernej liczby
nienaprawionych uszkodzefi DNA w komérkach guza
w wyniku zahamowania obu proceséw naprawy DNA.

Oczekuje sie, ze wiele nowych lekéw, bedacych
na razie przedmiotem badaf, znajdzie zastosowanie
w praktyce klinicznej wraz z udowodnieniem mozliwo-
$ci przewidywania odpowiedzi na leczenie na podsta-
wie swoistych zaburzen genetycznych (tabela). Wowczas
kazdy chory na nowotwér bedzie poddawany szere-
gowi okreslonych testow molekularnych, by uzyskaé
jak najwiekszg skuteczno$¢ leczenia. Przeprowadzona
niedawno analiza sekwencji materialu genetycznego
nowotwordw litych ujawnila, ze w przypadku wielu ta-
kich kluczowych genéw zwigzanych z nowotworzeniem
mutacje stwierdza sie w niespetna 10% nowotworéw
danego typu. Jesli zatem leczenie o dziataniu ukierun-
kowanym ma by¢ skuteczne, nalezy opracowaé szeroki
repertuar substancji aktywnych (i powigzanych z nimi
badaf diagnostycznych), by optymalnie leczyé wiek-
s208¢ chorych, kierujac najbardziej optymalne leczenie
na konkretny podtyp molekularny nowotworu.23
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TABELA

Gen Zmiana genetyczna

Leczenie przeciwnowotworowe o ukierunkowanym dziataniu*

Typ nowotworu

Lek

Receptorowa kinaza tyrozynowa

EGFR Mutacja, powielenie
ERBB2 Powielenie
FGFR1 Translokacja
FGFR2 Powielenie, mutacja
FGFR3 Translokacja, mutacja
PDGFRA Mutacja
PDGFRB Translokacja
ALK Mutacja lub powielenie
c-MET Powielenie
IGF1R Aktywacja ligandem
Il insulinopodobnego czynnika wzrostu
c-KIT Mutacja
FLT3 Wewnetrzna duplikacja tandemowa
RET Mutacja, translokacja

Niereceptorowa kinaza tyrozynowa

ABL Translokacja (BCR-ABL)
JAK2 Mutacja (V617F), translokacja
SRC Nadmierna ekspresja

Kinaza seryna—treonina-lipidy

BRAF Mutacja (V600E)
Kinazy AuroraAiB  Nadmierna ekspresja
Kinazy Polo-podobne  Zwiekszona ekspresja
MTOR Nadmierna aktywacja
PI3K Mutacje PIK3CA

Uszkodzenia lub naprawa DNA

Rak ptuca, glejak

Rak piersi

Przewlekia biataczka szpikowa

Rak zotadka, piersi, trzonu macicy

Szpiczak mnogi

Glejak, guz podscieliskowy przewodu
pokarmowego

Przewlekfa biataczka mielomonocytowa

Rak ptuca, nerwiak zarodkowy, anaplastyczny
chtoniak olbrzymiokomérkowy

Niedrobnokomérkowy rak ptuca oporny
na gefitynib, rak zotadka

Rak jelita grubego, rak trzustki

Guz podscieliskowy przewodu
pokarmowego

Ostra biataczka szpikowa

Rak rdzeniasty tarczycy

Przewlekta biataczka szpikowa

Przewlekia biataczka szpikowa, zaburzenia
mieloproliferacyjne

Niedrobnokomdrkowy rak pluca, rak jajnika,
rak piersi, migsak

Czerniak, rak jelita grubego, tarczycy

Rak piersi, jelita grubego, biataczka

Rak piersi, ptuca, jelita grubego, chtoniak

Rak nerkowokomérkowy

Rak jelita grubego i odbytnicy, piersi,
zofadka, glejak

Gefitynib, erlotynib

Lapatynib

PKC412, BIBF-1120

PKC412, BIBF-1120

PKC412, BIBF-1120
Sunitynib, sorafenib, imatynib

Sunitynib, sorafenib, imatynib
Cryzotynib

Cryzotynib, XL184, SU11274
CP-751,871, AMG479
Sunitynib, imatynib

Lestaurtynib, XL999
XL184

Imatynib
Lestaurtynib, INCB018424

KX2-391, dazatynib, AZD0530

SB-590885, PLX-4032, RAF265, XL281

MK-5108 (VX-689)
BI2536, GSK461364

Temsyrolimus (CCI-779), BEZ235

BEZ235

BRCAT i BRCA2

Mutacja (efekt syntetycznej letalno$ci) Rak piersi, jajnika

Olaparib, MK-4827 (inhibitory PARP)

* PARP — polimeraza poli(adenozynodwufosforanu rybozy).

OPRACOWYWANIE NOWYCH LEKOW

Jak wykazano na licznych przyktadach, mutacje
genéw onkogennych moga definiowaé dobre cele
terapeutyczne i byé podstawg do tworzenia nowych
lek6w. Najlepszym przyktadem jest imatynib (Gle-
evec), silny inhibitor kinazy Abelsona (ABL) u chorych
na przewlekla biataczke szpikowa (chronic myeloid
leukemia, CML). W 1960 r. odkryto chromosom
Filadelfia, ktérego wystepowanie wykazano u wiek-
szoSci chorych na CML. Dokonano wéwczas wielu
odkry¢, ktére zrewolucjonizowaly leczenie chorych na
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ten nowotwoér.24 Owe zmiany w genomie powoduja
wzajemng translokacje miedzy dwoma genami potozo-
nymi na dtugich ramionach chromosomu 22 (znajduje
si¢ tam gen BCR) i chromosomu 9 (znajduje si¢ tam
ABL). Powstaje w ten spos6b chimeryczne onkogenne
biatko fuzyjne (BCR-ABL) z aktywowang kinazg ABL.
Badania kliniczne oceniajace imatynib w leczeniu cho-
rych na CML wykazaly jego znaczna przewage nad
chemioterapig konwencjonalng. W Stanach Zjedno-
czonych FDA zarejestrowala go do leczenia pierwszej
linii chorych na CML w 2001 r.25 Podczas badania
przeprowadzonego w 2006 r. catkowity odsetek 5-let-
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niego przezycia chorych na nowo rozpoznang CML
w fazie przewleklej wynidst po leczeniu imatynibem
8990.26

Poniewaz imatynib jest jednoczesnie silnym inhi-
bitorem kilku innych kinaz biatkowych, w tym c-Kit
(KIT), wskazania do stosowania imatynibu rozsze-
rzono wkroétce na chorych na nowotwory podscie-
liskowe przewodu pokarmowego (gastrointestinal
stromal tumors, GIST), u ktérych w wiekszosci wyste-
puje mutacja tej receptorowej kinazy tyrozynowe;j.’”
Obiektywng odpowiedZ uzyskano u ponad 50%
z nich,?8 w poréwnaniu z niespetna 5% odpowiedzi
wsrdd chorych otrzymujacych chemioterapie konwen-
cjonalna.??

Sa to wazne przyklady ukierunkowanego dziatania
lek6w na skutki zmian genetycznych zachodzacych
w nowotworach, ale o wplywie zmutowanych genéw
na powstawanie nowotworéw wiedziano juz wcze-
$niej, przed okresleniem sekwencji ludzkiego genomu.

RYCINA 2

Przed leczeniem

Genomika a cigglosc leczenia nowotworu

W ostatnich latach coraz czesciej jednak sekwencjo-
nowanie genomdéw nowotwordéw pozwolito ujawnié
kilka nowych zmutowanych genéw nowotworowych.
Niektore z nich wskazujg na kodowane przez siebie
biatka jako potencjalne punkty uchwytu dziatania
nowych lekéw. Sg to przede wszystkim geny kodu-
jace enzymy takie jak kinazy, ktérych mutacje powo-
duja konstytutywng aktywacje. Przykladami sg kinazy
BRAF, PIK3CA, FGFR2, JAK2, AKT1 i IDH1.1930-34
Trwaja poszukiwania inhibitoréw biatek kodowanych
przez wiele z tych zmutowanych genéw.

Znakomitym przyktadem biatka aktywowanego
w nowotworze w wyniku mutacji somatycznej jest
kinaza serynowo-treoninowa BRAF. Mutacje aktywu-
jace BRAF wykryto podczas systematycznych poszu-
kiwan genéw mogacych uczestniczyé w powstawaniu
wielu réznych nowotworéw. Mutacje BRAF wykazano
w okolo dwoch trzecich czerniakéw zlosliwych.34
Z uwagi na ograniczone mozliwosci leczenia chorych

W trakcie leczenia

Leczenie ukierunkowane chorej na czerniaka zwiazanego ze swoistym wariantem genu.

Tréjwymiarowy obraz metabolizmu glukozy uzyskany podczas badania PET z '8F-fluorodezoksyglukoza (FDG) wykonanego przed leczeniem i po 2 tygodniach
od jego rozpoczecia u chorej na czerniaka bedacej nosicielkg mutacji V600E genu BRAF. Chora leczono inhibitorem BRAF, PLX4032. Nasilony metabolizm
wstrzyknigtej glukozy radioaktywnej, oznaczony sygnatami w kolorach czerwonym, zielonym i zéttym, odzwierciedla intensywne podziaty komérek
nowotworu, a takze prawidiowy sygnat ukazujacy metabolizm mézgu i metabolizm lub wydalanie pecherza moczowego. (Zdjecie uzyskano dzieki uprzejmosci
Granta McArthura, Jasona Callahana i Roda Hicksa z Peter MacCallum Cancer Centre).
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na czerniaka zlosliwego z przerzutami odkrycie mu-
tacji BRAF zapoczatkowalo wiele programéw poswig-
conych opracowaniu nowych lekéw, podejmowanych
przez oSrodki akademickie i producentéw lekow. Wy-
niki wstepne badan klinicznych 1 fazy ujawnity nad-
zwyczajng aktywno$¢ lekéw opracowanych dzigki tym
programom,3 a kolejne badania trwaja (ryc. 2). Od
odkrycia mutacji BRAF do opracowania leku o dzia-
taniu ukierunkowanym, stosowanego u chorych na
czerniaka, mineto niespetna 10 lat. Swiadczy to o nie-
zwyklym tempie, osiggnietym dzigki pofaczenia prac
nad lekami z genomikg i biologia.

Niestety, wiele zmutowanych genéw uczestnicza-
cych w nowotworzeniu nie jest odpowiednim punktem
uchwytu dla dziatania leku. Dlatego uzasadnione wy-
daje sie opracowanie lekdw ujawniajacych syntetyczng
letalno$¢ w potaczeniu ze zmutowanymi genami nowo-
tworowymi. Na przyklad cztonkowie rodziny genéw
RAS ulegaja mutacji i aktywacji w 10-209% ludzkich no-
wotwordw. Proby zmierzajace do opracowania lekéw
bezposrednio hamujacych onkogenne biatko RAS za-
koniczyly si¢ niepowodzeniem. Natomiast wprowadze-
nie zbioréw siRNA, z ktorych kazdy hamuje in vitro
ekspresje jednego z tysiecy genéw w komdrkach nowo-
tworowych, pozwolito na ujawnienie interakcji miedzy
zmutowanym KRAS a parg kinaz biatkowych, STK33
i TBK1.36:37 Przezycie niektérych komérek z muta-
cjami KRAS wymaga ekspresji STK33 i TBK1, w przeci-
wienistwie do komorek z prawidtowym KRAS. Poniewaz
te kinazy beda prawdopodobnie lepszymi punktami
uchwytu dziatania lekéw niz sam KRAS, stworzenie in-
hibitor6w STK33 i TBK1 obrazuje strategie, ktéra moze
znalez¢ szerokie zastosowanie w leczeniu chorych na
wiele nowotwordw.

W zakrojonych na szeroka skale badaniach genomu,
takich jak International Cancer Genome Consortium
i Cancer Genome Atlas, juz dzi§ wykorzystuje sie tech-
nologie sekwencjonowania nowej generacji podczas
analizowania materialu pochodzacego z 50 réznych
nowotwordw. Umozliwi to poznanie ponad 25 000
genomdéw nowotworowych na poziomach genomu,
epigenomu i transkryptomu i stworzenie pelnego ka-
talogu mutacji onkogennych, z ktérych cze$¢ moze
sie okaza¢ nowymi punktami uchwytu dla dzialania
lekéw.38 Co ciekawe, w dwéch niedawnych badaniach
zasugerowano ewolucje genomdéw w miare progre-
sji nowotworu. Wysokowydajne sekwencjonowanie
dwoéch pierwotnych rakéw piersi i ich przerzutéw
ujawnito wystepowanie w przerzutach nowych mutacji
lub pojawienie si¢ mutacji rzadko spotykanych w guzie
pierwotnym. Mozliwe zatem, ze analiza tkanki pocho-
dzacej z przerzutéw niektoérych nowotworéw wykaze
dodatkowe mutacje, ktore stang sie¢ waznymi punktami
uchwytu dla nowych lekéw.3%-40
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NABYTA OPORNOSC NA LECZENIE

Racjonalne wykorzystanie lekéw o dziataniu ukie-
runkowanym przeciw produktom zmutowanych genéw
okazalo sie bardzo skuteczne. U wielu chorych nowo-
twor w trakcie leczenia staje sie jednak oporny na nie.*1
Taka opornos¢ zapoczatkowuja zwykle zmiany mole-
kularne, wystepujace wczesniej w niewielkich subpo-
pulacjach komérek nowotworowych. Skala tych zmian
jest bardzo rézna i waha si¢ od dodatkowej mutacji
punktowej w genie kodujagcym biatko bedace punktem
uchwytu dziatania leku, np. mutacje ABL w CML i mu-
tacje EGFR w niedrobnokomérkowym raku ptuca, 4245
do amplifikacji fragmentu chromosomu zawierajacego
inny gen powigzany z nowotworzeniem, ktérego nad-
miernie aktywny produkt przejmuje aktywnos¢ zaha-
mowanego biatka (np. MET w niedrobnokomérkowym
raku pluca).46

Wybér metody leczenia drugiej linii zalezy od cha-
rakteru mechanizméw nabywania oporno$ci. Metody
te polegaja na wykorzystaniu inhibitoréw drugiej ge-
neragji aktywnych wobec mutacji wtérnych wywotu-
jacych oporno$¢ na leczenie, jak ma to miejsce w CML
i niedrobnokomérkowym raku ptuca, lub skojarzo-
nych strategii ukierunkowanych na produkty biatek
zmutowanych genéw — pierwotnych i dodatkowych.

Jesli oporne klony rzadko wystepuja w guzie pier-
wotnym, staje sie wazne, czy mozna je wykry¢ wczeSnie,
co mogloby wplynaé na wybor leczenia pierwszej linii.
Wysokowydajne sekwencjonowanie DNA izolowanego
z fragmentu nowotworu pozwala na ujawnienie nie-
wielkiej liczby komorek opornych, dzieki czemu bytoby
mozliwe wcze$niejsze wdrozenie leczenia skojarzonego.
Zminimalizowaloby to ryzyko rozwoju klonéw opor-
nych, ktéry mégtby zdominowaé populacje komérek
NOWOtWOru.

MONITOROWANIE CHOROBY | WCZESNE WYKRYWANIE
NAWROTU

W monitorowaniu przebiegu wigkszo$ci no-
wotwordéw litych wykorzystuje si¢ rézne metody
obrazowania narzadoéw, a w niektérych nowotwo-
rach roéwniez pomiar stezefi swoistych markeréw
tkankowych (np. swoistego antygenu sterczowego
w raku gruczotu krokowego). Wykrywanie materiatu
genetycznego swoiscie wystepujacego w niektorych
nowotworach moze stuzy¢ ocenie miana komérek
nowotworowych definiujac tzw. remisj¢ molekularna,
ale takze dzieki duzej czutosci moze by¢ wykorzysty-
wane we wczesnym wykrywaniu nawrotu. Strategia ta
jest szczegdlnie przydatna u chorych na nowotwory
uktadu krwiotwoérczego, o leczeniu ktérych rutynowo
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decyduje sie na podstawie nasilenia pewnych zaburzen
genetycznych. Jej skuteczno$é zalezy od powtarzaja-
cych sie rearanzacji genéw rozpoznawanych w wielu
nowotworach ukladu krwiotworczego. Z uwagi na
mozliwo§¢ zaprojektowania primeréw do PCR swo-
i§cie powielajacych nieprawidlowo polaczone seg-
menty genomu, takie rearanzacje staly si¢ idealnymi
substratami dla prostych testow cechujgcych sie duzg
czulodcia i swoistoscig. Na przyktad u chorych na
CML, u ktérych po leczeniu nastepuje 100-krotne
zmniejszenie liczby transkryptéw BCR-ABL, uzyskuje
sie zwykle trwala odpowiedz,*” natomiast zwiekszenie
poziomu transkryptéw BCR-ABL $wiadczy o przyspie-
szonym rozroscie klonéw komédrek nowotworowych,
ktore staly sie oporne na dziatanie imatynibu i chorzy
mogg wymagacé leczenia inng metoda.

Niestety, strategii tej nie mozna stosowac ruty-
nowo u chorych na wickszo$é nowotwordw litych,
gtownie dlatego, ze nie poznano translokacji ani re-
aranzacji genetycznych odpowiadajacych za powsta-
nie nawrotu nowotworu. Poniewaz jednak umierajace
komérki wielu tych nowotworéw uwalniaja DNA do
krazenia, monitorowanie choroby mozna teoretycznie
prowadzié, oznaczajac miana komérek nowotworo-
wych we krwi obwodowej, podobnie jak u chorych
na nowotwory uktadu krwiotwérczego. Ponadto we
krwi obwodowej chorych na nowotwory lite wykryto
swoiste dla danego nowotworu mutacje punktowe.*
Ich wykrywanie wykorzystuje sie w rozpoznawaniu
nawrotu rakéw jelita grubego, a takze wtérnych muta-
cji powodujacych opornos§é niedrobnokomoérkowego
raka ptuca na leczenie inhibitorami kinazy tyrozynowe;j
ukierunkowanymi na EGFR.4%°0 Powszechne wyko-
rzystanie tej strategii w praktyce klinicznej utrudniaja
problemy techniczne w wykrywaniu niewielkich sub-
populacji fragmentéw DNA przenoszacych takg mu-
tacje punktowa. W wiekszosci nowotworéw litych
wystepuja jednak rearanzacje genetyczne swoiste dla
poszczegdlnych chorych. W przeprowadzonych nie-
dawno badaniach wykazano, ze rearanzacje ujawnione
w nowotworach pierwotnych za pomoca wysoko-
wydajnego sekwencjonowania, mozna wykorzystaé
w celu wykrywania DNA nowotworu w krazeniu,
ktorego stezenie koreluje z iloScig tkanki nowotworo-
wej.> 192 Pozwala to na monitorowanie niemal wszyst-
kich chorych na nowotwory lite podobnie do chorych
na nowotwory ukladu krwiotwérczego (ryc. 3 i grafika
interaktywna dostepna wraz z pelnym tekstem arty-
kutu na stronie NEJM.org).

Obecnie wczesne rozpoznanie nawrotu wickszosci
nowotworéw nie przyczynia si¢ do poprawy przezycia
chorych, brakuje bowiem skuteczniejszych metod lecze-
nia. Mozna sie spodziewaé opracowania takich metod
dzigki utworzeniu katalogéw mutacji somatycznych po-
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wodujacych nawroty najczestszych nowotwordéw. Obec-
nie wazne jest wezesne wykrywanie nawrotéw takich
nowotwordw (np. raka jelita grubego), ktérych wcze-
sne usuniecie chirurgiczne wyraznie poprawia przezy-
cie. Przydatno$¢ tej strategii wymaga dokfadnej oceny
w badaniach klinicznych.

GENOMIKA W PLANOWANYCH BADANIACH KLINICZNYCH

Jak juz wspomniano, punktem uchwytu dzialania
wielu nowych lekéw przeciwnowotworowych sg biatka
kodowane przez geny, w ktdrych wystepuja mutacje so-
matyczne przyczyniajace si¢ do rozwoju nowotworu.
Wiele z tych lekéw wykazuje zatem skutecznos$é jedynie
wowczas, gdy w nowotworze wystepujg takie mutacje.
Poniewaz dzieje sie tak zaledwie w niewielkiej podgru-
pie chorych na dany nowotwdér, mozna nie dostrzec
skutecznosci leku, jesli oceniano go w badaniu z udzia-
tem chorych niepoddanych selekcji na podstawie roz-
poznania okre§lonej mutacji. Spostrzezenie to zmienito
standardowe projektowanie badaf klinicznych tak, by
w badanych populacjach byli chorzy na nowotwory
przenoszace okre§long mutacje, grupe mutacji lub ce-
chujace sie innymi markerami biologicznymi, co zwiek-
sza prawdopodobiefistwo odpowiedzi pacjentéw na
zastosowane leczenie.20:21,93

W genomie kazdego nowotworu wystepujg jed-
nak pewne niewykryte dotad cechy odpowiadajace
za wrazliwo$¢ lub opornoéé na leczenie. Poniewaz
koszty sekwencjonowania genéw gwattownie maleja,
w niedalekiej przysztosci mozna sie spodziewaé pet-
nego sekwencjonowania genoméw i transkryptoméw
nowotworowych, ktdre stanie si¢ rutynows praktyka
w badaniach klinicznych poswigconych lekom prze-
ciwnowotworowym i pozwoli na ujawnienie takich
cech w przysztosci.

PODATNOSC NA ROZWOJ NOWOTWORU

W ostatnich dekadach ubieglego wieku wykryto
kilka przekazywanych dziedzicznie nieprawidiowych
genow znaczaco zwiekszajacych ryzyko kolejnego
zachorowania na nowotwdr w rodzinach, w ktérych
wystepuje on u wielu krewnych. Przyktadami sg geny
BRCA1 i BRCA2, ktorych mutacje zwickszaja ryzyko
rozwoju raka piersi i raka jajnika, a takze geny MLH1
i MSH2, ktérych mutacje sprzyjaja powstawaniu raka
jelita grubego. Poszukiwanie mutacji tych gendw,
rzadko spotykanych w wigkszosci populagji, stalo si¢
obecnie powszechne w praktyce klinicznej. Wyniki
tych testow wplywaja na zastosowanie badan przesie-
wowych i innych §rodkéw zapobiegawczych.
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Wykrywanie charakterystycznych dla nowotworu rearanzacji chromosomalnych na podstawie sekwencjonowania genomu komérek

nowotworowych.

Wysokowydajne jednoczesne sekwencjonowanie par koricéw fragmentéw DNA wyodrebnionego z wycinka tkanki nowotworowej pobranego podczas biopsji
umozliwia wykrycie rearanzacji chromosomalnych, ktére mozna wykorzysta¢ w celu monitorowania nawrotu choroby lub odpowiedzi na leczenie

na podstawie seryjnego badania prébek krwi chorego.
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Dostepno$é sekwengji ludzkiego genomu pozwo-
lita na skatalogowanie powszechnie wystepujacych
dziedzicznych odmian DNA wystepujacych w po-
pulacji zdrowej.>* Dzieki temu wyloniono nowa
gtowna klase odmian zwigzanych z podatno$cia na
rozwdj nowotworu. Dla kilku nowotworéw prze-
prowadzono badania asocjacyjne calego genomu,
w ktérych porownywano czesto$¢ wystepowania
setek tysiecy dziedzicznych odmian miedzy duzg
grupg chorych a duza grupg kontrolna. Umozliwity
one wykrycie wielu nowych odmian DNA zwigza-
nych z podatnoscig na kilka nowotworéw, w tym
raka piersi, gruczotu krokowego, jelita grubego,
pluca oraz nowotwordw jadra, a takze przewleklej
biataczki limfocytowej i innych nowotworéw.>® Od-
miany dziedziczne wigzane wcze$niej z chorobg nie
zawsze powodujg zmiany czynno$ciowe, zwykle jed-
nak znajduja si¢ w genomie w poblizu odmian odpo-
wiedzialnych za takie zmiany.

Czesto wystepujace warianty podatno$ci mogg
bardzo nieznacznie zwiekszaé ryzyko zachorowa-
nia, dlatego ich przydatnoéé w praktyce klinicznej
jest niewielka. W przysztoSci moga si¢ jednak poja-
wi¢ metody oceniajace jednoczesnie kilka wariantéw
w populacji. Pozwolg one wytonié osoby obcigzone
wickszym ryzykiem, ktére mozna byloby wlaczyé do
programéw badan przesiewowych w kierunku danej
choroby po doktadniejszym oszacowaniu ryzyka.
Moze to takze postuzyé w przysztosci do ustalenia
indywidualnego ryzyka nowotworzenia u poszczeg6l-
nych pacjentéw z rodzinnym nagromadzeniem no-
wotworow bez ustalonego na podstawie rodowodu
i podstawowych badaf molekularnych rozpoznania
konkretnego zespotu genetycznego powigzanego
Z nowotworzeniem.

Odkrycia dokonane dzieki wykorzystaniu techno-
logii genomicznych oraz poznaniu sekwengji ludzkiego
genomu juz teraz wplywaja na kilka aspektéw prak-
tyki onkologicznej i projektowanie badaf klinicznych.
W najblizszych latach tempo badafi nad genomami
nowotwordw znacznie wzro$nie. Skoordynowane glo-
balne inicjatywy pozwola na zsekwencjonowanie ge-
noméw dziesigtek tysiecy nowotwordw, dzieki czemu
powstang kompletne katalogi somatycznych mutacji
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