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ni¢ do scharakteryzowania wystepowania klonalnie dominujgcych mutacji somatycz-

nych (tych, ktére znajdujg sie w wiekszosci komoérek nowotworu) w ponad 21 000
nowotworéw réznego typu.! Zmniejszenie kosztéw prowadzenia badan oraz udoskonalenia
technologiczne utatwily upowszechnienie sekwencjonowania materialu genetycznego chorych
na nowotwory. Wstepne wyniki wskazuja na mozliwos§¢ scharakteryzowania genomu nowo-
tworu w czasie odpowiednio krétkim, by wykorzystaé¢ wyniki tej analizy w leczeniu chorych.>3
Genomika nowotworu stala si¢ tematem kilku opublikowanych ostatnio opracowan przeglado-
wych,%7 w ktérych jednak nie skupiano si¢ na konsekwencjach faktu, ze nowotwory zbudowane
s3 z klonéw komorkowych i jakie ewentualne korzysci mogg sie z tym wigzaé. Uswiadomienie
sobie, ze wiekszo$¢ nowotwordw to ekosystemy ztozone z klonow ulegajacych ewolucji, wptywa
na postepowanie w praktyce klinicznej. Ponizej oméwiono to zagadnienie, zwracajac przy tym
szczegblng uwage na nowotwory nablonkowe.

Wciqgu najblizszych pieciu lat badania prowadzone na catym §wiecie moga si¢ przyczy-

EWOLUCJA TYPU DARWINOWSKIEGO A NOWOTWOR

Teoria ewolucji Darwina zostata opracowana w celu wyja$nienia procesu powstawania ga-
tunkéw. Udowodniono, ze jest ona zasadniczg cechg uktadéw biologicznych, w tym nowotwo-
réw ludzkich. Choé koncepcja ewolucji lezata u podstaw biologii nowotwordéw od dziesiecioleci,
pojawienie si¢ nowych metod sekwencjonowania, pozwalajacych na sekwencjonowanie catych
genomdw nowotworéw, pozwolito spojrzeé na to zagadnienie w nowym $wietle.

We wczesnych latach 50. minionego stulecia teoria chromosomalna nowotworu zasuge-
rowala istnienie tzw. komérek pnia o pokrewnych cechach chromosomalnych.3? Koncepcje
struktury klonalnej i ewolucji nowotwordéw elegancko zsyntetyzowat Peter Nowell w 1976 r.,
zbierajac wiele wezeSniejszych spostrzezen dotyczacych heterogenno$ci chromosomalnej wyste-
pujacej podczas ewolucji nowotworu. Zasadniczym elementem tej idei jest zalozenie istnienia
klonu, czyli grupy spokrewnionych ze sobg komérek wywodzacych sie od wspdlnego przodka
(ryc. 1). Klonalne zaleznoéci miedzy komérkami powstaja na skutek selekeji zachodzacej na
poziomie pojedynczych dzielgcych sie komérek, majacych wieksza lub mniejszg szanse przezycia
(ryc. 1A). Selekcja zachodzi na poziomie fenotypow, ktore mogg by¢ stabilne lub przemijajace.
Fenotypy stabilne powstaja na ogét w nastepstwie utrwalonych mutagji, z ktérych najbardziej
oczywiste s3 mutacje onkogennell oraz mutacje wplywajace na wrazliwosé¢ komoérek na leki.
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RYCINA 1
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Ewolucja klonalna i zwiazki klonalne.

Czesc A. Selekcja operuje na fenotypach okreslanych mianem ,.znakéw szczegdlnych” nowotwordw, prowadzac do powstania klonéw komérek
o réznych cechach. Nie wszystkie cechy powoduja ekspansjg — np. przyspieszenie starzenia sig komdrek moze prowadzi¢ do zahamowania
rozwoju klonu lub jego utraty. Nabywanie mutacji somatycznych i zmian w epigenomie (oznaczone strzatkami) moze by¢ fenotypowo
neutralne lub powoduje powstanie nowych fenotypéw (komérki oznaczone réznymi kolorami). Cze$¢ B. Postepujace nagromadzenie mutacji
lub innych wiasciwosci dziedzicznych decyduje o powstawaniu zwiazkéw klonalnych. Literami oznakowano mutacije lub ceche dziedziczna.
Kolorami oznaczono odrebne grupy komérek o wspélnym pochodzeniu (klony). Mozliwe sg rézne zalezno$ci — np. mutacja G wspétistnieje
niezaleznie i prowadzi do utworzenia sig dwdch réznych genotypéw klonalnych zawierajacych G. Obecno$¢ mutacii niekoniecznie wskazuje na
wystapienie selekcji, przedstawione drzewko zalezno$ci mogto powsta¢ w wyniku losowego dryftu genetycznego. W schematach pominigto
komorki prawidtowe i wspierajace.

Swoiste dla danego nowotworu klonalne zwiazki typu Poglad zakladajacy klonalno§é genomows nowo-
epigenetycznego beda prawdopodobnie w przysztosci tworu jest poparty wieloma obserwacjami dotyczacymi
coraz czesciej dostrzegane. Zwigzki klonalne moga by¢ nowotworéw nablonkowych lub wywodzacych sie
tez skutkiem mutacji pojawiajacych sie w miare uplywu z uktadu krwiotworczego, swiadczacych, ze nowotwory
czasu (tzw. dryft genetyczny) bez selekgji (ryc. 1B). R6z- sa zbudowane z klonéw, a ewolucja klonalna ludzkich
nice genomowe s3 wowczas prawdopodobnie neutralne nowotworow jest w istocie przyczyng stopniowego na-
lub bierne w stosunku do fenotypu. Neutralne gene- bierania typowych cech nowotworowych.! Idea, ze no-
tycznie oznakowanie komorek wykorzystuje si¢ w ba- wotwory cztowieka sktadajg sie z ewoluujgcych klonéw
daniach do$wiadczalnych od dziesiecioleci do $ledzenia komérkowych, pozwala przewidzie¢ pewne ich cechy,
wybranych linii komérek w rozwoju. Selekcja moze takie jak wystepowanie genotypéw klonalnych (tzn. nie
tez zachodzi¢ w fenotypach przejéciowych lub niesta- wszystkie mutacje wystepuja w tej samej komorce), eks-
bilnych,13:14 a wéwczas zaleznoéci miedzy komérkami pansja lub zanik populacji klonalnych w miare uptywu
o okreslonym pochodzeniu w genomie lub epigenomie czasu, wystepowanie réznych odmian klonalnych w ob-
nie s3 tak wyrazne. rebie ogniska nowotworu, cze$ciowa odpowiedz no-
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odnosi sie do zestawu utrwalonych mutacji klonal-
nych definiujacych dany klon. Po trzecie, linia klonalna
okresla zwigzki miedzy klonami wystepujace w miare
ich ewolucji w czasie. Zwiazki klonalne przedstawia
sie na ogot jako rozgatezione struktury przypomina-
jace drzewa. Moze jednak wystepowal wiele topologii
o zlozonym charakterze,2%-21 dochodzi w nich bowiem
do wymierania calych gatezi, niezaleznego od siebie po-
wstawania mutacji drugorzedowych (w tym identycz-
nych) oraz mutagji wystepujacych w genomie na rézna
skale (od zaburzen choromosomalnych po pojedyncze
zmiany nukleotydowe).

Czesto§é wystepowania mutacji klonalnych sktada
si¢ na lezaca u podtoza choroby nowotworowej ztozo-
no$¢ klonalng guza (ryc. 1B i 2), nie pozwala jednak na
bezposrednie przewidywanie klonalnych genotypdow.

Stowniczek

Zaburzenie liczby kopii: zwigkszenie lub zmniejszenie liczby kopii fragmentéw
DNA wielko$ci od kilkudziesigciu do kilkuset par zasad (w komérce
prawidtowo wystepuja dwie kopie).

Epigenetyczny: odnoszacy sie do dziedzicznych fenotypéw lub modyfikaciji
niezwigzanych z sekwencjg DNA, np. metylacja DNA, metylacja histonéw.

Mutacja (prowadzaca do) utraty funkcji: mutacja hamujaca lub eliminujgca
czynno$¢ biatka kodowanego przez gen, w ktérym ta mutacja wystepuije.

Poréwnawcza hybrydyzacja genomdow oparta na mikromacierzach:
metoda wykrywania zaburzen w liczbie kopii fragmentéw sekwencji DNA.

Sekwencjonowanie nowej generacji (sekwencjonowanie drugiej
generacji): metody oparte na analizie sekwencji DNA na podstawie
pojedynczych czasteczek DNA i réwnolegtego sekwencjonowania setek
miliondw fragmentéw DNA réwnocze$nie na pojedynczej platformie
(masowe sekwencjonowanie réwnolegte).

wotworu na leczenie, pojawianie si¢ przerzutujgcych
komérek nowotworowych opornych na leczenie, roz-
siew komorek przerzutowych z podklonéw (w populacji
wyjSciowej zjawisko to moze zachodzi¢ z rdzng czestos$-
cig), pozbawienie niektérych nowotworéw struktury
klonalnej wykrywanej na poziomie aberracji chromo-
somalnych oraz wystepowanie neutralnych zwiazkéw
klonalnych (np. powstatych z losowego dryftu genetycz-
nego) bez wyraznych nastepstw fenotypowych.

ROZSZYFROWANIE EWOLUCJI KLONALNEJ

Utrwalone mutacje somatyczne mogga shuzy¢ okres-
leniu zwiazkéw migdzy komérkami, wynikajacych z ich
pochodzenia. W badaniach nad klonalng strukturg
nowotwordéw od dziesiecioleci wykorzystuje sie¢ duze
aberracje chromosomalne. Do niedawna mozliwo§é
systemowego okre§lania mutacji pojedynczych nukle-
otydéw w obrebie nowotwordéw byla ograniczona.
Pojawienie sie nowej generacji urzadzen do sekwencjo-
nowania (patrz stowniczek) znaczaco zmniejszylo koszt
metody i poszerzylto skale sekwencjonowania genomu.
Wiekszos¢ urzadzen do sekwencjonowania pozwala tez
na okreslenie czestosci allelicznej niemal wszystkich za-
burzefi wykrywanych w genomie (ryc. 2).

W mieszanej populacji klonéw nowotworowych
trzy kluczowe koncepcje odnoszg utrwalone zaburze-
nia mierzone w populacji catkowitej (czesto$é wyste-
powania alleli) do zaburzefi wystepujacych w klonach
komérek tworzacych nowotwor (ryc. 1B). Po pierwsze,
czesto$¢ wystepowania mutacji klonalnych jest ztozong
miarg czesto$ci wystepowania danej mutacji w populagji
i stanowi funkcje rozmiaru kazdej populacji klonalnej
zawierajacej taka mutacje. Po drugie, genotyp klonalny
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Okreslenie takich genotypéw wymaga uzycia metod
operujacych na poziomie pojedynczych komérek,22:23
ktérych zastosowanie nadal jest dalekie od rutynowego.
Oznaczenie rozpowszechnienia wystepowania mutacji
klonalnych na poziomie pojedynczego nukleotydu po-
zwala jednak na ukazanie przebiegu ewolucji w czasie
i przestrzeni (ryc. 3), po uwzglednieniu zaburzen w licz-
bie chromosomoéw. W pierwszym z badan oceniajacych
powszechno$¢ wystepowania alleli na podstawie wy-
nikéw sekwencjonowania catego genomu, w ktérym
wykazano ewolucje klonalng, poréwnano materiat
pochodzacy z przerzutu raka zrazikowego piersi z ma-
teriatem pochodzacym z ogniska pierwotnego raka,
pobranym od tej samej chorej 9 lat wczesniej.24 W tej
parze probek oznaczenia czgstosci wystgpowania al-
leli w regionach diploidalnych badz takich, w ktorych
liczba kopii nie ulegta zmianie, wykazaly ewolucje zna-
miennej liczby subdominujacych mutacji somatycznych
w komorkach pierwotnego ogniska nowotworu, ktdre
staly si¢ mutacjami dominujgcymi w populacji komorek
nowotworowych. Postugujac sie zblizong metodologia,
analizowano zmiang czesto$ci wystgpowania alleli so-
matycznych w obcogatunkowych przeszczepach ludz-
kiego raka piersi.2> Stwierdzono, ze selekcja zachodzaca
w trakcie przeszczepiania przyczynia sie do uzyskania
sktadu klonalnego zblizonego bardziej do obrazu ob-
serwowanego w przerzucie niz w pierwotnym ognisku
nowotworu tej samej chorej.

Waznym nastepstwem klonalnej natury nowotwo-
row jest przestrzenne i czasowe zréznicowanie sktadu
guzéw pierwotnych. Obserwowano je ostatnio w wielu
nowotworach nabtonkowych dzieki zastosowaniu
metod sekwencjonowania nowej generacji. Na przy-
klad zsekwencjonowanie genoméw rakéw nerek2®
ujawnito znaczne zréznicowanie przestrzenne sktadu
klonalnego w obrebie pojedynczego ogniska nowo-
tworu, co oznacza, ze diagnostyka oparta na analizie
materiatu pobranego z jednego tylko regionu guza jest
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RYCINA 2

Mieszanina komérek nowotworowych
i prawidtowych o réznym sktadzie klonalnym

Sekwencjonowanie nowej generacji frakcjonuje
mieszaning na pojedyncze fragmenty DNA, dalej
sekwencjonowane
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Korekcja uwzgledniajaca odmiany liczby kopii {)
w celu oszacowania czestosci wystepowania
mutaciji klonalnej (nie przedstawiono wszystkich

mozliwych odmian) AGGGGTTTGTGAGTGATTGAT
AGGGGTTTGTGAGTGATTGAT
Diploid, szacowany A
stosunek 50:50 (A:G) e
ATt
e - il AGGGGTTTGTGGGTGATTGAT
kopii z utratg G
heterozygotycznosci, A
szacowany stosunek
75:25 (A:G) A
Utrata A L. . . .
heterozygotycznosci, Powszec_hnost_: wystepowania aIIeIl’szacU|e sig
szacowany stosunek na postawie takich samych fragmentow sekwencji
100:1 (A:G) w kazdej pozycji w genomie

Oznaczanie czestosci wystepowania allelu za pomocq sekwencjonowania nowej generaciji i analiza klonalna.

Mieszaning klonéw komérek nowotworowych i komérek prawidtowych (cze$¢ lewa ryciny u géry) mozna analizowa¢ metodami
sekwencjonowania nowej generacji (cze$¢ prawa ryciny u gory). Proces tworzenia biblioteki i sekwencjonowanie prowadzg do uzyskania
sekwencji pojedynczych czasteczek DNA sekwencjonownych w tym samym czasie. Oznacza to, ze liczne sekwencje mozna policzy¢
bezposrednio i okresli¢ czesto$¢ wystepowania alleli w populacji komérek po zestawieniu sekwencji (cze$¢ prawa ryciny na dole) z referencyjng
sekwencjg genomowa. Korekta uwzgledniajgca wptyw odmian liczby kopii chromosomalnych oraz odmian liczby kopii segmentéw pozwala na

oszacowanie rzeczywistego rozpowszechnienia klonalnego kazdego nukleotydu w populacji komérek (cze$¢ lewa ryciny na dole).

obarczona duzg niescisto$cia. Znaczna heterogenno$é
przestrzenna cechuje tez nowotwory piersi,2’»28 gru-
czolu krokowego??-30 i trzustki.31:32 Autorzy jednego
z badan wykazali, jak bardzo odmienne klony przerzu-
towe powstaja z réznych regiondéw pierwotnego raka
trzustki, przedstawili tez postepujaca ewolucje klonalng
w takich przerzutach. Wyjatkowo silne zr6znicowanie
stopnia ewolucji klonalnej pierwotnych nowotworéw
piersi wykazano ostatnio w potrdjnie receptorowo
ujemnych rakach piersi3 oraz w rakach z ekspresja re-
ceptoréw estrogenowych.34 W pierwszym z tych badan
za pomocg metod stuzacych oznaczaniu czestosci wy-
stepowania mutagji klonalnych wykazano, ze potréjnie
receptorowo ujemne raki piersi, uznawane za podobne

www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie

na podstawie oceny powszechnymi obecnie metodami
diagnostycznymi, w chwili ustalenia rozpoznania znaj-
dowaly sie w rzeczywisto$ci na bardzo réznych etapach
ewolucji genomowej i klonalne;j.

W najnowszych badaniach czesto obserwuje sie sub-
dominujace mutacje w znanych genach supresorowych
i onkogenach.33:3%:3¢ Kluczowe znaczenie bedzie miato
okreslenie, ktore klony danego nowotworu odgry-
waja najwazniejsza role biologiczng w rozwoju choroby,
np. ktére genotypy stwarzaja ryzyko progresji nowo-
tworu lub jego opornosci na leki. Zastosowanie analizy
sekwengji genomu pozwolito wykazal, ze niewielkie
subklony pierwotnego ogniska nowotworu stopniowo
staja si¢ klonami $mierciono$nymi opornymi na leczenie
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RYCINA 3

Bioptat przed leczeniem Bioptat po leczeniu

*"; -y
- - ¥
Farmakoterapia, progresja 3 =
i powstanie przerzutéw o+ . B
: T }
. - 3‘ ﬁ‘;‘- v > =
g - - < -
i i F
a 3 3 . 3 M a
N &

Nastepujace z czasem zmiany w skladzie klonalnym oszacowane na podstawie zmian w czgstosci wystgpowania mutacji klonalnych.

Klony komérkowe o wspdlnym genotypie oznaczono tym samym kolorem. Zmiany w czesto$ci wystepowania genotypow oszacowano za
pomoca sekwencjonowania, po uwzglednieniu czasu i umiejscowienia. Duze zmiany w czgsto$ci wystepowania swoistych klonéw moga
wskaza¢ genotypy odpowiadajace za oporno$¢ oraz genotypy odpowiadajace za wystapienie odpowiedzi na wybrang metode leczenia.
Wymaga to oszacowania stopnia klonalnej ekspansji/zaniku w warunkach nieselekcyjnych albo wiarygodnego zatozenia, ze bedzie ona

zblizona dla réznych klonéw.

farmakologiczne.2?:36-40 Poszukiwanie w pierwotnych
ogniskach nowotworéw klonéw niosacych cechy de-
cydujace o zdolnosci do progresji lub tworzenia prze-
rzutdéw jest w obecnych projektach badan ograniczone,
przewidujg one bowiem wykonywanie biopsji jedynie
wybranych regionéw tkanki nowotworu.

Klonalne zaleznosci mozna dostrzec w odniesieniu
do dowolnego dziedzicznego markera w genomie. 12
Przeprowadzone niedawno badania pojedynczych ko-
morek rakéw piersi, oceniajace zaburzenia liczby kopii,
wykazaly rozlegla strukture klonalna.2”-28 Wykryto, ze
podobne zaleznosci na poziomie subchromosomalnym
mogg wystepowa¢ w rakach trzustki i nerek. Nie wszyst-
kie nowotwory od poczatku cechuje ztozono§é klo-
nalna. W niedawnych analizach sekwengji pojedynczych
komoérek — w prébkach pobranych z raka nerki*! lub
z nowotworu mieloproliferacyjnego*? — stwierdzono
brak zasadniczego zréznicowania klonalnego w zakresie
$rednich i duzych czgstoéci w populacji, obserwowano
natomiast znaczne réznice w rzadko wystepujacych mu-
tacjach rozproszonych w genomie. Wiekszo$¢ komorek
nowotworowych wywodzita si¢ zatem z jednego ge-
notypu klonalnego, a dodatkowe mutacje powstawaly
w nielicznych komérkach umiejscowionych w réznych
regionach genomu. Ustalenie, czy jest to typowy obraz
struktury klonalnej w tym nowotworze, wymaga prze-
prowadzenia dalszych badaf.
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NASTEPSTWA DLA PRAKTYKI ONKOLOGICZNEJ
Stratyfikacja genomowa

W trakcie wielu obserwacji klinicznych réznych
typoéw nowotwordw (np. raka jelita grubego,*3#4 raka
piersi®® i raka szyjki macicy*®) stwierdzono odmienno$é
odpowiedzi na leczenie réznych ognisk przerzutowych,
a nawet réznych obszardéw tego samego ogniska nowo-
tworu. Mozna ja czeSciowo thumaczy¢ pojawianiem sie
odmiennych genomowo klonéw komérek nowotworo-
wych. Dotychczas stratyfikacje genomowg nowotwo-
ré6w*748 opierano na wynikach ogélnej analizy profilu
guza, ktéra odzwierciedlata jedynie mutacje wystepujace
w wickszosci jego komoérek. Tymczasem w praktyce kli-
nicznej moga by¢ wazne réwniez cechy mniejszych sub-
klonéw. Wykazano to w raku jelita grubego, w ktérym
wykrycie mutacji genu KRAS, wystepujacej w mniejszych
subklonach komérek, pozwala wskazaé chorych opor-
nych na leczenie przeciwcialami przeciw receptorowi na-
btonkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor
receptor, EGFR).#? Co wiecej, réznorodnosé mutacji
genéw KRAS, BRAF i PIK3CA w obrebie ogniska nowo-
tworu zauwazono w co najmniej 1-8% rakow jelita gru-
bego.#* Sugeruje to, ze nawet wiréd wezesnych mutacji
tzw. sterujacych, podklonalno$é wystepuje wystarczajaco
czesto, by uzasadniaé konieczno$¢ przeprowadzenia sta-
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rannej oceny. W pewnych przypadkach bedzie wskazane
pobranie licznych wycinkéw z pierwotnego ogniska no-
wotworu, co bedzie si¢ wigzato z koniecznoscig zwery-
fikowania metody oceny patomorfologicznej materiatu
uzyskanego podczas operacji lub pobranego droga biop-
sji poprzedzajacej rozpoczecie leczenia. Trzeba ustalid
przydatno$¢ czynno$ciowych technik obrazowania no-
wotworu i innych metod w trakcie pobierania takich
probek do badania, mozna jednak przypuszczaé, ze
rozbiezne wyniki czynnoéciowych badan obrazowych sa
prawdopodobnie skutkiem wtasnie odmiennosci klonal-
nych.

Heterogenno$¢ klonalna tworzy tzw. fenotyp mo-
lekularny. Na przyklad charakterystyke rakéw piersi
okreslono na podstawie ich profilu uwzgledniajacego
liczbe kopii, wykorzystujac opartg na mikromacierzach
poréwnawcza hybrydyzacje genomu. Na tej podstawie
wyrézniono raki monogenomiczne (zawierajace klon
dominujacy, bez cech heterogennosci) i poligenomiczne
(zbudowane z wielu klonéw).27-28 Takie wzorce he-
terogenno$ci genomowej mogg mie znaczenie roko-
whicze.>0

Innym waznym zagadnieniem jest stratyfikacja lecze-
nia ukierunkowanego u chorych z przerzutami. Obecnie
opiera sie ona gléwnie na wynikach analizy archiwal-
nego materialu pochodzacego z pierwotnego ogniska
nowotworu. Udowodniono odmienno$¢ mutacji wyste-
pujacych w ognisku pierwotnym w poréwnaniu z wy-
stepujacymi w przerzutach, np. mutacji w genach KRAS,
BRAF i PIK3CA w raku jelita grubego** oraz mutacji
zachodzacych w innych genach w rakach piersi 241
trzustki® 12 i nerek,26 a takze w rdzeniakach.3? Przy-
ktady te wskazuja, ze charakterystyka i ocena heterogen-
nosci klonalnej stanowia klucz do zrozumienia biologii
przerzutéw o réznym polozeniu oraz ewolugji réznych
klonéw pod selekcyjng presjg leczenia (omoéwienie
w dalszej czeSci artykutu). Podkreslajg tez koniecznosé
wykonania ponownej biopsji u chorych z przerzutami.
Wprowadzenie metod sekwencjonowania, analizy klo-
nalnej wystepujacego w krazeniu wolnego DNA ko-
morek nowotworowych oraz materialu uzyskanego
z biopsji cienkoiglowej moze to utatwi¢ w prakeyce.

Monitorowanie nowotworu

Jak zmniejszy¢ inwazyjno$¢ monitorowania ewolu-
¢ji klonalnej? Mutacje wystepujace w kazdym z klonow
wewnatrz guza sktadajg sie na kod kreskowy identifiku-
jacy dany klon. Gdy komoérki klonu obumierajg in situ
lub wnikajg do krazenia w procesie tzw. kaskady rozsie-
wania, zawarty w nich DNA moze zosta¢ uwolniony do
krazenia. Wykrycie i sekwencjonowanie wystepujacego
w krazeniu DNA nowotworu moze pozwoli¢ na ocene
dynamiki jego przebiegu (ryc. 4).
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Takie postepowanie zastosowano juz u chorych
z przerzutami raka okreznicy, raka piersi oraz kost-
niakomigsaka.>29% We wszystkich tych przypadkach
wykrycie i oznaczenie krazacego zmutowanego DNA
wymagalo wczes$niejszego rozpoznania i okreSlenia
mutacji na podstawie sekwencjonowania materiatu po-
branego z ogniska nowotworu. Podobne dzialania sg
powszechnie wykorzystywane u chorych na biataczke
(np. testy wykrywajace translokacje w genie BCR-ABL
w przewlektej biataczce szpikowej) w celu §ledzenia za-
siegu nowotworu po rozpoczeciu leczenia lub rozpozna-
wania §ladowych cech przetrwatego nowotworu.>®

Jeszcze bardziej ekscytujaca jest mozliwo$é wykorzy-
stania bezpo$redniego sekwencjonowania DNA osocza
do wykrywania mutacji w DNA komoérek nowotwo-
rowych obecnych w krazeniu (circulating tumor DNA,
ctDNA), dzieki czemu prébke krwi mozna uznad za tzw.
plynny bioptat.’¢ Takie postepowanie mozna wykorzy-
sta¢ np. u chorych z licznymi lub niedostepnymi przerzu-
tami w celu scharakteryzowania mutacji niektorych lub
wszystkich ognisk przerzutowych. Przykladem jest gen
PIK3CA, ktérego mutacje wykryto w osoczu 28-29%
chorych na raka piersi z przerzutami. Wystgpowanie
mutacji tego genu w krazagcym DNA korelowato ze sta-
nem jego mutacji w probce pobranej w tym samym cza-
sie z ogniska przerzutu.>” Rozw6j metod genotypowania
ctDNA w plynnych bioptatach bedzie zalezal od wyka-
zania, Ze mutacje s3 wystarczajgco czule i swoiste, by
wykorzystac je do monitorowania zasiegu nowotworu.

Seryjne sekwencjonowanie DNA z osocza mozna
takze wykorzystaé do monitorowania dynamiki r6z-
nych klonéw w celu §ledzenia ich rozwoju. Niedawno
potwierdzono to w badaniu, w ktérym sekwencjono-
wanie DNA pozwolito na monitorowanie 10 wsp6list-
niejacych mutacji wystepujacych u chorej na raka piersi.
Dynamiczna zmiana w ctDNA niosgcym indywidualng
mutacje roznita sie w zaleznosci od sekwencji podania
dwoch réznych schematéw chemioterapeutycznych, co
sugeruje zréznicowang odpowiedz réznych subklonéw
na chemioterapie.>®

Przydatno$¢ wykrywania i oceny DNA bedzie za-
lezata od wiarygodnoéci, z jaka ctDNA odzwierciedla
ewolucje nowotworu. Autorzy dwoch opublikowanych
niedawno doniesiefi opisali wykrywanie zmutowanych
alleli genu KRAS we krwi chorych na raka jelita grubego
z przerzutami leczonych przeciwciatem o dziataniu ukie-
runkowanym przeciw EGFR. Allele te wykryto juz na
10 miesiecy (Srednio 21 tygodni) przed uwidocznieniem
pierwszych radiologicznych dowodéw na progresje no-
wotworu.>8-9 Sg to wprawdzie jedynie wyniki wstepne,
$wiadczg jednak, ze genotypowanie ctDNA mozna wy-
korzystaé, by lepiej zrozumie¢ powstawanie opornoSci
na leki (patrz nizej), a takze §ledzi¢ pojawianie sie no-
wych klonéw zwigzanych z tworzeniem si¢ przerzutdw,
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RYCINA 4 (na sasiedniej stronie). Koncepcja wykorzystania
DNA osocza do monitorowania obecnosci DNA nowotworu
w krazeniu i ewolucji klonalnej.

W materiale pochodzacym z nowotworu poddanym
sekwencjonowaniu metodami nowej generacji mozna stwierdzi¢
rearanzacje chromosomalne i punktowe skladajace sig na ,kod
kreskowy” guza (czesci A i B) wykorzystywany do monitorowania
nawrotu lub zakresu rozsiewu. Alternatywa jest bezposrednie
sekwencjonowanie DNA w osoczu, ktére bywa wykorzystywane
do wykrywania nowych mutacji w nowotworowym DNA obecnym
w krwi krazacej (ctDNA), co pozwala na wczesne ujawnienie
oporno$ci na leczenie ukierunkowane (czesci C i D). Kolory
(i towarzyszace cyfry) oznaczaja rézne klony komérkowe. Czg$¢ A.
Hipotetyczny chory na raka ptuca poddany terapii z zamiarem
wyleczenia polegajacej na usunigciu zmienionego pfata pluca,
u ktérego rearanzacje chromosomalne obecne we wszystkich
komérkach nowotworowych ogniska pierwotnego (np. translokacja
ROS1) wykorzystano do wczesnego wykrywania nawrotu. Cze$¢ B.
Hipotetyczna chora na raka piersi. Sekwencjonowanie nowotworu
usunigtego w trakcie mastektomii wykazato obecno$é 3 mutacji
(oznaczonych cyframi 1, 2 i 3) w réznych frakcjach komérek raka.
Gdy pojawig sie przerzuty, $ledzenie wszystkich trzech mutacji
zostanie wykorzystane do monitorowania zakresu rozsiewu réznych
klonéw w obrebie nowotworu. Dwie z mutacji (2 i 3) wskazujg na
doskonata odpowiedz wczesng. Liczba mutacji 1 w DNA osocza
nadal wzrasta, co $wiadczy, ze zawierajace jg klony komérkowe
nie odpowiadajg na leczenie. Cze$¢ C. Hipotetyczny chory na raka
jelita grubego z przerzutami. Pierwotne ognisko nowotworu zawiera
gen KRAS bez mutacji. Chory rozpoczat leczenie cetuksymabem,
a stezenia antygenu karcynoembrionalnego (carcinoembryonic
antigen, CEA) $wiadcza o znakomitej odpowiedzi na stosowanie
leku ukierunkowanego przeciw receptorowi naskérkowego czynnika
wzrostu (EGFR). Trzy miesigce przed pojawieniem sig zwigkszonych
stezen CEA wyniki bezpos$redniego sekwencjonowania DNA osocza
wskazujg na rozwdj oporno$ci na leczenie, poniewaz zwigksza
sie stezenie zmutowanych sekwencji genu KRAS w osoczu.
Czes$¢ D. Hipotetyczna nosicielka mutacji zarodkowej genu BRCAT.
Zaawansowany rak szyjki macicy z licznymi przerzutami do jamy
brzusznej, w ktérym test w kierunku mutacji TP53 w ctDNA (1)
wskazuje na bardzo dobrg odpowiedZ na leczenie pochodnymi
platyny. Po 7 miesigcach bezposrednie sekwencjonowanie
materiafu osoczowego ukazuje pojawienie sie¢ mutacji w BRCAT
prowadzacej do nabycia oporno$ci (2), dostarczajac wczesnych
informacji o0 mozliwej oporno$ci na leczenie pochodnymi platyny.

zanim stang si¢ one widoczne w badaniach obrazowych.
Umozliwia to rozpoczecie leczenia, gdy rozsiew nowo-
tworu jest jeszcze stosunkowo niewielki. Nalezy okresli¢
czutosé i swoisto$¢ metody w badaniach przeprowadzo-
nych z udziatem reprezentatywnej grupy chorych oraz
w réznych sytuacjach klinicznych.

Pojawienie sie opornosci na leczenie
Zrozumienie klonalnej ewolucji nowotworéw pod
selekcyjnym naciskiem stosowanej terapii i przeciw-

stawianie sie jej za pomoca terapii o ukierunkowanym
dzialaniu to dwa najwicksze wyzwania w onkologii.
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W leczeniu chorych z nawrotem nowotworu zasad-
niczg rolg odgrywaja poznanie mechanizmu powsta-
wania opornoSci i ustalenie, skojarzenia jakich lekéw
skutecznie zahamujg ewolucje klonalng. Realizacja tych
celéw wymaga przede wszystkim systematycznej oceny
materialu pochodzacego z ognisk nowotworu przed
rozpoczeciem leczenia, po jego zakonczeniu, po ktérym
pozostal nowotwor przetrwaly, a takze po rozpoznaniu
nawrotu (ryc. 4). Kazda z metod leczenia o ukierunko-
wanym dzialaniu oceniana w badaniach klinicznych,
poczynajac od stosowania imatynibu, ostatecznie powo-
duje rozwdj opornosci u chorych, ktérzy poczatkowo
na nig odpowiadali.

Okreslanie profilu genetycznego pozwala na wska-
zanie mutacji decydujacych o rozwoju opornosci. Czesto
wystepuja one w genie kodujacym biatko bedace celem
terapeutycznym lub w genie kodujagcym biatko, ktérego
aktywno$¢ pozwala na ominiecie nastepstw zahamowa-
nia biatka docelowego.7?6¢ Chociaz moze to sugerowaé
niepomy$lng przyszto$¢ leczenia o ukierunkowanym
dzialaniu, wskazuje tez na konieczno$¢ rozwigzania pro-
blemu dzigki opracowaniu lekéw dziatajacych przeciw
zmutowanym komérkom nowotworowym opornym na
lek zastosowany weczesniej,00:61 lekéw hamujacych szlak
omijajacy nastepstwa hamowania biatka docelowego®2
lub skojarzenia lekéw hamujacych rozwdj opornosci,
podobnie jak w celu opanowania zakazenia ludzkim
wirusem nabytego niedoboru odpornosci (human im-
munodeficiency virus, HIV). Skuteczno$¢ takiego poste-
powania wykazano juz u chorych na nowotwoér jadra
oraz w bialaczkach u dzieci, gdzie lezaca u podtoza
choroby ztozono$¢ klonalna nie jest przeszkodg dla sku-
tecznej chemioterapii. Wyjasnienie, ktdre z genotypéw
klonalnych odpowiedza lub beda oporne na leczenie,
dostarczy podstaw dla wyboru potaczen lekéw skutecz-
nych w badaniach przedklinicznych i klinicznych.

Ocena mutacji i klonow w praktyce klinicznej

W hierarchicznym modelu ewolucji klonalnej
wczesne mutacje somatyczne (mutacje w komdrkach
pnia) cechuje skfonnoéé do propagacji w wielu lub we
wszystkich klonach, podczas gdy pdzniejsze wydarzenia
wystepuja jedynie w niektorych klonach (tzw. mutacje
kladowe). Mutacje kierujace przebiegiem patogenezy s3
na og6l uznawane za zdarzenia wczesne, podczas gdy
bardziej beztadne mutacje kladowe moga odpowiadaé
za dodatkowe cechy nowotworu. Przykladami czesto
spotykanych mutagji pnia s translokacje miedzy genami
BCR i ABL (BCR-ABL) w przewleklej biataczce szpiko-
wej, mutacje aktywujace KRAS w raku trzustki, amplifi-
kacje EGFR w glejaku wielopostaciowym oraz mutacje
utraty funkgji w genie KIT w nowotworach podscielisko-
wych przewodu pokarmowego. Mutacje kladowe moga
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by¢ jednak réwniez mutacjami wiodacymi.®3 Wiekszos¢
genomowych testow diagnostycznych nowej generacji
wykrywajacych nowotwory (np. opartych na spektro-
metrii masowej i sekwencjonowaniu Sangera) cechuje
binarno$¢ (§wiadcza o wystepowaniu danej cechy lub jej
braku), nie uwzglednia natomiast proporcji masy nowo-
tworu zawierajacej dang ceche (mutacje lub powielenie).
Takie testy wykrywajace mutacje nie odnoszg si¢ zatem
do klonalnosci, a zwlaszcza wykazuja tendencje do nie-
wykrywania mutacji kladowych. Wszystkie mutacje so-
matyczne nowotworu oraz niektére struktury klonalne
mozna obecnie badaé za pomoca glebokiego sekwencjo-
nowania na poziomie catego genomu. W rzeczywistosci
wymagania dotyczace probek materiatu i samej analizy
sprawiaja, ze metody te nie s3 jeszcze powszechnie wy-
korzystywane w praktyce klinicznej, a jedynie w bada-
niach do$wiadczalnych.

Jak mozna byloby wykorzysta¢ w najblizszym czasie
analize klonalng w praktyce klinicznej? Nalezy sadzié,
ze niedtugo kliniczne laboratoria genomiczne beda
dostarczaty wynikéw glebokiego sekwencjonowania
okreslonych regionéw prowadzonego w poszukiwaniu
mutacji klonalnych, skupiajac sie na genach lub muta-
gjach, ktére klinicznie s3 juz na li§cie podejrzanych, oraz
znanych mutacji uczestniczacych w rozwoju cech nowo-
tworowych. Przykladami s3 mutacje genu KRAS wyko-
rzystywane do stratyfikacji chorych na raka okreznicy
podczas ustalania wskazan do leczenia przeciwciatami
skierowanymi przeciw EGFR, zestawy mutacji wioda-
cych sktadajgce sie na ,kod kreskowy” danego raka
oznaczane w 0soczu w celu monitorowania przebiegu
nowotworu, a takze mutacje genu EGFR pozwalajace
przewidzie¢ skuteczno$¢ leczenia erlotynibem lub ge-
fitynibem. Po uwzglednieniu obecnych kosztéw od-
czynnikOw ocena wstepnie wybranych sekwencji DNA
w badanym materiale®*65 sprawia, ze glebokie sekwen-
¢jonowanie 400-500 gendéw (okoto 3 Mb liniowe;j se-
kwengji) to koszt kilkuset dolaréw, chociaz problemy
wynikajace z regulacji prawnych oraz patentéw moga
w niektdrych regionach zwiekszy¢ te kwote.

WPEYW NA OPRACOWYWANIE NOWYCH LEKOW | ICH
OCENE W PRAKTYCE KLINICZNEJ

Mozliwoéé §ledzenia ewolucji klonalnej w nowo-
tworach, zaréwno w warunkach do$wiadczalnych, jak
i u chorych, stwarza warunki i szanse na opracowanie
nowych lekéw. Ciagle jeszcze wiekszo$¢ projektowa-
nych lekéw dziata przeciw punktom uchwytu ulegaja-
cym ekspresji w liniach komérkowych o nieznanym lub
tylko czeSciowo scharakteryzowanym tle genetycznym.
Trwaja starania zmierzajace do poznania genomu linii
komérkowych wykorzystywanych obecnie w badaniach
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nowych lek6w,%068 dla wickszosci z nich brakuje jed-
nak referencyjnego DNA z linii zarodkowej, co utrudnia
odréznienie wariantéw linii zarodkowej od wariantow
somatycznych. Zrdznicowanie mutacji w nowotworach
somatycznych u chorych réwniez nie znajduje dobrego
odpowiednika w dostepnych obecnie liniach komér-
kowych wiekszosci podtypoéw takich nowotwordow.
Mutacyjny profil nowotwordéw wskazuje na istnienie
szerokiego wachlarza potencjalnych celéw terapeutycz-
nych, ale ich indywidualny dobér na podstawie poje-
dynczych hipotez terapeutycznych jest zmudny. Przez
obserwagje selekcji ewolucyjnej — zwlaszcza genotypow
klonalnych wystepujacych lub niewystepujacych u cho-
rych albo w poliklonalnych obcogatunkowych prze-
szczepach ludzkich nowotwordw — nalezy skupi¢ uwage
na najwazniejszych szlakach regulacyjnych. Postep byé
moze dokona sie dzieki prospektywnemu opracowy-
waniu zsekwencjonowanych poliklonalnych obcoga-
tunkowych przeszczepéw ludzkich nowotworéw oraz
mapowaniu klonalnych genotypéw odpowiadajacych za
oporno$¢ i wrazliwos¢ na leki u chorych.

Powaznym problemem jest to, ze dziatanie wiek-
szoSci lekéw jest ukierunkowane na pojedynczy punkt
uchwytu (lub kilka celéw terapeutycznych blisko zwia-
zanych ze sobg). Ukierunkowanie leczenia jedynie na
najczestszg mutacje wiodaca danego nowotworu nie
bedzie skuteczne, jesli w mniej licznych klonach nowo-
tworu wystepuja juz mutacje odpowiadajace za rozwdj
opornosci na taki lek (patrz wyzej). Genetyczne zr6z-
nicowanie nowotworu i jego zdolno$é do ewolucji
oznaczaja, ze wickszos¢ terapii ukierunkowanych na po-
jedynczy cel terapeutyczny prowadzi do selekgji klonéw
opornych na te terapie, ktdre zaczynaja sie rozprzestrze-
nia¢ i dominowaé. W leczeniu chorych zarazonych HIV
trwalg kontrole replikacji wirusa osiggnieto dopiero po
opracowaniu tréjlekowych koktaili ztozonych z lekow
przeciwwirusowych skutecznie hamujacych klonalng
ewolucje wirusa. W badaniach po$wieconych nowotwo-
rom zasadnicze znaczenie ma lepsze poznanie sposobow
kojarzenia leczenia ukierunkowanego przeciw réznym
celom terapeutycznym. Zdolnos¢ do okreslenia geno-
typéw klonalnych wrazliwych i opornych na wybrane
leczenie moze by¢ przydatna zar6wno na wczesnych
etapach prac nad lekiem (badania przeszczepéw obco-
gatunkowych), jak i pézniej (badania I-1I fazy).

Analiza molekularna nowotworéw prowadzona
w warunkach klinicznych nadal jest w powijakach, m.in.
dlatego, ze poznanie zalezno$ci molekularno-klinicz-
nych niezbednych do podjecia odpowiednich decyzji
zajmuje wiele lat. W pewnych warunkach do dziatan
zniecheca wynik zestawienia kosztéw z korzySciami,
wskazujacy na znaczny koszt opracowania i certyfikacji
pewnych testéw. Sekwencjonowanie w poszukiwaniu
mutacji staje sie jednak coraz powszechniejsze w miare
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wprowadzania kolejnych metod leczenia zwigzanych
z okre$lonymi mutacjami lub nowych wzorcéw moni-
torowania przebiegu choroby. Klonalno$¢ nowotworu
dostarcza tu nowej jakosci. Wykorzystanie jej w anali-
zach bedzie wymagato przegladu oznaczenh markeréw
biologicznych i metod stratyfikacji. Kolejng mozliwos§é
stwarza polaczenie czynno$ciowych badan obrazowych
z informacjami dotyczacymi genotypu klonalnego. Pro-
wadzacy badania kliniczne powinni zrewidowaé spos6b
ich prowadzenia, uwzgledniajac przy tym biopsje tkanek
oraz trwajace badania nad ewolucjg nowotworu w syn-

tetycznych badaniach klinicznych.
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Janusz A. Siedlecki
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Centrum Onkologii — Instytut
im. Marii Sklodowskiej-Curie,
Warszawa

W stynnym juz artykule pt. ,The hallmarks of cancer”
z 2000 r. oraz w jego uwspdlcze$nionej po 10 latach wersji
Weinberg i Hanahan opisali proces kancerogenezy ukazujac
calg jego zlozono$é. Zgodnie z ich opinig proces transfor-
magcji byl wynikiem nabywania kolejnych zmian (mutacji
i epimutagji) w genach, ktérych produkty uczestnicza w prze-
biegu takich procesow, jak naprawa uszkodzonego materiatu
genetycznego, proliferacja, $mier¢, a takze w rdznicowaniu
komérek. Chociaz jak sie wydaje komoérka o fenotypie no-
wotworowym powstaje w wyniku wielu zmian w jej mate-
riale genetycznym, ze wzgledu na niestabilno$¢ genetyczna,
w miejsce pojedynczego klonu szybko dochodzi do rozro-
stu nowotworu zbudowanego z co najmniej kilku klonéw
komérek o zblizonym fenotypie. Powstajacy niewielki, bo
liczacy sobie 1-2 mm $rednicy rozrost nowotworowy zwany
carcinoma in situ, dla dalszego wzrostu wymaga jednak

unaczynienia, czyli uaktywnienia procesu neoangiogenezy.
Wynikiem powstajacego unaczynienia jest dalsza selekcja klo-
nalna. Coraz wieksza przewage uzyskuja klony cechujace sie
wieksza zdolnoécia do przetrwania, co nie zawsze jest réw-
nowazne z wigksza agresywnoscig. Mozemy wrecz mieé¢ do
czynienia ze zjawiskiem hamowania wzrostu bardziej agre-
sywnych klonéw przez klony mniej agresywne, ale np. ce-
chujace sie wieksza zdolnoscig do przezycia w warunkach
panujacych w danym mikrosrodowisku. Rosngcy w wyniku
zmiany warunkow utlenowania i zwiekszenia liczby sktadni-
kéw odzywczych guz nowotworowy staje sie coraz bardziej
heterogenny. Odpowiedzig kliniczng na zjawisko heterogen-
nosci guza jest wykorzystanie potencjatu terapii skojarzone;j
i chemioterapii wielolekowe;.

Zmienno$¢ genetyczna w obrebie guza nowotworowego
jest tematem omawianego artykutu Aparicio i Caldasa. Au-
torzy zwracaja uwage czytelnika na fakt, ze komérki guza
ulegaja stalym modyfikacjom pod wpltywem zmieniajacych
sie warunkdéw zaréwno w obrebie guza, jak i w otaczajacym
go Srodowisku. Przyréwnujg ten proces do zmiennosci ewo-
lucyjnej, co nie jest chyba trafnym poréwnaniem. Ewolucja
jest bowiem procesem powolnym, podczas ktérego prze-
wage zdobywaja te osobniki, ktére s3 lepiej przystosowane
do zmieniajacych sie warunkéw Srodowiska. W guzie nowo-
tworowym zmienno$¢ jest wynikiem uszkodzenia systemow
stabilizujacych stalo$¢ materiatu genetycznego. To prowadzi

14 Onkologia po Dyplomie ¢ Tom 10 Nr 2, 2013

www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie



http://www.podyplomie.pl/onkologiapodyplomie

Klonalna ewolucja genomu w onkologii

do szybkiego nabywania nowych zmian w klonach o juz
zmienionym genotypie. Pojawiajg si¢ wiec klony o iden-
tycznym lub zblizonym genotypie, jednak réznigce sie szere-
giem dodatkowych zmian wptywajacych na ich zdolno$¢ do
przezycia w danych warunkach. Presja selekcyjna eliminuje
klony o mniejszej witalnosci. Gdyby zatem chcie¢ w sposéb
modelowy przedstawi¢ wykres heterogennosci klonalnej
w guzie nowotworowym, prawdopodobnie najlepiej od-
zwierciedlatby go wykres typu dendrogram. I w tym kontek-
Scie rzeczywiscie mozna by mowic¢ o ewolucyjnosci procesu
zmienno$ci genetycznej.

W wyniku niestabilnosci genetycznej w komoéree no-
WOtworowej pojawiajg si¢ coraz to nowe zmiany. Z cza-
sem pojedynczym zmianom zaczynaja towarzyszy¢ zmiany
epigenetyczne, a jeszcze pozniej aberracje chromosomalne.
Funkcje niektérych genéw ulegaja znaczacej aktywacji,
inne ulegaja wyciszeniu. Wszystkie te zmiany prowadza
do powstania wielu réznych fenotypéw nowotworowych.
W takich warunkach mogg pojawic sie tez klony o fenotypie
przypominajacym fenotyp odréznicowany podobny do fe-
notypu komoérek macierzystych. Macierzysto$é komorek jest
ciggle przedmiotem badan. Coraz wiecej badaczy przychyla
sie jednak do zdania, ze raczej nalezy méwic o fenotypie
przypominajacym macierzysto$¢ niz o fenotypie macierzy-
sto$ci. Poza fenotypem przypominajacym macierzysto$¢ mo-
zemy méwié o znaczacej odmiennosci genotypowej.

Autorzy artykutu zwracaja uwage na fakt, ze tak na-
prawde dopiero badania prowadzone nowoczesnymi
technikami wielkoskalowymi u$§wiadomily, jak ogromne
zrdznicowanie cechuje rozrost nowotworowy. Okazato
sie, ze heterogenno$¢ nie tylko dotyczy objetosci guza, ale
w obrebie guza znajdujg sie obszary o mocno zréznicowanej
heterogennodci. Analiza materialu nowotworowego pobra-
nego z réznych okolic guza wykonana technikami wielko-
skalowymi (np. za pomocg mikromacierzy ekspresyjnych)
przynosita czasami skrajnie rozne wyniki. Podobnie bada-
nia pojedynczych komoérek wyizolowanych z tego samego
rozrostu wykazaly, ze jedynie nieliczne zmiany sg charakte-
rystyczne dla wiekszo$ci komoérek. Pozostale zmiany obser-
wowano jedynie sporadycznie. Wydaje sie zatem, ze wsrod
zmian w komorkach nowotworowych mozna wyrdznié co
najmniej dwie kategorie. Pierwsza to zmiany inicjujace, czyli
takie, ktére zapoczatkowuja proces transformacji i prowadza
do zmiany fenotypu komérki z prawidlowego na nowotwo-
rowy. Do drugiej kategorii nalezg zmiany towarzyszace, czyli
prowadzace jedynie do zwiekszenia roznorodnosci w obrebie
klonéw podstawowych. Na przyktad badanie mikromacie-
rzowe czerniaka ujawnia ponad 4000 zmian w wielu réznych
genach. Ale 70% czerniakéw ma mutacje w genie BRAF.
W tym przypadku mutacje BRAF mozemy zaliczy¢ do grupy
mutagji inicjujacych.

Autorzy artykutu stawiajg pytania, na ktére ciagle jeszcze
nie ma definitywnych odpowiedzi. Chodzi przede wszystkim
o to, czy wlaSciwe jest stosowanie terapii nakierowanej na
cele molekularne. Dotychczasowe korzysci ze stosowania
tego typu terapii s3 bowiem ograniczone. Jak piszg ,,...kazda
z metod leczenia ukierunkowanego oceniana w badaniach
klinicznych, poczynajac od stosowania imatynibu, ostatecz-
nie prowadzila do rozwoju opornosci u chorych, ktérzy po-
czatkowo na nig odpowiadali.” Czy zatem ustalenie petnego
profilu genetycznego pomoze okresli¢ taki zestaw lekow,
ktéry nie dopusci do pojawienia sie opornosci? Z do$wiad-
czenia wiemy, ze przynajmniej w niektérych przypadkach jest
to mozliwe.

A moze, jak sugerujg autorzy omawianego artykutu, na-
lezy podej$¢ do terapii inaczej? Moze nalezy opracowacé takie
leki, ktérych spektrum dziatania bedzie skierowane nie prze-
ciw pojedynczemu punktowi uchwytu (ale tez nie przeciw
celom terapeutycznym blisko zwigzanym ze soba, np. prze-
ciw dwom receptorom z tej samej rodziny). Takich lekdw,
ktore zostalyby specjalnie opracowane, by hamowaé dwa
rozne i niezalezne od siebie procesy komorkowe, jeszcze
nie mamy. Ale wiemy, ze niektére ze stosowanych juz lekow
cechuje wlasnie takie zréznicowane spektrum dziatania.
Przyktadem moze by¢ wspomniany wyzej imatynib. Trzeba
jednak pamietad, ze im szersze spektrum dziatania leku, tym
powazniejsze jego dzialania niepozadane.

UsSwiadomienie sobie znaczenia heterogennosci gene-
tycznej klonéw komodrkowych sktadajacych sie na rozrost
nowotworowy podniosto jeszcze jeden, jak sie wydaje nie-
zwykle wazny problem zwigzany z diagnostyka — zar6wno
klasyczna patomorfologiczna, jak i nowocze$niejsza moleku-
larng. Zdaniem autoréw artykutu dotychczasowa praktyka
diagnostyczna obarczona jest duzg niescisto$cig. Podejmowa-
nie decyzji terapeutycznych na podstawie badania pojedyn-
czego fragmentu guza moze prowadzi¢ do utraty szansy na
wyleczenie. I chociaz takie fakty odnotowywano od dawna,
wydawalo sie, ze obowigzujace w diagnostyce procedury sg
wystarczajaco dobre, by nie brad tych faktéw zbyt powaznie.
Diagnostyka oparta na narzg¢dziach wielkoskalowych u$wia-
domita diagnostom i terapeutom, ze nalezy bardzo powaznie
potraktowaé fakt heterogennosci nowotworu. Decyzje tera-
peutyczne muszg by¢ podejmowane po dogtebnym zbadaniu
heterogennosci guza. Oznacza to takie zwigkszenie liczby
preparatoéw ogladanych przez patomorfologa, by mozna bylo
mieé¢ pewno$¢ co do charakteru guza i jego rdéznorodnosci
obszarowej. Oznacza takze, ze diagnostyka molekularna
nie moze ograniczac si¢ do pojedynczych wycinkéw. Prébki
do analizy musza by¢ pobrane z wielu miejsc guza. Ciagle
nierozwigzany pozostaje dylemat heterogennosci zmian ge-
netycznych. Jak leczy¢ chorego na nowotwér, na ktérego
réznych obszarach znajduja si¢ fragmenty o odmiennej za-
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warto$ci komoérek ze zmianami, przeciw ktérym opraco-
wano terapie celowang. Na przyktad, czy u chorego na raka
jelita grubego nalezy stosowac terapie przeciw EGFR, jesli
komérek z mutacja w genie KRAS jest w pewnej okolicy guza
mniej niz 15%, a w innym fragmencie np. 75%? Czy podanie
przeciwciala przeciw EGFR nie spowoduje rozrostu klonow

nieposiadajacych mutacji w genie KRAS? Czy w trakcie le-
czenia nalezy sprawdzaé, jak zmieniajg si¢ proporcje klonow
i w zaleznosci od wynikéw modyfikowaé charakter terapii?

Wszystkie te pytania na razie pozostajg bez odpowiedzi,
ale nalezy zdawad sobie sprawe, ze bez nich nie ma mowy
o personalizacji procesu leczenia.

Cigg dalszy ,,Sprawdz swojg wiedzg” ze str. 61

11. Wedlug metaanaliz ryzyko nawrotu miejscowego
po mastektomii u chorych na nienaciekajacego

raka przewodowego (DCIS) piersi wynosi:
Okoto 5%

2-4%

Okolo 1.5%

Mniej niz 1%

0%

HOO®»>

14. Badania kliniczne wskazuja, ze zastosowanie
tamoksyfenu w leczeniu uzupetniajacym
chorych na DCIS zmniejsza odsetek nawrotéw
miejscowych o:

20%

10-15%

5%

Mniej niz 3%

Moo ® >

Nie wplywa na ryzyko nawrotu, a jedynie
zmniejsza prawdopodobiefistwo wystgpienia
raka drugiej piersi

12. Wykonywanie mastektomii z zachowaniem
brodawki piersi u chorych na DCIS piersi jest
przeciwwskazane w przypadku:

A. Rorzlegtych zmian typu DCIS 15. Wyniki badaf klinicznych wskazuja, ze
B. P OdOtQCZkOWCJ IQkahZa?ll zmian o zastosowanie uzupelniajacej radioterapii
C. Wysokiego stopnia ztosliwosci niezaleznie po lumpektomii z powodu DCIS zmniejsza
od lokahzacu o catkowity odsetek nawrotéw miejscowych
D. Prawidlowe sg odpowiedzi AiB w ciagu 10 lat o:
E. Prawidlowe sg odpowiedzi A, BiC Okolo 30%
13. Do czynnikéw zwiekszajacych ryzyko Okoto 20%

Okoto 15%
Okoto 10%
Mniej niz 5%

nawrotu DCIS po operacji oszczedzajacej piers

(lumpektomii) zalicza sie:

A. Duze wymiary pierwotnego ogniska
nowotworu

MUO® >

16. Badania populacyjne wskazuja, ze ryzyko

B. Posredni lub wysoki stopieni ztosliwosci ok LT, |
C. Wiek ponizej 65 lat rozwoju raka drugiej piersi w ciggu 20 lat
D. Prawidlowe sa odpowiedzi A i B obserwacji u chorych leczonych z powodu DCIS
’ . . . Wwynosi:
E. Prawidtowe sg odpowiedzi A, Bi C A Okolo 20%
B. Okoto 10%
C. Okoto 5-7%
D. Okoto 3-4%
E. Mniej niz 3%

Autorami pytan sa:

prof. dr hab. n. med. Andrzej Kawecki, dr hab. n. med. Romuald Krajewski,
prof. nadzw. COI w Warszawie
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