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Streszczenie

Niedrobnokomérkowy rak ptuca (NDRP) jest gtéwna przyczyna zgo-
néw z powodu choréb nowotworowych na swiecie. Obecnie prowa-
dzone sg intensywne poszukiwania i préby wdrozenia nowych metod
leczenia tej choroby. Trwaja réwniez badania nad skuteczniejszym wy-
korzystaniem nowoczesnych metod diagnostyki molekularnej, kté-
re umozliwia identyfikacje okreslonych cech genetycznych i epigene-
tycznych nowotworu (biomarkeréw predykcyjnych) i pozwola dobrac
najefektywniejsze metody leczenia dla konkretnego chorego (terapia
spersonalizowana). Najpowszechniej stosowang postacia terapii sper-
sonalizowanej NDRP jest leczenie ukierunkowane molekularnie z za-
stosowaniem inhibitoréw kinazy tyrozynowej receptora naskérkowe-
go czynnika wzrostu (IKT EGFR). Korzystna odpowiedZ na leczenie
IKT EGER jest uzalezniona od obecno$ci somatycznych mutacji w ge-
nie EGFR. Najwiekszym ograniczeniem stosowania IKT EGFR w terapii
spersonalizowanej NDRP jest oporno$¢ na te leki nabywana przez cho-
rych w trakcie leczenia.

miRNA (mikroRNA) to klasa niekodujacych RNA o stosunkowo malych
czasteczkach (od 19 do 22 nukleotyd6w), ktére funkcjonuja w komérce
jako epigenetyczne regulatory ekspresji gendw na poziomie posttranskryp-
cyjnym. Oddzialywanie miRNA na transkrypty genéw bioracych udziat
w réznych procesach komérkowych obejmuje szeroki zakres aktywnosci:
poczawszy od kontroli réznicowania i wzrostu komoérek, poprzez naprawe
DNA, po kierowanie komorki na droge apoptozy. Liczne badania potwier-
dzily zaangazowanie miRNA w procesy nowotworowe zwigzane z rozwo-
jem NDRP. W procesie kancerogenezy pewne miRNA moga pelni¢ funkcje
onkogenna, a inne onkosupresorowa. Poznanie epigenetycznych mecha-
nizméw regulujacych zjawiska wrazliwosci i opornosci komérek NDRP na
IKT EGFR moze si¢ okazac przelomem w terapii spersonalizowanej tego
typu nowotworu. Z klinicznego punktu widzenia podwéjna rola miRNA
w rozwoju nowotworu moze mie¢ decydujacy wplyw na skutecznos¢ tera-
pii ukierunkowanych molekularnie. Ponadto stabilne postaci nowotworo-
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wego miRNA wykrywa sie nie tylko bezposrednio w tkance guza, ale réw-
niez w plynach ustrojowych chorego, zwlaszcza we krwi obwodowe;j,
co stwarza dodatkowe mozliwosci bezinwazyjnego diagnozowania i moni-
torowania efektywnosci leczenia w czasie.

Stowa kluczowe: miRNA « niedrobnokomérkowy rak ptuca « biomar-
kery o terapia ukierunkowana molekularnie  inhibitory kinazy tyrozy-
nowej EGFR « opornos¢ lekowa

Abstract

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the leading cause of death
from cancer over the world. Currently, a large number of research stu-
dies are conducted to develop and implement new treatment strate-
gies. Intensive efforts are also made to improve robustness of modern
molecular diagnostics to identify more precisely specific genetic and
epigenetic cancer features (predictive biomarkers) and adjust the most ef-
fective treatment options for individual patient (personalized therapy). So
called targeted therapy based on using epidermal growth factor receptor
(EGFR) tyrosine kinase inhibitors (TKI) is nowadays the most widely cho-
sen form of personalized treatment in advanced NSCLC. Favorable re-
sponse to treatment with EGFR TKIs depends on the presence of somatic
mutations in EGFR gene, detectable in lung cancer tissue. The resistance
to EGFR TKIs acquired by most patients during treatment is the main ob-
stacle to overcome in NSCLC targeted therapy.

miRNAs (microRNAs) are small, non-coding RNA molecules that play
a key role in the regulation of basic cellular processes, including dif-
ferentiation, proliferation and apoptosis, by controlling gene expres-
sion at the post-transcriptional level. Deregulation of miRNA activi-
ty results in the loss of homeostasis and the development of a number
of pathologies, including lung cancer. During lung carcinogenesis,
miRNAs exhibit dual regulatory function: they act as oncogenes or as tu-
mour suppressors. Better understanding of epigenetic mechanisms re-
gulating either the sensitivity or the resistance of NSCLC cells to EGFR
TKIs, through activity of miRNAs, may become a breakthrough in targe-
ted therapy of lung cancer. The dual regulatory role of miRNA in cancer
might drive the further development of personalised therapies in NSCLC.
Furthermore, stable forms of tumour-related miRNAs are detectable in the
peripheral blood of patients with NSCLC that offers the potential benefits
of using extracellular miRNAs as part of the diagnostic evaluation of cancer.

Keywords: miRNA « non-small cell lung cancer « biomarkers « targe-
ted therapy « EGFR tyrosine kinase inhibitors « drug resistance

WPROWADZENIE

Rak ptuca jest gléwna przyczyna zgonéw na choro-
by nowotworowe na $wiecie (1,59 mln przypadkéw
$miertelnych w 2012 roku) [1]. W Polsce jest najczes-
ciej wystepujacym nowotworem u mezczyzn i dru-
gim, po raku piersi, u kobiet. W 2013 roku w Pol-

sce liczba zachorowan na nowotwory zlosliwe ptuc
wynosita blisko 21 tys. przypadkéw, a zgondéw nieco
ponad 22 tys. (16 tys. mezczyzn i 6,5 tys. kobiet) [2].
Tak wysoka $miertelno$¢ wynika z tego, ze wiekszo$¢
chorych jest diagnozowana w zaawansowanym sta-
dium choroby, kiedy mozliwo$¢ zastosowania sku-
tecznego leczenia chirurgicznego jest ograniczona.
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D761Y

Mutacje opornosci <1%

Mutacje aktywujgce 5% 45-50% <1% 40-45%
G719X (3-4%) AE746-A750 V765A L858R (40-45%)
V689M AE746-T751 T783A L861X (2%)
N709K/Q AE746-A750 (ins RP) N826S
S720P AE746-T751 (ins A/1) A839T
AE746-T751 (ins VA) K846R
AE746-S752 (ins A/V) G863D

AL747- E749 (A750P)
AL747-A750 (ins P)
AL747-T751
AL747-T751 (ins P/S)
AL747-5752
AL747-752 (E746V)
AL747-752 (P753S)
AL747-P752 (ins Q)
AL747-P753
AL747-P753 (ins S)
AS747-1759

T790 (3-5%)
D770_N771 (ins NPG)
D770_N771 (ins SVQ)

D770_N771 (ins G)
N771T
V769L
D761Y
768l

5%

Rycina 1. Najwazniejsze z klinicznego punktu widzenia mutacje genu EGFR zlokalizowane w eksonach 18-21. Najwyzszg czestos¢ (proc.)
wystepowania wsrdd chorych na NDRP prezentujg delecje w obrebie eksonu 19. i mutacje punktowe w eksonie 21. genu [6].

Brak réwniez satysfakcjonujacej efektywnosci stan-
dardowej chemioterapii i radioterapii.

Niedrobnokomoérkowy rak pluca jest trudnym ce-
lem diagnostycznym, zaréwno ze wzgledu na znacza-
ce zréznicowanie klonéw komoérek nowotworowych
wguzie, jakinautrudniony dostep do dobrego jakoscio-
wo, informatywnego materialu diagnostycznego [3].
W miare rozwoju nowotworu zmienia si¢ réwniez
profil markeréw molekularnych [4]. Obecnie prowa-
dzone sg intensywne poszukiwania i préby wdrozenia
nowych metod leczenia NDRP. Badania te opieraja
sie gléwnie na identyfikacji potencjalnych markeréw
predykcyjnych nowotworu, jak réwniez na typowa-
niu najodpowiedniejszej i najskuteczniejszej meto-
dy leczenia (rozwdj terapii personalizowanej). Nalezy
podkresli¢, ze analiza profilu zmian epi-/genetycz-
nych w NDRP moze da¢ wskazéwki istotne nie tyl-
ko z perspektywy doboru najskuteczniejszych lekéw
i efektywno$ci prowadzonej terapii, ale rowniez mini-
malizacji skutkéw ubocznych wynikajacych z nieuza-
sadnionego klinicznie zastosowania leku. Scharakte-
ryzowanie zaburzenn molekularnych towarzyszacych
kolejnym stadiom rozwoju NDRP, majacych jedno-

cze$nie walor markera diagnostycznego, progno-
stycznego lub predykcyjnego, wcigz nastrecza wielu
trudnosci mimo intensywnych poszukiwan prowa-
dzonych przez wiele o$rodkéw na calym $wiecie.
W przypadku lekéw ukierunkowanych molekularnie
konieczno$¢ oznaczania molekularnych czynnikéw
predykcyjnych wpisana jest niemal w ich definicje.

LECZENIE UKIERUNKOWANE MOLEKULARNIE

Koncepcja personalizowanej terapii NDRP zakta-
da dobdr optymalnego leczenia dla konkretnych
grup pacjentdw opierajacy si¢ na zrozumieniu roz-
nic w przebiegu procesu nowotworowego na pozio-
mie molekularnym miedzy osobami chorujacymi na
te sama chorobe. Medycyna personalizowana wyma-
ga zintegrowanego podejscia klinicznego, taczacego
precyzyjne diagnozowanie choroby na poziomie mo-
lekularnym i terapie z uzyciem selektywnych lekéw,
dzialajacych specyficznie na komérki nowotworowe
obarczone konkretna zmiang genetyczna. Obecnie
najpowszechniej stosowana forma personalizowanej
terapii NDRP jest leczenie ukierunkowane moleku-
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larnie (ang. targeted therapy, terapia celowana) z za-
stosowaniem inhibitoréw kinazy tyrozynowej (IKT),
ktére w odréznieniu od standardowej chemioterapii
wybidrczo hamuja wzrost komérek nowotworu po-
przez swoiste oddzialywanie na domene wewnatrz-
komérkowa receptora naskdrkowego czynnika wzro-
stu (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR) [5].

Szlak sygnalowy EGEFR jest istotnym elementem
w powstawaniu i progresji wielu choréb nowotwo-
rowych. Aktywacja EGFR poprzez przylaczenie swo-
istego liganda lub mutacje genu promuje prolifera-
cje i migracje komdrek nowotworowych, zwiekszajac
ich inwazyjny potencjal, oraz hamuje sygnaly apop-
totyczne [6].

W leczeniu NDRP korzystna odpowiedz na IKT EGFR
warunkowana jest obecno$cia somatycznych mutacji
w genie EGFR [7, 8]. Obecno$¢ mutacji aktywujacych
zwiazana jest ze zwigkszonym powinowactwem re-
ceptora do czasteczki inhibitora i indukcja wzmozonej
apoptozy komdrek guza w odpowiedzi na terapie IKT.
Mutacje aktywujace wystepuja w obrebie eksonéw
18-21 genu EGFR kodujacych domene kinazo-
wa receptora i powoduja jego konstytutywna akty-
wacje. Zidentyfikowano ponad 188 réznych muta-
¢ji EGER, lecz u 85 proc. chorych na NDRP, ktérzy
odpowiadaja na leczenie IKT EGFR, wykrywa sie
2 najczestsze typy mutacji: niewielkie delecje w ob-
rebie eksonu 19. (45-50 proc.) oraz mutacje punkto-
wa L858R w eksonie 21. (40-45 proc.; rycina 1) [6].
Mutacje w genie EGFR dotycza gltéwnie chorych na
raka gruczotowego pluca, niepalacych, nieznacz-
nie czesciej kobiet i oséb po 65. roku zycia [9-11].
Mutacje wystepuja tez znacznie czesciej u chorych
rasy azjatyckiej (40 proc.) niz kaukaskiej (10 proc.,
z czego 3-25 proc. w populacji amerykanskiej,
a 10-24 proc. w populacji potudniowoeuropejskiej).

Inhibitory kinazy tyrozynowej EGFR

Standardem klinicznym w personalizowanym lecze-
niu chorych z miejscowo zaawansowanym lub roz-
sianym NDRP jest terapia ukierunkowana mole-
kularnie z uzyciem IKT wiazacych EGFR w sposéb
odwracalny (erlotynib i gefitynib) badZ nieodwracal-
ny (afatynib, ozymertynib) [12, 13]. Inhibitory kinazy
tyrozynowej EGFR pierwszej generacji sa zwiazka-
mi o matej masie czgsteczkowej, ktére odwracalnie,
lecz selektywnie wiaza sie z wewnatrzkomoérkowa
domena EGFR o aktywnosci kinazy tyrozynowej,
zapobiegajac fosforylacji tyrozyny i aktywacji szla-
ku przekazu sygnatu. Prowadzi to do zahamowania
przekazywania sygnalu komoérkowego szlakami ki-
nazy serynowo-treoninowej (AKT), aktywowanej
mitogenem kinazy biatkowej (MAPK), czynnikéw

transkrypcyjnych (STAT), zahamowania cyklu ko-
morkowego w fazie G1 oraz nasilenia apoptozy [14].

Nieodwracalne inhibitory EGFR réznia sie chemicz-
nie od odwracalnych, przez co formuja kowalentne
polaczenie z wewnatrzkomoérkowa domena receptora
EGFE. W zwiazku z tym przetamanie dziatania hamu-
jacego receptor mozliwe jest tylko na drodze syntezy
nowych biatek. Afatynib, inhibitor drugiej genera-
¢ji, oprécz zmutowanego EGFR hamuje réwnoczes-
nie inne receptory, o ktérych wiadomo, ze odgrywa-
ja kluczowa role we wzroScie i rozprzestrzenianiu sie
najbardziej rozpowszechnionych nowotworéw, np.
HER2, lub tez wszystkie receptory z rodziny ErbB
(tzw. inhibitor pan-ErbB) [15]. Obserwacje modeli
komérkowych in vitro oraz przedklinicznych mode-
li zwierzecych poddawanych dziataniu afatynibu su-
geruja potencjalng skuteczno$c¢ tego inhibitora w blo-
kowaniu $ciezki sygnatowej pochodzacej od EGFR
z mutacja T790M [16]. Wyniki wczesnych faz badan
klinicznych z zastosowaniem kombinacji afatynibu
i cetuksymabu (monoklonalne przeciwciato blokujace
EGFR) réwniez wskazujg na mozliwo$¢ przelamania
nabytej opornosci na IKT EGFR u chorych leczonych
wcze$niej erlotynibem lub gefitynibem, cho¢ podwdéj-
na blokada EGFR znaczaco nasila dzialania niepoza-
dane i toksyczno$¢ lekéw [17].

Ozymertynib jest nieodwracalnym inhibitorem naj-
nowszej generacji, ktéry wykazuje wysokie powi-
nowactwo do EGFR zawierajacego zaréwno muta-
cje aktywujace, jak i mutacje opornosci T790M [18].
Ozymertynib jest metabolizowany w organizmie do
co najmniej 2 krazacych metabolitéw, z ktérych kaz-
dy nadal wykazuje aktywno$¢é wobec zmutowanego
EGFR [19]. Ozymertynib byt dotychczas badany wy-
tacznie jako lek drugiej linii u pacjentéw z mutacja
T790M, ktérzy byli wezesniej leczeni inhibitorami
kinazy tyrozynowej EGER [18]. Mozna oczekiwad, ze
bedzie on réwniez skuteczny u pacjentéw z pierwot-
na mutacja T790M, ktdrzy nie otrzymywali wcze$-
niej IKT EGER [20].

Mechanizmy pierwotnej i nabytej opornosci na IKT
EGFR

Najwiekszym ograniczeniem stosowania IKT EGFR
jest oporno$¢ na te leki. Moze ona mie¢ charakter
pierwotny, warunkowany gléwnie przez tzw. mu-
tacje opornosci od poczatku obecne w komérkach
guza i réwnolegle do mutacji aktywujacych, albo
charakter nabyty, kiedy mutacje opornosci i inne
zmiany epi-/genetyczne rozwijaja sie w trakcie te-
rapii IKT EGER (tabela 1) [21, 22]. Szacuje sie, ze
u 30 proc. chorych mechanizmy nabytej opornosci
na IKT EGEFR sa wciaz nieznane [23]. Niemal wszy-
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Tabela 1. Mechanizmy pierwotnej i nabytej opornosci na IKT EGFR u chorych na niedrobnokomdrkowego raka ptuca. Podano czestos¢
wystepowania danego zjawiska 0szacowang na podstawie badan klinicznych z udziatem chorych na NDRP oraz leki z grupy IKT EGFR, ktérych

zwigzek z danym typem opornosci jest najlepiej udokumentowany.

Mechanizm Czestos¢ wystepowania Leczenie IKT EGFR Cytacja
Opornos¢ pierwotna Opornos¢ nabyta

Mutacje opornosci w genie EGFR

T790M 3-5% 50% gefitynib, erlotynib, afatynib ~ [24-26]

D761Y, L747S, T854A <1% <5% gefitynib, erlotynib [6, 27]

C797S 20-40% ozymertynib [28]

Zmiany w szlaku sygnatowym MAPK/ERK

Mutacja w 2. eksonie genu KRAS 20-30% [29]

Mutacje genu BRAF 7% 1% [30]

Oboczne $ciezki sygnatowe

Amplifikacja MET 4% 20% gefitynib, erlotynib [27,31]

Nadekspresja HGF 30% 60% gefitynib, erlotynib, afatynib ~ [32, 33]

Amplifikacja HER2 2% 12% [34]

Mutacje w genie PIK3CA 2-3% 5% gefitynib, erlotynib [35, 36]

Utrata PTEN bardzo rzadko bardzo rzadko gefitynib, erlotynib, [37]

(brak ekspresiji biatka)

ozymertynib

Nadekspresja IGF-R1 42%* in vitro gefitynib, erlotynib, afatynib ~ [38]
Fuzja genéw EML4-ALK 2-7% [39]
Zmiany fenotypowe

g;ﬁgiﬁ’&";gﬁ;wezz do raka <1% 3-14% gefitynib, erlotynib [25, 35]
Przemiana nabtonka w mezenchyme (EMT) <1 20-44% gefitynib, erlotynib [40, 41]
Inne, dotad niepoznane mechanizmy opornosci 30% [39]

*W grupie chorych na NDRP z potwierdzong mutacja genu EGFR.

scy chorzy na NDRP, ktérzy poczatkowo wykazuja
korzystna odpowiedz na IKT EGFR, z czasem naby-
waja opornosc na te leki, zwykle miedzy 9. a 12. mie-
siacem leczenia. Zrozumienie mechanizméw opor-
nosci nabywanej przez chorych w trakcie pierwszej
linii leczenia IKT EGEFR (erlotynib, gefitynib, afaty-
nib) ma szczegdlne znaczenie dla wyboru pdzniejszej
strategii terapeutycznej.

Guz pierwotny pluca jest tworem genetycznie hete-
rogennym. Oznacza to, ze mozliwe jest wspdlistnie-
nie klonéw komoérek nowotworowych z mutacja ak-
tywujaca EGFR i z natywna forma genu (wild-type),
a nawet komoérek wrazliwych i opornych na lecze-
nie IKT EGFR. Prowadzenie terapii ukierunkowanej
molekularnie powoduje eliminacje klonu wrazliwe-
go i selekcje komdrek bez mutacji aktywujacych lub
mutacji warunkujacych opornos¢, co klinicznie daje
obraz cze$ciowej remisji/wznowy lub ograniczonej

odpowiedzi na leczenie — w zaleznosci od udzialu
odsetkowego poszczegdlnych populacji komérko-
wych w guzie.

Obecnie okreslenie momentu nabycia opornosci na
IKT EGEFR w trakcie leczenia jest w praktyce klinicz-
nej bardzo trudne z uwagi na to, Ze ponowna ope-
racja i/lub biopsja w celu pobrania materialu tkan-
kowego do analizy molekularnej jest niemozliwa do
przeprowadzenia u wiekszosci pacjentéw. W tym
przypadku analiza krwi obwodowej chorego zawie-
rajacej pozakomdérkowy material genetyczny pocho-
dzacy z komoérek guza mogtaby umozliwi¢ sledzenie
rozwoju choroby w czasie i monitorowanie prze-
biegu leczenia [42]. Uwaza sie, ze miRNA, ogrywa-
jace kluczowa role w mechanizmach nowotworze-
nia, moglyby stanowi¢ nowa klase epigenetycznych
biomarkeréw, pomocnych w ocenie statusu choroby
i skuteczno$ci leczenia.
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miRNA

miRNA (microRNA) to klasa niekodujacych, endo-
gennych i jednoniciowych RNA o stosunkowo ma-
tych czasteczkach o diugosci 19-22 nukleotydéw.
miRNA funkcjonuja jako regulatory ekspresji genow
zaréwno w komorkach roélin, jak i zwierzat [43, 44].
W przypadku ssakéw, w tym czlowieka, zaktada sie,
ze miRNA moga regulowaé ponad 50 proc. wszyst-
kich genéw kodujacych biatka [45]. Od czasu ich
odkrycia liczba nowo zidentyfikowanych ludzkich
miRNA stale wzrasta i obecnie sigga ponad 2,5 tys.
znanych sekwencji [46]. Odpowiada to 1-4 proc.
wszystkich gendéw ulegajacych ekspresji u cztowieka,
przez co miRNA sg uwazane za jedna z najliczniej-
szych klas genowych regulatoréw [47-49].

Czasteczki miRNA sa zdolne do regulacji gendéw na
poziomie posttranskrypcyjnym poprzez specyficz-
ne rozpoznawanie i oddzialywanie na matrycowe
RNA (mRNA) [50]. Proces wyciszania genéw moze
przebiega¢ na dwa sposoby, w zalezno$ci od stopnia
komplementarno$ci pomiedzy czasteczkami miRNA
i mRNA. Aby miRNA moglo si¢ przytaczy¢ do od-
powiedniej sekwencji mRNA, wystarczy jedynie 2-7
komplementarnych nukleotydéw. Dzieki temu po-
jedyncza czgsteczka miRNA wplywa na tysiace réz-
nych transkryptéw mRNA, a jedno mRNA podlega
regulacji przez wiele rodzajéw miRNA. U czlowie-
ka i zwierzat miRNA spetniaja swoja funkcje regula-
torowy, przylaczajac sie najczesciej na zasadzie nie-
pelnej komplementarnosci do korica 3’ nici mRNA
w regionie nieulegajacym translacji (3’-UTR), ktory
odpowiada za poliadenylacje, translacje i stabilnos¢
mRNA [51-53]. W tym przypadku ekspresja bial-
ka jest hamowana przez zatrzymanie translacji lub
przez deadenylacje czasteczki mRNA [54].

Pozakomoérkowe miRNA

Badania naukowe wielu grup potwierdzity wystepo-
wanie miRNA w réznych plynach ustrojowych czlo-
wieka, m.in. surowicy [55-57] i osoczu krwi [55, 56],
$linie [58], moczu [59], mleku [60], ptynie mézgowo-
-rdzeniowym [61] oraz ptynie nasiennym [62].

Dotychczas poznane mechanizmy uwalniania miRNA
poza komorke obejmuja udziat proceséw $mierci ko-
morkowej (nekrozy i apoptozy) oraz aktywnej sekre-
cji [54]. W tym ostatnim mechanizmie miRNA jest
wydzielane wewnatrz egzosoméw i innych pecherzy-
kowatych struktur lub w postaci komplekséw z biat-
kami wiazacymi RNA z rodziny argonautéw lub li-
poprotein o wysokiej gestosci (HDL). Badania nad
miRNA obecnym we krwi potwierdzily jego wysoka
stabilno$¢ zaréwno w osoczu, jak i w surowicy [63].

Analizy biochemiczne wykazaly, ze pozakomérko-
we miRNA obecne we krwi jest odporne na dziala-
nie RNaz, a takze wyjatkowo trwate w srodowisku
o skrajnych wartosciach pH i temperatury [55, 56].

miRNA jako regulatory kluczowych szlakéw
sygnatowych w kancerogenezie

Oddzialywanie niekodujacych RNA na mRNA ge-
néw bioracych udziat w réznych procesach biologicz-
nych obejmuje szeroki zakres aktywnosci, poczawszy
od kontroli ré6znicowania i wzrostu komérek, po-
przez naprawe DNA, na kierowaniu komérki na dro-
ge apoptozy skoniczywszy. Sugeruje to Scisty zwiazek
miRNA z przebiegiem kancerogenezy, w ktérej po-
wyzsze procesy sa zaburzone. Faktem jest wystepo-
wanie duzej liczby genéw miRNA w punktach ztaman
chromosoméw, sekwencjach deletowanych lub ampli-
fikowanych, co podczas transformacji nowotworowej
powoduje implikacje funkcjonalne. Nastepstwem tych
aberracji jest nadmiar lub brak obecno$ci konkretnych
miRNA w transformowanej komorce, a co za tym
idzie, upos$ledzony jest mechanizm kontroli prawidto-
wej ekspresji wielu genéw. Gdy miRNA w prawidiowej
komérce oddzialuje hamujaco na pewien onkogen,
to w przypadku delecji genu miRNA dany onkogen
ulegnie nadekspresji. Przeciwnie, amplifikacja genu
miRNA regulujacego supresor nowotworu spowoduje
blokade jego ekspresji i promocje kancerogenezy.

Ponadto aktywacja/inaktywacja miRNA podlega re-
gulacji przez czynniki transkrypcyjne lub mechanizmy
epigenetyczne (metylacja promotora genu miRNA,
acetylacja histondw). Opisano réwniez mutacje w se-
kwencjach miRNA oraz sekwencjach 3’ regionéw
UTR genéw docelowych rozpoznawanych przez
miRNA. W obydwu przypadkach specyficzno$é roz-
poznania miRNA-mRNA zostaje zmieniona: miRNA
»nabywa” zdolno$¢ rozpoznawania nowego mRNA
badz dany gen docelowy wymyka sie spod negatyw-
nej kontroli miRNA [64]. Zatem niektére miRNA
moga dziata¢ onkosupresorowo, a inne onkogennie,
stymulujac rozwéj nowotwordéw [65].

Zaburzona ekspresja konkretnych sekwencji lub ro-
dzin miRNA ma swoje powazne konsekwencje w po-
staci nieprawidtowej regulacji aktywnosci kluczowych
komponentéw najwazniejszych szlakéw sygnatowych
w komoérkach nowotworu (ryc. 2). Podwdéjna, onko-
genna lub supresorowa aktywno$¢ miRNA w kancero-
genezie wydaje sie mie¢ znaczacy wplyw na skutecz-
no$¢ terapii ukierunkowanych molekularnie, w tym
IKT EGFR w raku ptuca. Nieprawidlowa regulacja
ekspresji genéw przez miRNA prowadzi do urucho-
mienia alternatywnych (obocznych) $ciezek sygna-
fowych lub aktywacji kolejnych mediatoréw sygna-
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Rycina 1. Najwazniejsze z klinicznego punktu widzenia mutacje genu EGFR zlokalizowane w eksonach 18-21. Najwyzszg czestosé (proc.)
wystepowania w$rod chorych na NDRP prezentujg delecje w obrebie eksonu 19. i mutacje punktowe w eksonie 21. genu [6].

tu, omijajac szlak zablokowany przez inhibitor IKT
EGER. Sprzezenie zwrotne pomiedzy poziomem miR-
NA a aktywnoscia pewnych genéw docelowych (roz-
poznawanych przez dane miRNA), w tym onkoge-
ndéw i supresoréw nowotworu, powoduje dynamiczne
zmiany ekspresji miRNA, ktérych pomiar umozliwil-
by ocene aktualnego statusu aktywnosci genetycznej
komorek. Identyfikacja profilu miRNA zaangazowa-
nych w mechanizmy odpowiedzi komérkowej na IKT
EGFR moze stworzy¢ nowy kierunek badan nad opra-
cowaniem skuteczniejszej terapii personalizowanej
dla chorych na NDRP, jak réwniez w znaczacy spo-
s6b zwiekszy¢ efektywno$¢ monitorowania przebiegu
choroby oraz samego leczenia.

UDZIAL miRNA W MECHANIZMACH
WRAZLIWOSCI | OPORNOSCI NA IKT EGFR
W RAKU PLUCA

Profile ekspresji miRNA u chorych na NDRP
z r6znym statusem mutacji genu EGFR

Liczne badania potwierdzaja potencjalna uzytecz-
no$¢ poszczegdlnych sekwencji miRNA jako biomar-

keréw nowotworowych ze wzgledu na ich duza sta-
bilno$¢ zaréwno w utrwalonych preparatach tkanki
nowotworowej (zwlaszcza w postaci bloczkéw pa-
rafinowych), jak i plynach ustrojowych. Zaleta po-
tencjalnego wykorzystania miRNA w diagnostyce
onkologicznej jest mozliwo$¢ ich analizy ilo$cio-
wej i jako$ciowej z uzyciem real-time PCR jako po-
wszechnie dostepnej techniki laboratoryjnej oraz
zwalidowanych, dostepnych komercyjnie zestawow
odczynnikowych. Wobec $cistego powiazania mie-
dzy szlakiem sygnalowym EGFR i ekspresja pewnych
miRNA wysunieto hipoteze, Ze czasteczki te mogly-
by uzupetni¢ aktualne biomarkery predykcyjne dla
terapii z uzyciem IKT EGFR.

Zhangiwsp. [66] obserwowali nizszy poziom ekspre-
sji miR-195 i miR-122 u chorych na NDRP z potwier-
dzona obecnoscia mutacji aktywujacych w genie
EGER w stosunku do chorych bez mutacji. Badania
przeprowadzono na prébkach osocza pobranych od
105 niepalacych kobiet chorujacych na NDRP typu
gruczotowego. Poziom ekspresji obu tych sekwencji
miRNA byl istotnie zwigzany z obecno$cia mutacji
w genie EGFR u chorych z gruczolakorakiem ptu-
ca, zwlaszcza u pacjentek z zaawansowana postacia
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NDRP. Obnizony poziom ekspresji miR-122 i miR-
-195 w osoczu korelowat takze z dluzszym czasem
catkowitego przezycia u pacjentek w zaawansowa-
nym stadium choroby (HR=0,23; 95% CI 0,07-0,84;
oraz HR=0,22; 95% CI 0,06-0,77).

W badaniach in vitro przeprowadzonych na liniach
komoérkowych NDRP wytypowano kilka sekwencji
miRNA, ktérych poziom ekspresji istotnie korelowat
z obecno$cig mutacji w genie EGFR (miR-141-3p,
miR-200c-3p, miR-203, miR-3182, miR-934 i miRk-
3196) [67]. W dalszej czesci doswiadczen przeprowa-
dzono analize 3 wybranych sekwencji miRNA (miR-
-200c, miR-203 i miR-3196) w prébkach surowicy
pobranych od kobiet niepalacych z NDRP, u ktérych
wykryto mutacje aktywujaca w genie EGFR w po-
réwnaniu z chorymi bez mutacji. Obnizony poziom
ekspresji miR-3196 w surowicy korelowat dodatnio
z obecnoscia delecji w eksonie 19. genu EGFR.

Ekspresja panelu 5 pozakomérkowych sekwencji
miRNA (miR-21, miR-122, miR-195, miR-125b, miR-
25) réwniez korelowata ze statusem mutacji w genie
EGEFR u chorych na NDRP [68]. Potwierdzono to
w badaniach in vitro na kilku liniach komérkowych
niedrobnokomérkowego raka ptuca o réznym stop-
niu wrazliwo$ci na gefitynib, dokonujac selekcji pa-
nelu miRNA metoda mikromacierzowa. Nastepnie
ekspresje wyselekcjonowanych miRNA sprawdzono
w 150 prébkach tkanki nowotworowej i osocza od
chorych na NDRP. Panel 5 miRNA korelowal z obec-
no$cia mutacji EGFR z czulo$cia i swoistoscia okoto
87 proc.

Wang i wsp. [69] obserwowali istotnie wyzsza eks-
presje 3 miRNA (miR-21, miR-27a i miR-218; od-
powiednio: p=0,011; p=0,011 i p=0,026) w grupie
chorych na zaawansowana posta¢ NDRP, ktérzy
przestali odpowiada¢ na leczenie IKT EGFR, w po-
rownaniu z grupa chorych prezentujacych odpo-
wiedZ na leczenie.

Gasparini i wsp. [70] badali profile ekspresji miRNA
w preparatach tkanki nowotworowej od 67 chorych
na NDRDP, ktére réznily sie statusem mutacji kilku
onkogenéw: genu kinazy chloniaka anaplastycznego
(ALK), EGFR i KRAS, w odniesieniu do 18 kontrol-
nych materiatéw prawidlowej tkanki pluca. Analiza
statystyczna danych metoda taksonomiczna (hierar-
chical clustering) pozwolita wyodrebni¢ unikalne sy-
gnatury ekspresji miRNA dla materialéw rézniacych
sie statusem rearanzacji genu ALK (rearanzacja genu
versus typ natywny) oraz statusem mutacji genow
EGFR i KRAS (mutacja genu versus typ natywny)
wsrod materialéw z natywnym wariantem ALK. Wy-
soki poziom ekspresji miR-504 korelowal dodatnio

z obecno$cig mutacji w genie EGFR (p=0,04). Suge-
ruje to mozliwo$¢ wykorzystania czasteczek miRNA
jako nowych biomarkeréw, ktére moglyby uzupelnié¢
metody molekularne stosowane obecnie w diagno-
styce onkologiczne;j.

Nalezy podkresli¢, ze zadna z omawianych wyzej
prac nie ma jeszcze charakteru aplikacyjnego, a jej
wyniki nie moga by¢ wdrozone w praktyce klinicz-
nej. Wskazana jest walidacja wytypowanych sygnatur
miRNA w warunkach ex vivo, na podstawie zaréw-
no nowotworowego materiatu tkankowego, jak i krwi
obwodowej (plynnej biopsji) od duzej liczby chorych
na NDRP ze zréznicowanym statusem mutacji genu
EGEFR, w celu jednoznacznej weryfikacji powyzszych
danych.

miRNA regulujace szlak sygnatowy MAPK/ERK

Weiss i wsp. wysuneli hipoteze, Ze obnizona ekspre-
sja lub utrata miRNA regulujacych aktywnos¢ genu
EGFR moze powodowaé wieksza produkcje biat-
ka EGFR stanowiacego cel molekularny inhibitoréw
kinazy tyrozynowej [71]. Autorzy typowali miRNA
o wysokiej homologii sekwencji do fragmentu 3’-
-UTR genu EGEFR, ktérych loci znajdowaly sie w re-
gionach chromosoméw szczegdlnie podatnych na
delecje w komdrkach raka ptuca. Po przeanalizowa-
niu danych wyselekcjonowano miRNA-128b, ktére-
go gen kodujacy zlokalizowany jest na chromosomie
3p. Delecje chromosomu 3p wykrywa sie w 96 proc.
przypadkoéw raka ptuca oraz 78 proc. prébek stanu
przednowotworowego w nabtonku ptuc. Utrata hete-
rozygotycznosci (delecja jednego z alleli lub rearan-
zacja w regionie 3p22 chromosomu) miRNA-128b
korelowata z lepsza odpowiedzia na gefitynib przez
chorych leczonych IKT EGER.

Edmonds i wsp. [72] obserwowali istotnie zwiek-
szong ekspresje miR-31 w preparatach tkanki no-
wotworowej od chorych na NDRP typu gruczo-
fowego w I stadium w odniesieniu do prawidlowej
tkanki ptuc (5,7-krotny wzrost ekspresji). Co wie-
cej, poziom ekspresji miR-31 istotnie wzrastal wraz
z kolejnymi stopniami klinicznego zaawansowania
nowotworu (13,5-krotny wzrost w stadiach II i II,
35-krotny wzrost w stadium IV; p=0,0001). Indu-
kowana nadekspresja miR-31 w tkance pluc trans-
genicznych myszy skutkowata rozwojem ognisk hi-
perplazji nabtonka ptuc, prowadzac do rozwoju raka
typu gruczotowego. Znaczaco wyzszy odsetek myszy
z indukowang transformacja nowotworowa ptuc ob-
serwowano u zwierzat z jednoczesna nadekspresja
miR-31 i zmutowanego genu KRAS (60 proc.) w sto-
sunku do myszy z nadekspresja KRAS (40 proc.),
co sugeruje synergizm dziatania obu czynnikéw
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w onkogenezie raka gruczotowego pluca. Nastepnie
za pomocg analizy bioinformatycznej wytypowano
geny, ktoérych regiony 3'-UTR w mRNA wykazywaly
wysokie powinowactwo do sekwencji miR-31. Czte-
ry sposrod wytypowanych genéw: RASAI, SPREDI,
SPRED2, SPRY4, to negatywne regulatory szla-
ku MAPK/ERK. Ekspresja tych genéw na poziomie
mRNA byla istotnie obnizona w preparatach tkan-
ki raka gruczotowego stosunku do wartosci dla pra-
widlowej tkanki pluc oraz ujemnie korelowala z po-
ziomem ekspresji miR-31. Potwierdza to onkogenna
role miR-31 w rozwoju raka ptuca typu gruczotowe-
go poprzez regulacje szlaku MAPK/ERK zaleznego
od EGFR.

W innych badaniach wywotanie nadekspresji 3 su-
presorowych miRNA (miRNA-126, miRNA-145,
let-7) w liniach komérkowych raka pluca (H460,
A549) z natywna forma genu EGFR oraz zmutowa-
nym genem KRAS pozwolilo przetama¢ pierwotna
opornosc¢ tych komoérek na gefitynib [73]. W szcze-
gblnosci nadekspresja miRNA-126 zwiekszyla az
6-krotnie wrazliwo$¢ komérek linii H460 na cyto-
toksyczne dzialanie gefitynibu.

Webster i wsp. w badaniach in vitro linii raka ptuca
A549 zaobserwowali, ze miR-7 jest zdolne do zablo-
kowania ekspresji genéw Rafl i EGFR poprzez de-
gradacje ich mRNA [74]. Transfekcja komodrek no-
wotworowych prekursorowym miR-7 (pre-miR-7)
powodowala znaczace zmniejszenie ich zywotnosci,
a w efekcie réwniez ich liczebnosci. Dodatkowo spa-
dek zywotnosci komérek linii A549 nastepowat po-
przez hamowanie ekspresji genu EGFR i indukcje in-
nych szlakéw ekspresji genéw wywotujacych $mier¢
komérki.

Udziat miRNA w aktywacji obocznych
szlakéw sygnatowych promujacych opornosé
na IKT EGFR

Aktywacja obocznych (alternatywnych) szlakéw sy-
gnalowych, w szczegdlnosci szlakéw HGF/Met oraz
PI3K/AKT, nalezy do najczestszych mechanizméw
nabytej opornosci na IKT EGER zaraz po mutacjach
opornosci w genie EGFR. Identyfikacja miRNA regu-
lujacych aktywnos¢ gendéw zaangazowanych w szlaki
sygnatowe promujace oporno$¢ komoérek nowotwo-
rowych na IKT EGFR moze stworzy¢ nowe kierunki
badan nad rozwojem efektywniejszych terapii celo-
wanych dla chorych na NDRP.

Szlak PI3K/AKT to jedna z gtéwnych drég prze-
kazu sygnatu od aktywowanego EGFR do wnetrza
komérki, promujacego jej proliferacje i przezycie
[6, 75]. Badania wykazaly, ze szlak PI3K/AKT moze

zosta¢ aktywowany rowniez przez sygnal pochodza-
cy od IGF-1R (receptor insulinopodobnego czynni-
ka wzrostu typu 1), w przypadku gdy EGFR zostat
zablokowany [76]. Ponadto zwiekszona aktywnos¢
kinazy w nowotworach moze wynika¢ z amplifika-
cji genu PI3K lub obecnosci aktywujacych mutacji
w tym genie oraz utraty aktywnosci fosfatazy PTEN
(phosphatase and tensin homolog deleted on chro-
mosome).

Wykazano, ze w raku pluca niska ekspresja genu
PTEN, warunkujaca oporno$é¢ na IKT EGEFR,
jest wynikiem negatywnej regulacji przez miR-
21. Li i wsp. [77] badali role miRNA w pierwotnej
opornosci na IKT EGFR u chorych na zaawansowa-
ne postaci NDRP, u ktérych stwierdzono mutacje
w genie EGFR. W grupie 25 chorych na NDRP, kté-
rzy byli poddani leczeniu IKT EGFR, autorzy obser-
wowali istotny wzrost ekspresji miR-21 po nabyciu
opornosci na leczenie w poréwnaniu z wartoscia-
mi poczatkowymi, przed leczeniem (p<0,01). Do-
$wiadczenia in vivo prowadzone na modelu my-
sim wykazaly udzial miR-21 w zjawisku nabywania
opornosci na IKT EGFR poprzez modulacje eks-
presji gendw PTEN i PDCD4 oraz aktywacje $ciez-
ki sygnatowej PI3K/AKT. W innych badaniach
nadekspresja miR-21, indukowana w warunkach
in vitro, znaczaco zwiekszata opornos¢ linii komor-
kowej PC-9 na gefitynib poprzez obnizenie ekspre-
sji PTEN, ale takze stymulowata aktywacje szlaku
sygnatowego zaleznego od AKT i ERK [78]. Nato-
miast knock-down genu miR-21 w linii niewraz-
liwej na IKT EGFR wywolywal proces odwrotny.
U chorych na NDRP leczonych inhibitorami kina-
zy tyrozynowej EGFR wysoka ekspresja miR-21 ko-
relowala z krétszym czasem przezycia wolnym od
progresji choroby. Ponadto wysoka ekspresja miR-21
i niska ekspresja genu PTEN byly istotnie zwiazane
ze stabsza odpowiedzia na leczenie IKT EGFR oraz
krétszym calkowitym czasem przezycia.

Sciezka sygnalowa zalezna od kinazy tyrozynowe;j
c-Met, pelniacej funkcje receptora czynnika wzrostu
hepatocytéow (HGFR), zostata zidentyfikowana jako
potencjalny cel dla terapii ukierunkowanych mole-
kularnie w wielu typach nowotworéw, w tym NDRP
[79]. W niedrobnokomoérkowym raku ptuca czestym
zaburzeniem molekularnym jest nadekspresja genu
HGEF i/lub genu MET, kodujacego receptor dla czyn-
nika wzrostu hepatocytdw, ktére powiazano z nabyta
opornoscia na IKT EGFR u 5-20 proc. chorych z mu-
tacjami w genie EGFR poprzez zalezna od ERBB-3
aktywacje szlaku sygnalowego PI3K/AKT. Obecnie
we wczesnych fazach badan klinicznych znajduje sie
kilka inhibitoréw kinazy tyrozynowej oddzialujacych
na c-Met [80].
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Dowiedziono, ze ekspresja genu MET podlega ne-
gatywnej regulacji ze strony trzech miRNA: miR-
-34a, miR-34b i miR-34c, stanowiacych tzw. rodzine
miR-34 [81]. Transfekcja komérek nowotworowych
syntetycznymi prekursorami miR-34b/c prowadzi-
ta do istotnego zmniejszenia biatka c-Met w komor-
kach NDRP, nawet w tych, ktére uprzednio wyka-
zywaly nadekspresje i amplifikacje genu MET [82].
W odpowiedzi na stymulacje HGF transfekowane
komérki wykazywaly ograniczona zdolno$¢ migracji
i zrywania polaczen miedzykomérkowych w stosun-
ku do kontroli. Z kolei zablokowanie ekspresji endo-
gennych miR-34b i miR-34c z uzyciem syntetycznych
»antagomiRow” (antagonistow miRNA) skutkowato
zwiekszeniem poziomu ekspresji MET.

Czasteczki miRNA nalezace do klastra miR-221/222
pelnia funkcje onkogennych regulatoréw genu MET
[81]. Garofalo i wsp. [83] analizowali miRNA zwigza-
ne z mechanizmami opornosci na IKT EGFR i wyty-
powali 8 czasteczek (221/222, 30b/c, 21, 29a/c, 100),
ktére podlegaja zwrotnej regulacji ze strony zaréw-
no EGFR, jak i MET. Autorzy wykazali, ze gefitynib
wywoluje apopotoze wrazliwej komérki NDRP po-
przez hamowanie aktywnog$ci miR-30b/c oraz miR-
221/222. Indukowana nadekspresja MET powodo-
wala oporno$¢ komérek NDRP na gefitynib poprzez
aktywacje miR-30b/c i miR-221/222, przez co dalsze
blokowanie EGFR za pomoca leku przestawalo by¢
skuteczne. Intryguje to, ze jednoczesne stosowanie
gefitynibu wraz z inhibitorami c-Met lub syntetycz-
nymi antagonistami 221/222 i anti-30c pozwalalo
przelamac nabyta opornos¢ na IKT EGFR w mysich
modelach ksenograftéw NDRP.

Rola miRNA w procesie przejscia epitelialno-
-mezenchymalnego komérek NDRP

Czasteczki miRNA odgrywaja istotna role we wspo-
mnianym juz procesie przejscia epitelialno-mezen-
chymalnego, bedacym jednym z mechanizméw na-
bytej oporno$ci na IKT EGFR [84]. W procesie EMT
komérki nabtonkowe przerywaja polaczenia mie-
dzykomoérkowe i traca wlasciwosci adhezyjne, na-
bywajac wiekszej ruchliwosci i zdolno$ci do migra-
cji. EMT komorek nowotworowych sprzyja progresji
choroby i tworzeniu odleglych przerzutéw w organi-
zmie.

Transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (TGF-1)
jest cytoking o szerokim spektrum dzialania, ktéra
odpowiada m.in. za indukcje EMT poprzez aktywa-
cje wielu czynnikéw transkrypcyjnych zwiazanych
z tym procesem, takich jak: Snail, Twist, ZEB1 (Zinc
Finger E-box Binding Homeobox 1) [85]. Zdolnos¢
TGF-B1 do indukcji EMT potwierdzono zaréwno

w warunkach in vitro, jak i in vivo [86]. W badaniach
nad epigenetyczng regulacja procesu EMT w nie-
drobnokomoérkowym raku pluca wykazano udziat
miR-134 i miR-487b, ktére poprzez hamowanie eks-
presji genu MAGI2 promowaly fosforylacje biatka
PTEN i utrate jego aktywnosci [87]. Utrata aktyw-
nosci PTEN skutkowata nabyciem przez komoérki
NDRP opornosci na gefitynib w warunkach in vitro.

W innej pracy dowiedziono, ze miR-23a reguluje za-
lezny od TGF-B1 proces EMT w komérkach NDRP
poprzez hamowanie ekspresji E-kadheryny [88]. No-
kaut genu miR-23a skutkowat czesciowym przywré-
ceniem ekspresji E-kadheryny w warunkach sty-
mulacji komérek TGF-B1. Natomiast indukowana
nadekspresja miR-23a hamowata aktywno$¢ E-kad-
heryny, promujac proces EMT, co z kolei istotnie
wzmagalo opornos¢ komoérek na gefitynib.

Kolejnym miRNA zaangazowanym w mecha-
nizm opornosci na IKT EGFR jest miR-147 [89].
Poziom jego ekspres;ji jest znaczaco obnizony za-
réwno w préobkach surowicy, jak i tkanek guza po-
branych od chorych na NDRP [90]. W warunkach
in vitro miR-147 wykazalo zdolno$¢ do kontroli pro-
cesu przejscia mezenchymalno-epitelialnego komé-
rek linii A549 i przywrécenia ich wrazliwos$ci na IKT
EGFR w komérkach nowotworowych pierwotnie
opornych na ten typ terapii [89]. Indukcja nadekspre-
sji miR-147 w transfekowanych komérkach NDRP
skutkowata zmniejszeniem opornosci na gefitynib.
W innych badaniach indukowana nadekspresja miR-
-130a powodowala hamowanie proliferacji komdrek
NDRP i ich zwigkszong apoptoze po zastosowaniu
gefitynibu, natomiast obnizenie ekspresji miR-130a
wywolywalo proces odwrotny [91].

Rodzina miR-200 oraz miR-205 odpowiada za regu-
lacje ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych ZEB1
i ZEB2 zaangazowanych w procesie EMT. Badania
wskazuja, ze rodzina miR-200 kontroluje ekspresje
ZEB1/2, lecz transkrypcja tych miRNA jest zwrot-
nie regulowana przez czynniki ZEB1/2. Ten wzajem-
ny wplyw zapewnia $cistg kontrole procesu przejscia
epitelialno-mezenchymalnego, a zaburzenie réwno-
wagi miedzy oddzialujacymi ZEB1/2 a czasteczkami
z rodziny miR-200 powoduje nabycie zdolnosci do
inwazji i przerzutowania przez komérke nowotwo-
rowq [89].

Intrygujacych wynikéw dostarczyta kliniczna praca Li
iwsp. [92], ktérzy obserwowali wyzszg skuteczno$c le-
czenia IKT EGFR wérdd chorych na NDRP bez muta-
¢ji somatycznych EGFR i wysoka ekspresja miR-200c
w tkance nowotworowej (n=26) w poréwnaniu z gru-
pa chorych z niskim poziomem ekspresji tego miRNA
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(n=40). Chorzy z wysoka ekspresja miR-200c prezen-
towali istotnie dluzszy czas zycia wolny od progresji
(5 miesiecy [95% CI 1,41-8,59] vs. 1,2 miesiaca [95%
CI0,89-1,51]; p=0,001) i calkowity czas przezycia (9,6
miesiaca [95% CI 4,27-14,93] vs. 5 miesiecy [95% CI
3,90-6,10]; p=0,037) oraz liczbowo wyzszy odsetek
odpowiedzi na leczenie (11,5% vs. 2,5%; p=0,292) niz
chorzy z niska ekspresja. Podobnej zalezno$ci nie ob-
serwowano jednak w grupie chorych na NDRP z mu-
tacja EGFR (n=73). Powyzsze dane sugeruja potencjal-
ng przydatno$¢ miR-200c jako kolejnego obok mutacji
EGEFR biomarkera predykcyjnego w leczeniu ukierun-
kowanym molekularnie chorych na zaawansowane
postaci NDRP. Obecnie jedynie chorzy prezentujacy
obecno$¢ mutacji aktywujacej EGFR w nowotworo-
wym DNA mogga korzystac z leczenia IKT EGER. Wy-
niki tej pracy wymagaja potwierdzenia w prospektyw-
nym badaniu klinicznym.

PODSUMOWANIE

W ciagu kilkunastu lat, ktére uptynely od odkrycia
miRNA, wiele badan poswiecono mozliwosci wyko-
rzystania tych malych, regulatorowych czasteczek
jako biomarkeréw przydatnych w diagnozowaniu
ileczeniu NDRP. Z uwagi na zaangazowanie miRNA
w procesy kancerogenezy na wszystkich jej etapach
czasteczki te moglyby stuzy¢ nie tylko jako specyficz-
ne indykatory choroby nowotworowej ptuc (biomar-
kery diagnostyczne), ale réwniez jako dynamiczne
wskazniki statusu tkanki guza przed leczeniem (bio-

PISMIENNICTWO

markery prognostyczne) i w jego trakcie (biomarkery
predykcyjne). Szczegdlna przydatnosc¢ kliniczna zda-
ja sie prezentowac pozakomdérkowe miRNA, wydzie-
lane w stabilnej formie przez komérki nowotworu
do krwi i innych ptynéw ustrojowych juz we wczes-
nych stadiach rozwoju raka ptuca. Ich podstawowa
zaleta jest fatwo$¢ sledzenia zmian ilo§ciowych i ja-
kos$ciowych na kazdym etapie choroby bez narazania
pacjentéw na inwazyjne pobieranie materiatu do ba-
dan. Obecnie ogromne nadzieje wiaze si¢ z wykorzy-
staniem pozakomorkowych czgsteczek miRNA jako
biomarkeréw w prognozowaniu skutecznosci lecze-
nia ukierunkowanego molekularnie, zwlaszcza opar-
tego na IKT EGFR.

Ogromny postep technologiczny, jaki sie dokonat
w czasie ostatniej dekady w metodologii wykrywa-
nia i identyfikacji miRNA, zwlaszcza technikami
wysokoprzepustowymi, takimi jak sekwencjono-
wanie nowej generacji, rozpoczal nowa ere badan
translacyjnych, umozliwiajac obiektywna analize
juz nie pojedynczych, lecz wielu miRNA jednocze-
$nie w kontekscie tworzenia epigenetycznych profili
raka ptuca. Nie mniejsze znaczenie ma tutaj rozwoéj
narzedzi bioinformatycznych potrzebnych do anali-
zy ogromnej liczby surowych danych, klasyfikacji ro-
dzin miRNA oraz przewidywania ich potencjalnych
gen6ow docelowych. Wydaje sie rzecza oczywista to,
ze wszelkie eksperymenty majace na celu zrozumie-
nie patomechanizméw choroby nowotworowej przy-
blizaja nas do przetozenia wynikéw badan laborato-
ryjnych na praktyke kliniczng.
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