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Streszczenie
Niedrobnokomórkowy rak płuca (NDRP) jest główną przyczyną zgonów z powodu chorób nowo-
tworowych na świecie. Obecnie prowadzone są intensywne poszukiwania i próby wdrożenia no-
wych metod leczenia tej choroby. Trwają również badania nad skuteczniejszym wykorzystaniem 
nowoczesnych metod diagnostyki molekularnej, które umożliwią identyfikację określonych cech 
genetycznych i epigenetycznych nowotworu (biomarkerów predykcyjnych) i pozwolą dobrać 
najbardziej efektywne metody leczenia dla konkretnego chorego (terapia spersonalizowana). 
Najpowszechniej stosowaną formą terapii spersonalizowanej NDRP jest leczenie ukierunkowane 
molekularnie z zastosowaniem inhibitorów kinazy tyrozynowej receptora naskórkowego czynni-
ka wzrostu (IKT EGFR). Korzystna odpowiedź na leczenie IKT EGFR jest uzależniona od obecności 
somatycznych mutacji w genie EGFR. Największym ograniczeniem stosowania IKT EGFR w terapii 
spersonalizowanej NDRP jest oporność na te leki, nabywana przez chorych w trakcie leczenia.
Obecnie poszukuje się wieloczynnikowych markerów molekularnych, m.in. z użyciem wysoko 
przepustowych technik analizy genetycznej (mikromacierze, sekwencjonowanie nowej generacji), 
w celu poprawy skuteczności terapii ukierunkowanych molekularnie. Poznanie epigenetycznych 
mechanizmów regulujących zjawiska wrażliwości i oporności komórek NDRP na IKT EGFR, 
w postaci małych, niekodujących cząsteczek miRNA (mikroRNA) może się okazać przełomem 
w terapii spersonalizowanej tego typu nowotworu. W procesie kancerogenezy pewne miRNA 
mogą pełnić funkcję onkogenną, a inne onkosupresorową. Z klinicznego punktu widzenia, po-
dwójna rola miRNA w rozwoju nowotworu może mieć decydujący wpływ na skuteczność terapii 
ukierunkowanych molekularnie. Ponadto, stabilne postaci nowotworowego miRNA wykrywa się 
nie tylko bezpośrednio w tkance guza, ale również w płynach ustrojowych chorego, zwłaszcza 
we krwi obwodowej, co stwarza dodatkowe możliwości rozwoju niemalże bezinwazyjnego dia-
gnozowania i monitorowania efektywności leczenia w czasie. 
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tory kinazy tyrozynowej EGFRSłowa kluczowe: 

Received: 2016.06.28
Accepted: 2017.07.11
Published: 2017.12.28

*  Pracę wykonano w ramach projektu badawczego nr 4/XIII/14 finansowanego przez Naukową Fundację Polpharmy 
powołaną przez Zakłady Farmaceutyczne Polpharma S.A.



1108

Postepy Hig Med Dosw (online), 2017; tom 71: 1107-1118

WproWadzenie

Rak płuca jest główną przyczyną zgonów na choroby 
nowotworowe na świecie (1,59 mln przypadków śmier-
telnych w 2012 r.) [68]. W Polsce jest najczęściej wystę-
pującym nowotworem u mężczyzn i drugim, po raku 
piersi, u kobiet. W 2013 r. w Polsce liczba zachorowań 
na nowotwory złośliwe płuc wynosiła prawie 21 tys. 
przypadków, a  zgonów nieco ponad 22 tys. (16 tys. 
mężczyzn i 6,5 tys. kobiet) [78]. Tak wysoka śmiertel-
ność wiąże się z  tym, że większość chorych jest dia-
gnozowana w zaawansowanym stadium choroby, gdy 
możliwość zastosowania skutecznego leczenia chirur-
gicznego jest ograniczona. Konwencjonalne strategie 
leczenia, chemio- i radioterapia również nie osiągają 
satysfakcjonującej skuteczności.

Niedrobnokomórkowy rak płuca (NDRP), najczęstszy typ 
raka płuca (80-85% wszystkich przypadków ), jest trud-
nym celem diagnostycznym, zarówno ze względu na zna-
czące zróżnicowanie klonów komórek nowotworowych 
w guzie, jak również utrudniony dostęp do dobrego jako-
ściowo, informatywnego materiału diagnostycznego [15]. 
W miarę rozwoju nowotworu zmienia się również pro-
fil markerów molekularnych [14]. Obecnie prowadzone 
są intensywne poszukiwania i próby wdrożenia nowych 
metod leczenia NDRP. Badania opierają się głównie na 
identyfikacji potencjalnych markerów nowotworu, jak 
również typowaniu najbardziej odpowiedniej i skutecz-
nej metody leczenia (rozwój terapii personalizowanej). 
Analiza profilu zmian epigenetycznych w NDRP mogłaby 
dostarczyć istotnych wskazówek dla doboru najskutecz-
niejszych leków i rokowania powodzenia prowadzonej 
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Summary
Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the leading cause of death from cancer in the world. 
Currently, a large number of research studies are conducted to develop and implement new 
treatment strategies. Intensive efforts are also made to improve the robustness of modern 
molecular diagnostics to identify more precisely the specific genetic and epigenetic cancer 
features (predictive biomarkers) and to adjust the most effective treatment options for indivi-
dual patients (personalized therapy). The so-called targeted therapy based on using epidermal 
growth factor receptor (EGFR) tyrosine kinase inhibitors (TKIs) is nowadays the most widely 
chosen form of personalized treatment in advanced NSCLC. Favorable response 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 the treatment is 
the main obstacle in overcome in targeted therapy of NSCLC. 

At present, epi-/genome of lung cancer is intensively screened using high-throughput techni-
ques (e.g. microarrays, Next-Generation Sequencing) to select novel epi-/genetic biomarkers 
that could be used as predictors of the targeted treatment outcome, apart from single gene 
alterations. A better understanding of epigenetic mechanisms regulating either the sensitivity 
or the resistance of NSCLC cells to EGFR TKIs, through activity of small, non-coding miRNA 
(microRNA) molecules, may become a breakthrough in targeted therapy of lung cancer. Du-
ring carcinogenesis, miRNAs exhibit their dual regulatory function: they promote cancer 
development as oncogenes or act as tumor suppressors. From a clinical point of view, such 
a dual regulatory function of microRNAs might significantly impact the further development 
of targeted therapies. Moreover, stable forms of tumor-related miRNA are detected not only in 
tumor tissue, but also in body fluids of NSCLC patients, particularly in their peripheral blood. 
This finding provides new options of minimally invasive cancer diagnosis and monitoring of 
treatment effectiveness over time.

miRNA • non-small cell lung cancer • biomarkers • targeted therapy • EGFR tyrosine kinase inhibitorsKeywords:
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terapii, jak również minimalizacji skutków ubocznych, 
wynikających z nieuzasadnionego klinicznie zastosowania 
leku. Scharakteryzowanie zaburzeń molekularnych towa-
rzyszących kolejnym stadiom rozwoju NDRP, mających 
jednocześnie walor markera diagnostycznego, progno-
stycznego lub predykcyjnego wciąż nastręcza wielu trud-
ności, mimo intensywnych poszukiwań prowadzonych 
przez wiele ośrodków na całym świecie. W przypadku 
leków ukierunkowanych molekularnie konieczność ozna-
czania molekularnych czynników predykcyjnych wpisana 
jest niemal w ich definicję.

Leczenie personaLizoWane ndrp

Najpowszechniej stosowaną formą personalizowanej 
terapii NDRP jest leczenie ukierunkowane molekularnie 
(targeted therapy) z zastosowaniem inhibitorów kinazy 
tyrozynowej (IKT), które, w odróżnieniu od standardo-
wej chemioterapii, wybiórczo hamują wzrost komórek 
nowotworu przez swoiste oddziaływanie na domenę 
wewnątrzkomórkową receptora naskórkowego czynnika 
wzrostu (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) [13].

Szlak sygnałowy EGFR jest istotnym elementem 
w powstawaniu i progresji wielu chorób nowotworo-
wych. Aktywacja EGFR, przez przyłączenie swoistego 
liganda lub mutację genu, promuje proliferację i migra-
cję komórek nowotworowych, zwiększając ich inwazyjny 
potencjał oraz hamuje sygnały apoptotyczne [63]. 

W leczeniu niedrobnokomórkowego raka płuca korzystna 
odpowiedź na leczenie IKT zależy od obecności somatycz-
nych mutacji w genie EGFR [51,74]. Mutacje aktywujące 
występują w obrębie eksonów 18-21 genu EGFR i powodują 
jego konstytutywną aktywację. Obecność mutacji aktywu-
jących jest również związana ze zwiększonym powinowac-
twem receptora do cząsteczki inhibitora i zahamowaniem 
proliferacji komórek guza w odpowiedzi na terapię IKT. 
Najczęściej występującymi zmianami (~90%) o charakte-
rze mutacji aktywujących są niewielkie delecje w obrębie 
kodonów 746-753 w eksonie 19 oraz mutacja punktowa 
powodująca substytucję leucyny na argininę w kodonie 
858 (L858R) w eksonie 21 genu EGFR [69].

Mutacje w genie EGFR dotyczą głównie chorych na raka 
gruczołowego płuca, niepalących, nieznacznie częściej 
kobiet niż mężczyzn i osób po 65. roku życia [39, 60, 66]. 
Mutacje występują znacznie częściej u chorych rasy azja-
tyckiej (40%) niż kaukaskiej (10%, z czego 3-25% w populacji 
amerykańskiej, 10–24% w populacji południowoeuropej-
skiej). Standardem klinicznym w personalizowanej terapii 
NDRP jest leczenie ukierunkowane molekularnie z użyciem 
IKT wiążących EGFR w sposób odwracalny (erlotynib i gefi-
tynib), bądź nieodwracalny (afatynib, ozymertynib) [29,55]. 

MechanizMy pierWotnej i nabytej oporności na iKt eGFr 
W ndrp

Największym ograniczeniem stosowania odwracalnych 
inhibitorów IKT EGFR jest oporność na te leki. Może mieć 

charakter pierwotny, warunkowany przez tzw. muta-
cje oporności, od początku obecne w komórkach guza, 
równocześnie do mutacji aktywujących, albo charak-
ter nabyty, gdy mutacje oporności rozwijają się w trak-
cie leczenia IKT EGFR (tabela 1) [37, 48]. Niemal wszyscy 
chorzy na NDRP, którzy początkowo wykazują korzystną 
odpowiedź na IKT EGFR, z czasem nabywają oporność na 
nie, zwykle między 9 a 12 miesiącem leczenia.

Guz pierwotny płuca jest tworem genetycznie hete-
rogennym. Oznacza to, że możliwe jest współistnienie 
klonów komórek nowotworowych z mutacją aktywu-
jącą EGFR i z natywną postacią genu (wild-type), a nawet 
komórek wrażliwych i opornych na leczenie IKT EGFR. 
Prowadzenie terapii ukierunkowanej molekularnie z cza-
sem eliminuje klon wrażliwy i powoduje selekcję komó-
rek bez mutacji aktywujących lub komórek z mutacją 
warunkującą oporność, co klinicznie daje obraz częścio-
wej remisji/wznowy, czy też ograniczonej odpowiedzi na 
leczenie w zależności od udziału odsetkowego poszcze-
gólnych populacji komórkowych w guzie. 

Obecnie określenie w czasie momentu nabycia oporności 
na IKT EGFR w trakcie leczenia jest w praktyce klinicz-
nej bardzo trudne ze względu na to, że ponowna opera-
cja i/lub biopsja w celu pobrania materiału tkankowego 
do analizy molekularnej jest niemożliwa do przeprowa-
dzenia u znaczącego odsetka chorych. W tym przypadku 
analiza krwi obwodowej chorego, zawierającej pozako-
mórkowy materiał genetyczny, pochodzący z komórek 

Tabela 1.  Molekularne mechanizmy oporności na IKT EGFR (% - częstość 
występowania u chorych na NDRP)

Oporność pierwotna Oporność nabyta

• Mutacja w 2 eksonie KRAS (20-
30%)

• Wtórne mutacje oporności w EGFR: 
T790M (50%) lub D761Y, T854A

• Mutacje genu BRAF (2-3%) • Amplifikacja MET (20%)

• Mutacje EGFR: insercje w eksonie 
20 (4%), T790M (<5%) 

• Nadekspresja IGF-R1

• Amplifikacja MET (4%)
• Transformacja NDRP do raka 

drobnkomórkowego (DRP) (14%) 

• Mutacja w genie PIK3CA (5%)
• Przemiana nabłonka 

w mezenchymę (epithelial to 
mesenchymal transition, EMT) (5%)

• Brak ekspresji białka EGFR
• Inne, dotąd niepoznane 

mechanizmy (30%) 

• Utrata PTEN (brak ekspresji białka) 

• Fuzja genów EML4-ALK (2-7%)

• Wtórna mutacja EGFR występująca 
jednocześnie z pierwotną mutacją 
aktywującą w eksonie 18, 19 i 21 

(rzadko)
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miRNA ulega transkrypcji przez polimerazę RNA II do 
postaci zwanej pierwotnym miRNA (pri-miRNA), które jest 
cząsteczką kilkakrotnie większą niż dojrzałe miRNA (zwy-
kle 100-1000 nukleotydów) (ryc.1) [43]. Następnie w jądrze 
komórkowym pri-miRNA jest skracane przez rybonukleazę 
III o właściwościach endonukleazy (zwaną enzymem Dro-
sha) i białko DGCR8 (Pasha) do pre-miRNA (prekursorowe 
miRNA) o długości ~60-120 nukleotydów. Prekursorowe 
miRNA zostaje zwinięte w charakterystyczną strukturę 
„spinki do włosów” (hairpin) [6,10,20,22,28,43,46,79,82] 
i  transportowane przez eksportynę-5 zależną od RAN-
-GTP do cytoplazmy, gdzie podlega dalszemu skróceniu 
przez RNAzę typu III, zwaną Dicer, do właściwych sekwen-
cji miRNA o  długości 19-22 nukleotydów [8,35]. Doj-
rzałe miRNA początkowo występuje jako asymetryczny 
podwójny kompleks (dupleks) dwóch nici miRNA:miRNA*. 
Zwykle nić o mniej termostabilnym końcu 5’ jest pakowana 
do kompleksu białkowego (RISC), którego głównym kom-
ponentem jest białko z rodziny Argonautów [40,59]. Kom-
pleks miRISC może następnie działać w obrębie komórki 
jako aktywator bądź represor translacji. 

Na początku sądzono, że w większości przypadków jedna 
z nici prekursora jest degradowana. Jednak nowsze badania 
wykazały, że obydwie nici mogą być funkcjonalne [54,61]. 
W tym przypadku nić o dominującej ekspresji w komórce 
nazywa się wiodącą, a  drugą nić tego samego prekur-
sora, która występuje w mniejszej liczbie kopii – pasażer-
ską i oznacza gwiazdką. Jeśli brakuje danych określających 
poziom ekspresji danej nici, zwykle do nazwy dojrzałego 
miRNA dodaje się końcówkę 5p (nić z ramienia 5’ prekur-
sora) lub 3p (nić z ramienia 3’), np. miR-142-5p i miR-142-3p.

Obecnie wiadomo, że w regionach kodujących sekwen-
cje prekursorowe dla miRNA występuje około 2 tys. 
miejsc polimorficznych dla pojedynczych nukleotydów 
(single nucleotide polymorphism, SNP), które mogą 
wpływać na interakcję miRNA:mRNA [49]. Zmiany gene-
tyczne w  obrębie sekwencji miRNA prawdopodobnie 
mają wpływ na ich aktywność regulatorową, a przez to 
na wiele procesów komórkowych, w tym kancerogenezę 
[21]. Polimorfizm pojedynczego nukleotydu Rs11614913 
(C>T) w pre-miR-196a2 wiąże się z większym ryzykiem 
wystąpienia NDRP [33, 71, 80].

pozaKoMórKoWe Mirna

Badania wielu grup potwierdziły występowanie miRNA 
w różnych płynach ustrojowych człowieka, m.in. suro-
wicy [12,26,52] i osoczu krwi [12,26], ślinie [56], moczu 
[30], mleku [41], płynie mózgowo-rdzeniowym [18], pły-
nie nasiennym [31].

Dotychczas poznano różne mechanizmy uwalniania 
miRNA poza komórkę, które obejmują udział procesów 
śmierci komórkowej (nekrozy i apoptozy) oraz aktywnej 
sekrecji [62]. W tym ostatnim mechanizmie, miRNA jest 
wydzielane wewnątrz egzosomów i innych pęcherzyko-
watych struktur lub w postaci kompleksów z białkami 
wiążącymi RNA, z rodziny Argonautów czy lipoprotein 

guza mogłaby umożliwić śledzenie rozwoju choroby 
w czasie rzeczywistym i monitorowanie przebiegu lecze-
nia [81]. Uważa się, że miRNA, odgrywające główną rolę 
w  mechanizmach nowotworzenia, mogłoby stanowić 
nową klasę epigenetycznych biomarkerów, pomocnych 
w ocenie statusu choroby i skuteczności leczenia. 

Mirna

miRNA to klasa niekodujących, endogennych i jednoni-
ciowych RNA o stosunkowo małych cząsteczkach długości 
19-22 nukleotydów. Funkcjonują one jako regulatory eks-
presji genów zarówno w komórkach roślin, jak i zwierząt 
[2,4]. U ssaków, w tym człowieka, miRNA mogą regulować 
ponad 50% wszystkich genów kodujących białka [73]. Od 
czasu ich odkrycia, liczba nowo zidentyfikowanych ludz-
kich miRNA stale wzrasta i obecnie sięga ponad 2,5 tysiąca 
znanych sekwencji [16]. Odpowiada to około 1-4% wszyst-
kich genów ulegających ekspresji u człowieka, przez co 
miRNA są uważane za jedną z najliczniejszych klas geno-
wych regulatorów [7,11,47]. Cząsteczki miRNA są zdolne do 
regulacji genów na poziomie posttranskrypcyjnym, przez 
swoiste rozpoznawanie i oddziaływanie na matrycowe RNA 
(mRNA) [27]. Proces wyciszania genów może przebiegać na 
dwa sposoby, w zależności od stopnia komplementarności 
między cząsteczkami miRNA i mRNA. Aby miRNA mogło 
przyłączyć się do odpowiedniej sekwencji mRNA wystar-
czy jedynie 2-7 komplementarnych nukleotydów. Dzięki 
temu pojedyncza cząsteczka miRNA wpływa na tysiące róż-
nych transkryptów mRNA, a jedno mRNA podlega regulacji 
przez wiele rodzajów miRNA. U człowieka i zwierząt miRNA 
spełniają funkcję regulatorową, przyłączając się najczęściej 
na zasadzie niepełnej komplementarności do końca 3’ nici 
mRNA w regionie nieulegającym translacji (3’UTR), który 
odpowiada za poliadenylację, translację i stabilność mRNA 
[3,5,58]. W tym przypadku, ekspresja białka jest hamowana 
przez zatrzymanie translacji bądź przez deadenylację czą-
steczki mRNA [62]. 

U  ssaków miRNA znacznie rzadziej przyłącza się do 
mRNA z zachowaniem pełnej komplementarności, co 
wywołuje zależny od miRNA rozpad transkryptu mRNA 
[57]. W tej sytuacji, miRNA dołącza się do dwóch protein 
(białka GW182) i jednego z białek z rodziny Ago (rodzina 
białek Argona)utów) i tworzy indukowany przez miRNA 
kompleks wyciszający (miRISC). Następnie transkrypt 
mRNA zostaje pocięty przez rybonukleazy związane 
z miRISC. Dodatkowo miRNA może działać jako regula-
tor ekspresji genów, przyłączając się do sekwencji pro-
motorowej danego genu [59]. 

bioGeneza Mirna 

Geny miRNA często są zorganizowane w grupach i znajdują 
się nie tylko w eksonach, ale także w intronach i regionach 
niepodlegających translacji [36,44]. Taki układ jednostek 
transkrypcyjnych pozwala na jednoczesne powstawanie 
zarówno transkryptów miRNA, jak i mRNA. Sposób zor-
ganizowania genów miRNA pozwala na działanie polime-
razy II i III, które transkrybują geny dla małych RNA [45,67]. 
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bądź z różnych lokalizacji w organizmie (odległe prze-
rzuty) pozwala pominąć zjawisko komórkowej i moleku-
larnej heterogenności nowotworu [23].

Metody badania eKspresji Mirna

Wiarygodna analiza ekspresji miRNA, zwłaszcza tych 
obecnych w  płynach ustrojowych, wciąż stanowi 
wyzwanie analityczne ze względu na unikalną charak-
terystykę cząsteczek miRNA (mały rozmiar, wysoka 
homologia między miRNA z tej samej rodziny, niskie 
stężenie miRNA w płynach ustrojowych), brak ujedno-
liconych protokołów metodologicznych, dostępność 
różnych komercyjnych zestawów odczynnikowych 
i  aparatury zróżnicowanej pod względem sposobu 
i  czułości detekcji [53]. Obecnie najczęściej stoso-
wanymi metodami analizy ekspresji miRNA są: RT-
-qPCR, mikromacierze oraz sekwencjonowanie nowej 
generacji (Next Generation Sequencing, NGS). Naj-
bardziej odpowiednią metodą w diagnostyce klinicz-
nej, po uwzględnieniu kosztu aparatury, odczynników 
oraz nakładu pracy, zdaje się technika RT-qPCR. Jest to 
metoda znacznie tańsza niż NGS i niewymagająca roz-

o dużej gęstości (HDL). Badania nad pozakomórkowym 
miRNA potwierdziły dużą stabilność tych cząsteczek 
zarówno w oso jak i w surowicy [50]. Analizy bioche-
miczne wykazały, że pozakomórkowe miRNA obecne we 
krwi jest odporne na działanie RNaz, a także wyjątkowo 
trwałe w środowisku o skrajnych wartościach pH i tem-
peratury [12,26].

Obecność i profil miRNA w płynach ustrojowych może 
bezpośrednio odzwierciedlać stan fizjologiczny orga-
nizmu, a  przede wszystkim procesy chorobowe [1]. 
Istotnie zwiększone lub zmniejszone uwalnianie pew-
nych miRNA do krwiobiegu jest charakterystyczne dla 
poszczególnych typów nowotworów, również NDRP 
[32]. Potencjalne korzyści jakie płyną z  wykorzysta-
nia pozakomórkowych miRNA w płynach ustrojowych, 
pobieranych jako tzw. „płynna biopsja” (liquid biopsy), 
w diagnostyce nowotworów to przede wszystkim mała 
inwazyjność (w  stosunku do zabiegów pozyskiwania 
komórek/tkanki nowotworu), powtarzalność i łatwość 
pozyskania materiału. Ponadto, analiza osocza krwi 
jako rezerwuaru cząsteczek miRNA uwalnianych przez 
komórki nowotworu z różnych partii guza pierwotnego 

Ryc. 1. Schemat biogenezy miRNA



1112

Postepy Hig Med Dosw (online), 2017; tom 71: 1107-1118

Mirna jaKo reGuLatory GłóWnych szLaKóW syGnałoWych 
W KanceroGenezie

Oddziaływanie niekodujących RNA na mRNA genów bio-
rących udział w różnych procesach biologicznych obej-
muje szeroki zakres aktywności: począwszy od kontroli 
różnicowania i wzrostu komórek, naprawy DNA po kie-
rowanie komórki na drogę apoptozy. Sugeruje to ścisły 
związek miRNA z przebiegiem kancerogenezy, w któ-
rej te procesy są zaburzone. Faktem jest występowanie 
dużej liczby genów miRNA w punktach złamań chromo-
somów, sekwencjach deletowanych lub amplifikowa-
nych, co podczas transformacji nowotworowej powoduje 
implikacje funkcjonalne. Ich następstwem jest nadmiar 
lub brak obecności konkretnych miRNA w transformo-
wanej komórce, a w związku z  tym, upośledzony jest 
mechanizm kontroli prawidłowej ekspresji wielu genów. 
Gdy miRNA w prawidłowej komórce oddziałuje hamu-
jąco na pewien onkogen, to w przypadku delecji genu 
miRNA, dany onkogen ulegnie nadekspresji. Przeciwnie, 
amplifikacja genu miRNA regulującego supresor nowo-
tworu, spowoduje blokadę jego ekspresji i promocję kan-
cerogenezy.

Ponadto, aktywacja/inaktywacja miRNA podlega regu-
lacji przez czynniki transkrypcyjne lub mechanizmy 

budowanego zaplecza technicznego oraz wyspecjalizo-
wanej kadry bioinformatycznej do analizy uzyskanych 
wyników. Jednak technologia NGS jest powszechnie 
uważana za przyszłość nie tylko biologii molekularnej 
czy genomiki, ale także diagnostyki onkologicznej, gdyż 
pozwala na jednoczesną analizę dużej liczby sekwencji 
miRNA z wielu badanych prób. Niemniej metoda PCR 
jest obecnie „złotym standardem” w diagnostyce mole-
kularnej nowotworów, a mnogość jej zalet faworyzuje 
ją jako najbardziej przydatną w standardowej diagno-
styce chorób nowotworowych. 

Niewielka powtarzalność publikowanych wyników 
badań pod względem wyboru optymalnego panelu 
miRNA jako biomarkerów NDRP wynika z braku stan-
dardów metodologicznych oraz częstych błędów w pla-
nowaniu doświadczeń, m.in. nieprawidłowego doboru 
bądź słabej reprezentatywności grup badanych chorych, 
niewłaściwej obróbki i przechowywania analizowanych 
próbek, niewystarczającej mocy statystycznej badania. 
Brak jest również konsensusu co do normalizacji uzyski-
wanych danych. Dlatego przed wdrożeniem metod dia-
gnostycznych z użyciem miRNA do praktyki klinicznej, 
wymagana jest walidacja i standaryzacja wszystkich eta-
pów procedury analitycznej [72].

Ryc. 2. miRNA zaangażowane w mechanizmy regulacji ekspresji EGFR i alternatywnych szlaków sygnałowych
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W  innych badaniach, wywołanie nadekspresji trzech 
supresorowych miRNA (miR-126, miR-145, let-7) 
w  liniach komórkowych raka płuca (H460, A549) 
z natywną postacią genu EGFR oraz zmutowanym genem 
KRAS, pozwoliło przełamać ich pierwotną oporność na 
gefitynib [86]. Zwłaszcza nadekspresja miR-126 zwięk-
szyła aż 6-krotnie wrażliwość komórek linii H460 na 
cytotoksyczne działanie gefitynibu. 

Natomiast Wang i  wsp. zaobserwowali, że nabycie 
w warunkach in vitro oporności na gefitynib przez pier-
wotnie wrażliwe komórki NDRP typu gruczołowego linii 
HCC827 (zawierające aktywującą mutację EGFR w eksonie 
19) było związane ze znaczącym wzrostem ekspresji miR-
214 [75]. Knock-out miR-214 w komórkach opornych na 
gefitynib spowodował aktywację ścieżki sygnałowej P13K/
Akt zależnej zależnej od PTEN/AKT i przywrócenie ich 
lekowrażliwości.

Dotąd zidentyfikowano co najmniej kilkadziesiąt róż-
nych miRNA, które wykazują homologię do 3’UTR genu 
EGFR (baza: http://www.targetscan.org/). Dlatego słusz-
niejszym rozwiązaniem w  poszukiwaniu nowych epi-
genetycznych biomarkerów, przydatnych w  ocenie 
skuteczności leczenia IKT EGFR wydaje się kompleksowe 
typowanie wielu miRNA jednocześnie w co najmniej kilku 
liniach komórkowych pierwotnego nowotworu płuca, 
o zróżnicowanej charakterystyce zaburzeń genetycznych 
szlaku sygnałowego EGFR, z użyciem metod wysokoprze-
pustowych. Taką hipotezę jako pierwsi zasugerowali Bry-
ant i wsp. [9]. Autorzy wytypowali sygnaturę 13 miRNA 
prezentującą potencjalną wartość predykcyjną dla odpo-
wiedzi na leczenie erlotynibem w liniach komórek raka 
płuca, zróżnicowanych pod względem statusu mutacji 
EGFR. Analiza bioinformatyczna potencjalnych genów 
docelowych badanych 13 miRNA ujawniła znaczącą liczbę 
czynników zaangażowanych w  przejście epitelialno-
-mezenchymalne (EMT). Ograniczeniem pracy jest jednak 
technika mikromacierzowa użyta do typowania sygnatury 
miRNA, wymagająca każdorazowo endogennych kontroli 
do normalizacji danych, a przez to bardziej podatna na 
błędy interpretacyjne [34].

Webster i wsp. w badaniach in vitro linii raka płuca A549 
zaobserwowali, że miR-7 jest zdolne do zablokowania 
ekspresji genów Raf1 i EGFR przez degradację ich mRNA 
[76]. Transfekcja komórek nowotworowych prekursoro-
wym miR-7 (pre-miR-7) powodowała znaczące zmniej-
szenie ich żywotności i liczebności. Spadek żywotności 
komórek linii A549 następował przez hamowanie eks-
presji genu EGFR i indukcję innych szlaków sygnałowych, 
promujących śmierć komórki.

Garofalo i wsp. wykazali, że ekspresja swoistych sekwen-
cji miRNA kontrolowana przez geny EGFR i  MET, jak 
miR-30b/c czy miR-221/222, może regulować oporność 
komórek nowotworowych na gefitynib [24]. Porównu-
jąc ekspresję poszczególnych miRNA w komórkach nie-
wrażliwych linii NDRP (Calu-1 i A549) oraz w komórkach 
z delecją w eksonie 19 genu EGFR (PC-9 i HCC827), wraż-

epigenetyczne (metylacja promotora genu miRNA, ace-
tylacja histonów). Opisano również mutacje w sekwen-
cjach miRNA oraz sekwencjach 3’ regionów UTR genów 
docelowych rozpoznawanych przez miRNA. W obydwu 
przypadkach swoistość rozpoznania miRNA-mRNA 
zostaje zmieniona: miRNA „nabywa” zdolność rozpozna-
wania nowego mRNA bądź dany gen docelowy wymyka 
się spod negatywnej kontroli miRNA [70]. Zatem nie-
które miRNA mogą działać onkosupresorowo, a  inne 
onkogennie, stymulując rozwój nowotworów [19] 

Zaburzona ekspresja konkretnych sekwencji lub rodzin 
miRNA ma poważne konsekwencje w postaci nieprawi-
dłowej regulacji aktywności podstawowych komponen-
tów najważniejszych szlaków sygnałowych w komórkach 
nowotworu (ryc. 2). Podwójna, onkogenna lub supreso-
rowa, aktywność miRNA w kancerogenezie wydaje się 
mieć znaczący wpływ na skuteczność terapii ukierun-
kowanych molekularnie, w tym IKT EGFR w raku płuca. 
Nieprawidłowa regulacja ekspresji genów przez miRNA 
prowadzi do uruchomienia alternatywnych (obocznych) 
ścieżek sygnałowych lub aktywacji kolejnych mediato-
rów sygnału, omijając szlak zablokowany przez inhibi-
tor IKT EGFR. Sprzężenie zwrotne między poziomem 
miRNA, a  aktywnością pewnych genów docelowych 
(rozpoznawanych przez dane miRNA), w tym onkoge-
nów i supresorów nowotworu, powoduje dynamiczne 
zmiany ekspresji miRNA, których pomiar umożliwiłby 
ocenę statusu aktywności genetycznej komórek. Identy-
fikacja profilu miRNA zaangażowanych w mechanizmy 
odpowiedzi komórkowej na IKT EGFR może stworzyć 
nowy kierunek badań nad opracowaniem bardziej sku-
tecznej terapii personalizowanej dla chorych na NDRP, 
jak również w znaczący sposób zwiększyć efektywność 
monitorowania przebiegu choroby jak i samego leczenia.

udział Mirna W MechanizMach WrażLiWości i oporności 
KoMóreK ndrp na iKt eGFr 

Dostępne piśmiennictwo dotyczące roli miRNA 
w mechanizmach wrażliwości i oporności komórek NDRP 
na inhibitory kinazy tyrozynowej EGFR jest bardzo skąpe 
i zazwyczaj ograniczone do badań in vitro na modelach 
linii komórkowych. Weiss i wsp. wysunęli hipotezę, że 
obniżona ekspresja lub utrata miRNA regulujących eks-
presję genu EGFR może zwiększać wytwarzanie białka 
EGFR stanowiącego cel molekularny inhibitorów kinazy 
tyrozynowej [77]. Autorzy typowali miRNA o wysokiej 
homologii sekwencji do fragmentu 3’UTR genu EGFR, 
których loci znajdowały się w regionach chromosomów 
szczególnie podatnych na delecje w  komórkach raka 
płuca. Po przeanalizowaniu danych wyselekcjonowano 
miR-128b, którego gen kodujący jest umiejscowiony na 
chromosomie 3p. Delecję chromosomu 3p wykrywa się 
w 96% przypadków raka płuca oraz 78% próbek stanu 
przednowotworowego w nabłonku płuc. Utrata hete-
rozygotyczności (delecja jednego z alleli lub rearanża-
cja w regionie 3p22 chromosomu) miR-128b korelowała 
z lepszą odpowiedzią na gefitynib u chorych leczonych 
IKT EGFR. 
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nowotworowych ze względu na ich dużą stabilność 
zarówno w utrwalonych preparatach tkanki nowotwo-
rowej (zwłaszcza w postaci bloczków parafinowych), jak 
i płynach ustrojowych. Zaletą potencjalnego wykorzysta-
nia miRNA w diagnostyce onkologicznej jest możliwość 
ich analizy ilościowej i jakościowej z użyciem real-time 
PCR, jako powszechnie dostępnej techniki laboratoryjnej 
oraz zwalidowanych, dostępnych komercyjnie zestawów 
odczynnikowych. Wobec ścisłego powiązania między 
szlakiem sygnałowym EGFR i ekspresją pewnych miRNA, 
wysunięto hipotezę, że cząsteczki te mogłyby być 
pomocne podczas selekcji chorych na NDRP do leczenia 
inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR. Zaproponowano 
m.in. miR-10b i  miR-21 jako potencjalne biomarkery 
miRNA, których profil ekspresji wiąże się z obecnością 
mutacji w genie EGFR [65]. Analizie poddano próbki oso-
cza pobrane od chorych na NDRP po resekcji guza (60 
chorych z mutacją EGFR, 68 chorych bez mutacji oraz 32 
zdrowych osób jako grupa kontrolna). Zarówno ekspre-
sja miR-10b, jak i miR-21 była znacznie wyższa (p<0,001) 
u  chorych na NDRP, u  których występowała mutacja 
w genie EGFR w porównaniu do chorych bez mutacji. 

Ekspresja panelu 5 pozakomórkowych sekwencji miRNA 
(miR-21, miR-122, miR-195, miR-125b, miR-25) również 
korelowała ze statusem mutacji w genie EGFR u chorych 
na NDRP [85]. Potwierdzono to w badaniach in vitro na 
kilku liniach komórkowych niedrobnokomórkowego 
raka płuca o  różnym stopniu wrażliwości na gefity-
nib, dokonując selekcji panelu miRNA metodą mikro-
macierzową. Następnie ekspresję wyselekcjonowanych 
miRNA sprawdzono w 150 próbkach tkanki nowotworo-
wej i osocza od chorych na NDRP. Panel 5 miRNA kore-
lował z obecnością mutacji EGFR z czułością i swoistością 
około 87%. 

Zhang i wsp. [83] obserwowali niższy poziom ekspre-
sji miR-195 i miR-122 u chorych na NDRP z potwier-
dzoną obecnością mutacji aktywujących w genie EGFR 
w stosunku do chorych bez mutacji. Badania przepro-
wadzono na próbkach osocza pobranych od 105 niepa-
lących kobiet, chorujących na NDRP typu gruczołowego. 
Poziom ekspresji obu tych sekwencji miRNA był istot-
nie związany z obecnością mutacji w genie EGFR u cho-
rych z gruczolakorakiem płuca, zwłaszcza u pacjentek 
z zaawansowaną postacią NDRP. Obniżony poziom eks-
presji miR-122 i  miR-195 w  osoczu korelował także 
z dłuższym czasem całkowitego przeżycia u pacjentek 
w zaawansowanym stadium choroby. 

W  badaniach in vitro przeprowadzonych na liniach 
komórkowych NDRP wykazano, że poziom poszcze-
gólnych miRNA: miR-141-3p, miR-200c-3p, miR-203, 
miR-3182, miR-934 i miR-3196 wiąże się z obecnością 
mutacji w genie EGFR [38]. W dalszej części doświadczeń 
przeprowadzono analizę trzech wybranych sekwen-
cji miRNA (miR-200c, miR-203 i miR-3196) w próbkach 
surowicy pobranych od niepalących kobiet chorujących 
na NDRP, u których wykryto mutację aktywującą w genie 
EGFR w porównaniu do chorych bez mutacji. Obniżony 

liwych na gefitynib obserwowali zmniejszenie ekspresji 
miR-30b/c i miR-221/222. Po indukcji nadekspresji tych 
miRNA, zmniejszała się wrażliwość komórek linii PC-9 
i HCC827 na stosowany lek, co jednoznacznie potwierdza 
ich istotną rolę w mechanizmie oporności na IKT EGFR.

Niska/zahamowana ekspresja genu PTEN warunkująca 
oporność na IKT EGFR podlega regulacji przez miR-21. 
Nadekspresja miR-21 indukowana w warunkach in vitro 
znacząco zwiększała oporność linii komórkowej PC-9 na 
gefitynib przez obniżenie ekspresji PTEN, ale także sty-
mulowała aktywację szlaku sygnalizacyjnego zależnego 
od Akt i ERK [64]. Natomiast knock-down miR-21 w linii 
niewrażliwej na IKT EGFR wywoływał proces odwrotny. 
U  chorych na NDRP leczonych IKT wysoka ekspresja 
miR-21 korelowała z krótszym czasem wolnym od pro-
gresji choroby. Wyższa ekspresja tego miRNA i obniżona 
genu PTEN wskazywała na słabszą odpowiedź na terapię 
IKT EGFR oraz krótszy całkowity czas przeżycia. 

Innym miRNA zaangażowanym w mechanizm oporno-
ści na IKT EGFR jest miR-147 [42]. Poziom jego ekspresji 
jest znacząco obniżony zarówno w próbkach surowicy, 
jak i tkanek guza pobranych od chorych na NDRP [17]. 
W doświadczeniach in vitro wykazano zdolność miR-147 
do kontroli procesu przejścia mezenchymalno-epitelial-
nego komórek linii A549 i przywrócenia ich wrażliwości 
na IKT EGFR w komórkach nowotworowych pierwotnie 
opornych na ten typ terapii [42]. Indukcja nadekspre-
sji miR-147 w komórkach NDRP zmniejszała oporność 
na gefitynib. W  innych badaniach indukowana nade-
kspresja miR-130a powodowała hamowanie proliferacji 
komórek NDRP i ich zwiększoną apoptozę po zastosowa-
niu gefitynibu, natomiast obniżenie ekspresji miR-130a 
wywoływało proces odwrotny [87]. 

Cząsteczki miRNA odgrywają istotną rolę we wspomnia-
nym już procesie przejścia epitelialno-mezenchymalnego, 
będącym jednym z mechanizmów nabytej oporności na 
IKT EGFR [84]. W procesie EMT komórki nabłonkowe prze-
rywają połączenia międzykomórkowe i tracą właściwości 
adhezyjne, nabywając większej ruchliwości i zdolności do 
migracji. EMT komórek nowotworowych sprzyja progresji 
choroby i tworzeniu odległych przerzutów w organizmie. 
Rodzina miR-200 oraz miR-205 odpowiada za regulację eks-
presji czynników transkrypcyjnych ZEB1 i ZEB2, głównych 
w EMT i procesie metastazy. Badania wskazują, że rodzina 
miR-200 kontroluje ekspresję ZEB1/2, lecz transkrypcja tych 
miRNA jest zwrotnie regulowana przez czynniki ZEB1/2. 
Ten wzajemny wpływ zapewnia ścisłą kontrolę procesu 
przejścia epitelialno-mezenchymalnego i zaburzenie rów-
nowagi między oddziałującymi ZEB1/2, a  cząsteczkami 
z rodziny miR-200 powoduje nabycie zdolności do inwazji 
i przerzutowania przez komórkę nowotworową [42].

MożLiWości WyKorzystania bioMarKeróW Mirna W Leczeniu 
iKt eGFr

Liczne badania potwierdzają potencjalną użyteczność 
poszczególnych sekwencji miRNA jako biomarkerów 
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waniu i leczeniu NDRP. Ze względu na zaangażowanie 
miRNA w procesy kancerogenezy na wszystkich jej eta-
pach, cząsteczki te mogłyby służyć nie tylko jako swoiste 
indykatory choroby nowotworowej płuc (biomarkery 
diagnostyczne), ale również jako dynamiczne wskaźniki 
statusu tkanki guza przed (biomarkery prognostyczne) 
i w trakcie leczenia (biomarkery predykcyjne). Szcze-
gólną przydatność kliniczną przedstawiają pozako-
mórkowe miRNA, wydzielane w stabilnej postaci przez 
komórki nowotworu do krwi i innych płynów ustrojo-
wych już we wczesnych stadiach rozwoju raka płuca. 
Ich podstawową zaletą jest łatwość śledzenia zmian ilo-
ściowych i jakościowych na każdym etapie choroby, bez 
narażania pacjentów na inwazyjne pobieranie mate-
riału do badań. Obecnie duże nadzieje wiąże się z wyko-
rzystaniem pozakomórkowych cząsteczek miRNA jako 
biomarkerów w prognozowaniu skuteczności leczenia 
ukierunkowanego molekularnie, zwłaszcza opartego 
o IKT EGFR. 

Ogromny postęp technologiczny, jaki dokonał się 
w czasie ostatniej dekady w metodologii wykrywania 
i  identyfikacji miRNA, zwłaszcza technikami wysoko 
przepustowymi jak sekwencjonowanie nowej generacji, 
rozpoczął nową erę badań translacyjnych, umożliwia-
jąc obiektywną analizę już nie pojedynczych, lecz wielu 
miRNA jednocześnie tworzących epigenetyczny profi-
raka płuca. Nie mniejsze znaczenie ma rozwój narzędzi 
bioinformatycznych, potrzebnych do analizy ogromnej 
liczby surowych danych, klasyfikacji rodzin miRNA oraz 
przewidywania ich potencjalnych genów docelowych. 
Wydaje się oczywiste, że wszelkie eksperymenty mające 
na celu zrozumienie patomechanizmów choroby nowo-
tworowej przybliżają nas do przełożenia wyników badań 
laboratoryjnych na praktykę kliniczną. 

poziom ekspresji miR-3196 w surowicy korelował dodat-
nio z obecnością delecji w eksonie 19 genu EGFR.

Gasparini i wsp. [25] badali profile ekspresji miRNA w pre-
paratach tkanki nowotworowej od 67 chorych na NDRP, 
które różniły się statusem mutacji kilku onkogenów: genu 
kinazy chłoniaka anaplastycznego (ALK), EGFR i  KRAS, 
w odniesieniu do 18 kontrolnych materiałów prawidłowej 
tkanki płuca. Analiza statystyczna danych metodą takso-
nomiczną (hierarchical clustering) pozwoliła wyodrębnić 
unikalne sygnatury ekspresji miRNA dla materiałów róż-
niących się statusem rearanżacji genu ALK (rearanżacja 
genu versus typ natywny) oraz statusem mutacji genów 
EGFR i KRAS (mutacja genu versus typ natywny). Wysoki 
poziom ekspresji miR-504 korelował dodatnio z obecno-
ścią mutacji w genie EGFR (p=0,04). Sugeruje to możliwość 
wykorzystania cząsteczek miRNA jako nowych biomarke-
rów, które mogłyby uzupełnić metody molekularne, sto-
sowane obecnie w diagnostyce onkologicznej.

Należy podkreślić, że żadna z omawianych wyżej prac 
nie ma jeszcze charakteru aplikacyjnego, a jej wyniki nie 
mogą być wdrożone w praktyce klinicznej. Wskazana 
jest walidacja wytypowanych sygnatur miRNA w warun-
kach ex vivo, zarówno w oparciu o nowotworowy mate-
riał tkankowy, jak i krew obwodową (płynną biopsję) od 
dużej liczby chorych na NDRP ze zróżnicowanym statu-
sem mutacji genu EGFR w celu jednoznacznej weryfikacji 
powyższych danych. 

podsuMoWanie

W  ciągu kilkunastu lat, które upłynęły od odkrycia 
miRNA, wiele badań poświęcono możliwości ich wyko-
rzystania jako biomarkerów przydatnych w diagnozo-
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