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Streszczenie

Niedrobnokomdrkowy rak ptuca (NDRP) jest gtéwna przyczyna zgondw z powodu chordb nowo-
tworowych na §wiecie. Obecnie prowadzone sg intensywne poszukiwania i préby wdrozenia no-
wych metod leczenia tej choroby. Trwaja réwniez badania nad skuteczniejszym wykorzystaniem
nowoczesnych metod diagnostyki molekularnej, ktére umozliwig identyfikacje okreslonych cech
genetycznych i epigenetycznych nowotworu (biomarkerédw predykcyjnych) i pozwolg dobraé
najbardziej efektywne metody leczenia dla konkretnego chorego (terapia spersonalizowana).
Najpowszechniej stosowang forma terapii spersonalizowanej NDRP jest leczenie ukierunkowane
molekularnie z zastosowaniem inhibitoréw kinazy tyrozynowej receptora naskérkowego czynni-
ka wzrostu (IKT EGFR). Korzystna odpowied? na leczenie IKT EGFR jest uzalezniona od obecno$ci
somatycznych mutacji w genie EGFR. Najwiekszym ograniczeniem stosowania IKT EGFR w terapii
spersonalizowanej NDRP jest oporno$¢ na te leki, nabywana przez chorych w trakcie leczenia.
Obecnie poszukuje sie wieloczynnikowych markeréw molekularnych, m.in. z uzyciem wysoko
przepustowych technik analizy genetycznej (mikromacierze, sekwencjonowanie nowej generacji),
w celu poprawy skutecznosci terapii ukierunkowanych molekularnie. Poznanie epigenetycznych
mechanizméw regulujacych zjawiska wrazliwo$ci i oporno$ci komérek NDRP na IKT EGFR,
w postaci matych, niekodujacych czasteczek miRNA (mikroRNA) moze sie okazaé przelomem
w terapii spersonalizowanej tego typu nowotworu. W procesie kancerogenezy pewne miRNA
mogg pelnié funkcje onkogenna, a inne onkosupresorowa. Z klinicznego punktu widzenia, po-
dwdjna rola miRNA w rozwoju nowotworu moze mie¢ decydujacy wptyw na skuteczno$¢ terapii
ukierunkowanych molekularnie. Ponadto, stabilne postaci nowotworowego miRNA wykrywa sie
nie tylko bezposrednio w tkance guza, ale réwniez w ptynach ustrojowych chorego, zwlaszcza
we krwi obwodowej, co stwarza dodatkowe mozliwosci rozwoju niemalze bezinwazyjnego dia-
gnozowania i monitorowania efektywnosci leczenia w czasie.

miRNA - niedrobnokomérkowy rak ptuca - hiomarkery - terapia ukierunkowana molekularnie « inhibi-
tory kinazy tyrozynowej EGFR

* Pracg wykonano w ramach projektu badawczego nr 4/XI11/14 finansowanego przez Naukowa Fundacj¢ Polpharmy
powotang przez Zaktady Farmaceutyczne Polpharma S.A.
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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.
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Niedrobnokomérkowy rak ptuca (NDRP), najczestszy typ

raka ptuca (80-85% wszystkich przypadkéw ), jest trud-

Rak ptuca jest gtéwna przyczyna zgonéw na choroby
nowotworowe na $wiecie (1,59 mln przypadkéw $mier-
telnych w 2012 r.) [68]. W Polsce jest najcze$ciej wyste-
pujacym nowotworem u mezczyzn i drugim, po raku
piersi, u kobiet. W 2013 r. w Polsce liczba zachorowan
na nowotwory zto$liwe ptuc wynosita prawie 21 tys.
przypadkdéw, a zgondw nieco ponad 22 tys. (16 tys.
mezczyzn i 6,5 tys. kobiet) [78]. Tak wysoka $miertel-
no$¢ wigze sie z tym, ze wiekszo$¢ chorych jest dia-
gnozowana w zaawansowanym stadium choroby, gdy
mozliwo$¢ zastosowania skutecznego leczenia chirur-
gicznego jest ograniczona. Konwencjonalne strategie
leczenia, chemio- i radioterapia réwniez nie osiagaja
satysfakcjonujgcej skutecznosci.

nym celem diagnostycznym, zaréwno ze wzgledu na zna-
czgce zrdznicowanie klondw komdrek nowotworowych
w guzie, jak réwniez utrudniony dostep do dobrego jako-
$ciowo, informatywnego materiatu diagnostycznego [15].
W miare rozwoju nowotworu zmienia sie réwniez pro-
fil markeréw molekularnych [14]. Obecnie prowadzone
sg intensywne poszukiwania i préby wdrozenia nowych
metod leczenia NDRP. Badania opierajg sie gtéwnie na
identyfikacji potencjalnych markeréw nowotworu, jak
réwniez typowaniu najbardziej odpowiedniej i skutecz-
nej metody leczenia (rozwdj terapii personalizowanej).
Analiza profilu zmian epigenetycznych w NDRP mogtaby
dostarczy¢ istotnych wskazéwek dla doboru najskutecz-
niejszych lekéw i rokowania powodzenia prowadzonej
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terapii, jak réwniez minimalizacji skutkéw ubocznych,
wynikajacych z nieuzasadnionego klinicznie zastosowania
leku. Scharakteryzowanie zaburzeni molekularnych towa-
rzyszacych kolejnym stadiom rozwoju NDRP, majgcych
jednoczes$nie walor markera diagnostycznego, progno-
stycznego lub predykcyjnego wcigz nastrecza wielu trud-
nosci, mimo intensywnych poszukiwani prowadzonych
przez wiele o$rodkéw na catym $wiecie. W przypadku
lekéw ukierunkowanych molekularnie konieczno$¢ ozna-
czania molekularnych czynnikéw predykeyjnych wpisana
jest niemal w ich definicje.

Leczenie personaLizowaANE NDRP

Najpowszechniej stosowang formg personalizowanej
terapii NDRP jest leczenie ukierunkowane molekularnie
(targeted therapy) z zastosowaniem inhibitoréw kinazy
tyrozynowej (IKT), ktére, w odréznieniu od standardo-
wej chemioterapii, wybidérczo hamujg wzrost komérek
nowotworu przez swoiste oddziatywanie na domene
wewnatrzkomdrkowa receptora naskérkowego czynnika
wzrostu (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) [13].

Szlak sygnatowy EGFR jest istotnym elementem
w powstawaniu i progresji wielu chordb nowotworo-
wych. Aktywacja EGFR, przez przylaczenie swoistego
liganda lub mutacje genu, promuje proliferacje i migra-
cje komdrek nowotworowych, zwiekszajac ich inwazyjny
potencjat oraz hamuje sygnaty apoptotyczne [63].

W leczeniu niedrobnokomdrkowego raka ptuca korzystna
odpowiedz na leczenie IKT zalezy od obecnoéci somatycz-
nych mutacji w genie EGFR [51,74]. Mutacje aktywujace
wystepuja w obrebie eksonéw 18-21 genu EGFR i powoduja
jego konstytutywna aktywacje. Obecno$¢ mutacji aktywu-
jacych jest réwniez zwigzana ze zwiekszonym powinowac-
twem receptora do czasteczki inhibitora i zahamowaniem
proliferacji komérek guza w odpowiedzi na terapie IKT.
Najczedciej wystepujacymi zmianami (~90%) o charakte-
rze mutacji aktywujacych sa niewielkie delecje w obrebie
kodondéw 746-753 w eksonie 19 oraz mutacja punktowa
powodujgca substytucje leucyny na arginine w kodonie
858 (L858R) w eksonie 21 genu EGFR [69].

Mutacje w genie EGFR dotycza gtéwnie chorych na raka
gruczotowego ptuca, niepalacych, nieznacznie czedciej
kobiet niz mezczyzn i 0séb po 65. roku zycia [39, 60, 66].
Mutacje wystepuja znacznie cze$ciej u chorych rasy azja-
tyckiej (40%) niz kaukaskiej (10%, z czego 3-25% w populacji
amerykariskiej, 10-24% w populacji potudniowoeuropej-
skiej). Standardem klinicznym w personalizowanej terapii
NDRP jest leczenie ukierunkowane molekularnie z uzyciem
IKT wigzacych EGFR w spos6b odwracalny (erlotynib i gefi-
tynib), badZ nieodwracalny (afatynib, ozymertynib) [29,55].

MecHANIZMY PIERWOTNE) | NABYTEJ oPORNOSCI NA IKT EGFR
w NDRP

Najwiekszym ograniczeniem stosowania odwracalnych
inhibitoréw IKT EGFR jest oporno$¢ na te leki. Moze mieé

Tabela 1. Molekularne mechanizmy opornosci na IKT EGFR (% - czestos¢
wystepowania u chorych na NDRP)

Opornos¢ pierwotna Opornos$¢ nabyta

- Mutacja w 2 eksonie KRAS (20- - Wtdrne mutacje opornosci w EGFR:
30%) T790M (50%) lub D761, T854A

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

- Mutacje EGFR: insercje w eksonie

20 (4%), T790M (<5%) - Nadekspresja IGF-R1

« Transformacja NDRP do raka

. ifikaci 9
Amplifikagia MET (4%) drobnkomérkowego (DRP) (14%)

« Przemiana nabtonka
w mezenchyme (epithelial to
mesenchymal transition, EMT) (5%)

- Mutacja w genie PIK3CA (5%)

« Inne, dotad niepoznane

« Brak ekspresji biatka EGFR mechanizmy (30%)

- Utrata PTEN (brak ekspresji biatka)

« Fuzja gendéw EML4-ALK (2-7%)

+ Wtérna mutacja £GFR wystepujaca
jednoczesnie z pierwotng mutacja
aktywujaca w eksonie 18,1921
(rzadko)

charakter pierwotny, warunkowany przez tzw. muta-
cje opornosci, od poczatku obecne w komérkach guza,
réwnocze$nie do mutacji aktywujacych, albo charak-
ter nabyty, gdy mutacje opornosci rozwijaja sie w trak-
cie leczenia IKT EGFR (tabela 1) [37, 48]. Niemal wszyscy
chorzy na NDRP, ktdérzy poczatkowo wykazuja korzystna
odpowiedZ na IKT EGFR, z czasem nabywajg oporno$¢ na
nie, zwykle miedzy 9 a 12 miesiacem leczenia.

Guz pierwotny ptuca jest tworem genetycznie hete-
rogennym. Oznacza to, ze mozliwe jest wspdlistnienie
klonéw komérek nowotworowych z mutacja aktywu-
jaca EGFR i z natywna postacig genu (wild-type), a nawet
komdrek wrazliwych i opornych na leczenie IKT EGFR.
Prowadzenie terapii ukierunkowanej molekularnie z cza-
sem eliminuje klon wrazliwy i powoduje selekcje komé-
rek bez mutacji aktywujacych lub komérek z mutacja
warunkujgcg opornosé, co klinicznie daje obraz czescio-
wej remisji/wznowy, czy tez ograniczonej odpowiedzi na
leczenie w zalezno$ci od udziatu odsetkowego poszcze-
g6lnych populacji komérkowych w guzie.

Obecnie okreslenie w czasie momentu nabycia oporno$ci
na IKT EGFR w trakcie leczenia jest w praktyce klinicz-
nej bardzo trudne ze wzgledu na to, Ze ponowna opera-
cja i/lub biopsja w celu pobrania materiatu tkankowego
do analizy molekularnej jest niemozliwa do przeprowa-
dzenia u znaczgcego odsetka chorych. W tym przypadku
analiza krwi obwodowej chorego, zawierajacej pozako-
moérkowy materiat genetyczny, pochodzacy z komérek
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guza mogtaby umozliwi¢ $§ledzenie rozwoju choroby
w czasie rzeczywistym i monitorowanie przebiegu lecze-
nia [81]. Uwaza sie, ze miRNA, odgrywajace gtéwna role
w mechanizmach nowotworzenia, mogtoby stanowi¢
nowg klase epigenetycznych biomarkeréw, pomocnych
w ocenie statusu choroby i skuteczno$ci leczenia.

miIRNA

miRNA to klasa niekodujacych, endogennych i jednoni-
ciowych RNA o stosunkowo matych czasteczkach dtugo$ci
19-22 nukleotyddéw. Funkcjonujg one jako regulatory eks-
presji gendw zaréwno w komdrkach roélin, jak i zwierzat
[2,4]. U ssakéw, w tym czlowieka, miRNA mogg regulowaé
ponad 50% wszystkich genéw kodujacych biatka [73]. 0d
czasu ich odkrycia, liczba nowo zidentyfikowanych ludz-
kich miRNA stale wzrasta i obecnie siega ponad 2,5 tysiaca
znanych sekwencji [16]. Odpowiada to okoto 1-4% wszyst-
kich genéw ulegajacych ekspresji u cztowieka, przez co
miRNA s3 uwazane za jedng z najliczniejszych klas geno-
wych regulatoréw [7,11,47]. Czasteczki miRNA sa zdolne do
regulacji gendw na poziomie posttranskrypcyjnym, przez
swoiste rozpoznawanie i oddziatywanie na matrycowe RNA
(mRNA) [27]. Proces wyciszania genéw moze przebiegaé na
dwa sposoby, w zaleznosci od stopnia komplementarnosci
miedzy czasteczkami miRNA i mRNA. Aby miRNA mogto
przyltaczy¢ sie do odpowiedniej sekwencji mRNA wystar-
czy jedynie 2-7 komplementarnych nukleotydéw. Dzieki
temu pojedyncza czasteczka miRNA wplywa na tysigce réz-
nych transkryptéw mRNA, a jedno mRNA podlega regulacji
przez wiele rodzajéw miRNA. U cztowieka i zwierzat miRNA
spelniaja funkcje regulatorowa, przytaczajac sie najczesciej
na zasadzie niepetnej komplementarnosci do korica 3” nici
mRNA w regionie nieulegajacym translacji (3’UTR), ktéry
odpowiada za poliadenylacje, translacje i stabilno$¢ mRNA
[3,5,58]. W tym przypadku, ekspresja biatka jest hamowana
przez zatrzymanie translacji badz przez deadenylacje cza-
steczki mRNA [62].

U ssakéw miRNA znacznie rzadziej przytacza sie do
mRNA z zachowaniem pelnej komplementarnosci, co
wywoluje zalezny od miRNA rozpad transkryptu mRNA
[57]. W tej sytuacji, miRNA dotgcza sie do dwéch protein
(biatka GW182) i jednego z biatek z rodziny Ago (rodzina
biatek Argona)utéw) i tworzy indukowany przez miRNA
kompleks wyciszajacy (miRISC). Nastepnie transkrypt
mRNA zostaje pociety przez rybonukleazy zwigzane
z miRISC. Dodatkowo miRNA moze dziataé jako regula-
tor ekspresji gendw, przytaczajac sie do sekwencji pro-
motorowej danego genu [59].

Bioceneza MIRNA

Geny miRNA czesto sg zorganizowane w grupach i znajduja
sie nie tylko w eksonach, ale takze w intronach i regionach
niepodlegajacych translacji [36,44]. Taki uktad jednostek
transkrypcyjnych pozwala na jednoczesne powstawanie
zaréwno transkryptéw miRNA, jak i mRNA. Sposéb zor-
ganizowania genéw miRNA pozwala na dziatanie polime-
razy 111111, ktére transkrybuja geny dla matych RNA [45,67].

miRNA ulega transkrypcji przez polimeraze RNA 11 do
postaci zwanej pierwotnym miRNA (pri-miRNA), ktére jest
czasteczka kilkakrotnie wiekszg niz dojrzate miRNA (zwy-
kle 100-1000 nukleotydéw) (ryc.1) [43]. Nastepnie w jadrze
komérkowym pri-miRNA jest skracane przez rybonukleaze
11T 0 whasciwosciach endonukleazy (zwang enzymem Dro-
sha) i biatko DGCR8 (Pasha) do pre-miRNA (prekursorowe
miRNA) o dtugosci ~60-120 nukleotydéw. Prekursorowe
miRNA zostaje zwiniete w charakterystycznag strukture
,spinki do wloséw” (hairpin) [6,10,20,22,28,43,46,79,82]
i transportowane przez eksportyne-5 zalezna od RAN-
-GTP do cytoplazmy, gdzie podlega dalszemu skréceniu
przez RNAze typu III, zwang Dicer, do wlasciwych sekwen-
cji miRNA o dlugosci 19-22 nukleotydéw [8,35]. Doj-
rzate miRNA poczatkowo wystepuje jako asymetryczny
podwdjny kompleks (dupleks) dwéch nici miRNA:miRNA*,
Zwykle ni¢ o mniej termostabilnym koricu 5 jest pakowana
do kompleksu biatkowego (RISC), ktérego gtéwnym kom-
ponentem jest biatko z rodziny Argonautéw [40,59]. Kom-
pleks miRISC moze nastepnie dziata¢ w obrebie komdrki
jako aktywator badz represor translacji.

Na poczatku sadzono, ze w wiekszo$ci przypadkéw jedna
z nici prekursora jest degradowana. Jednak nowsze badania
wykazaty, ze obydwie nici moga by¢ funkcjonalne [54,61].
W tym przypadku ni¢ o dominujacej ekspresji w komdrce
nazywa sie wiodaca, a druga nié tego samego prekur-
sora, ktéra wystepuje w mniejszej liczbie kopii - pasazer-
ska i oznacza gwiazdka. Jedli brakuje danych okreslajacych
poziom ekspresji danej nici, zwykle do nazwy dojrzatego
miRNA dodaje sie koricéwke 5p (ni¢ z ramienia 5" prekur-
sora) lub 3p (ni¢ z ramienia 3’), np. miR-142-5p i miR-142-3p.

Obecnie wiadomo, ze w regionach kodujacych sekwen-
cje prekursorowe dla miRNA wystepuje okoto 2 tys.
miejsc polimorficznych dla pojedynczych nukleotydéw
(single nucleotide polymorphism, SNP), ktére moga
wplywac na interakcje miRNA:mRNA [49]. Zmiany gene-
tyczne w obrebie sekwencji miRNA prawdopodobnie
maja wplyw na ich aktywno$¢ regulatorows, a przez to
na wiele proceséw komérkowych, w tym kancerogeneze
[21]. Polimorfizm pojedynczego nukleotydu Rs11614913
(C>T) w pre-miR-196a2 wigze sie z wiekszym ryzykiem
wystgpienia NDRP [33, 71, 80].

Pozakomorkowe MIRNA

Badania wielu grup potwierdzity wystepowanie miRNA
w réznych ptynach ustrojowych cztowieka, m.in. suro-
wicy [12,26,52] i osoczu krwi [12,26], $linie [56], moczu
[30], mleku [41], ptynie mézgowo-rdzeniowym [18], pty-
nie nasiennym [31].

Dotychczas poznano rézne mechanizmy uwalniania
miRNA poza komdrke, ktére obejmuja udziat proceséw
$mierci komérkowej (nekrozy i apoptozy) oraz aktywnej
sekrecji [62]. W tym ostatnim mechanizmie, miRNA jest
wydzielane wewnatrz egzosomédw i innych pecherzyko-
watych struktur lub w postaci komplekséw z biatkami
wigzacymi RNA, z rodziny Argonautéw czy lipoprotein
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o duzej gestosci (HDL). Badania nad pozakomérkowym
miRNA potwierdzity duza stabilno$¢ tych czasteczek
zaréwno w oso jak i w surowicy [50]. Analizy bioche-
miczne wykazaly, ze pozakomérkowe miRNA obecne we
krwi jest odporne na dziatanie RNaz, a takze wyjatkowo
trwate w $rodowisku o skrajnych warto$ciach pH i tem-
peratury [12,26].

Obecno$¢ i profil miRNA w ptynach ustrojowych moze
bezposrednio odzwierciedlaé stan fizjologiczny orga-
nizmu, a przede wszystkim procesy chorobowe [1].
Istotnie zwiekszone lub zmniejszone uwalnianie pew-
nych miRNA do krwiobiegu jest charakterystyczne dla
poszczegblnych typdéw nowotwordw, réwniez NDRP
[32]. Potencjalne korzysci jakie ptyna z wykorzysta-
nia pozakomdrkowych miRNA w ptynach ustrojowych,
pobieranych jako tzw. ,,ptynna biopsja” (liquid biopsy),
w diagnostyce nowotwordw to przede wszystkim mata
inwazyjno$é (w stosunku do zabiegéw pozyskiwania
komérek/tkanki nowotworu), powtarzalno$¢ i tatwosé
pozyskania materiatu. Ponadto, analiza osocza krwi
jako rezerwuaru czasteczek miRNA uwalnianych przez
komoérki nowotworu z réznych partii guza pierwotnego

badZ z réznych lokalizacji w organizmie (odlegle prze-
rzuty) pozwala pomina¢ zjawisko komérkowej i moleku-
larnej heterogennos$ci nowotworu [23].

MeTopy BADANIA EKSPRES)I MIRNA

Wiarygodna analiza ekspresji miRNA, zwlaszcza tych
obecnych w ptynach ustrojowych, wciaz stanowi
wyzwanie analityczne ze wzgledu na unikalng charak-
terystyke czgsteczek miRNA (matly rozmiar, wysoka
homologia miedzy miRNA z tej samej rodziny, niskie
stezenie miRNA w ptynach ustrojowych), brak ujedno-
liconych protokotéw metodologicznych, dostepno$é
réznych komercyjnych zestawéw odczynnikowych
i aparatury zréznicowanej pod wzgledem sposobu
i czulo$ci detekeji [53]. Obecnie najczesciej stoso-
wanymi metodami analizy ekspresji miRNA sg: RT-
-qPCR, mikromacierze oraz sekwencjonowanie nowej
generacji (Next Generation Sequencing, NGS). Naj-
bardziej odpowiednig metoda w diagnostyce klinicz-
nej, po uwzglednieniu kosztu aparatury, odczynnikéw
oraz naktadu pracy, zdaje sie technika RT-qPCR. Jest to
metoda znacznie tarisza niz NGS i niewymagajaca roz-
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budowanego zaplecza technicznego oraz wyspecjalizo-
wanej kadry bioinformatycznej do analizy uzyskanych
wynikéw. Jednak technologia NGS jest powszechnie
uwazana za przyszto$é nie tylko biologii molekularnej
czy genomiki, ale takze diagnostyki onkologicznej, gdyz
pozwala na jednoczesna analize duzej liczby sekwencji
miRNA z wielu badanych préb. Niemniej metoda PCR
jest obecnie ,,ztotym standardem” w diagnostyce mole-
kularnej nowotwordéw, a mnogo$¢ jej zalet faworyzuje
ja jako najbardziej przydatna w standardowej diagno-
styce choréb nowotworowych.

Niewielka powtarzalno$é publikowanych wynikéw
badati pod wzgledem wyboru optymalnego panelu
miRNA jako biomarkeréw NDRP wynika z braku stan-
dardéw metodologicznych oraz czestych btedéw w pla-
nowaniu do$§wiadczen, m.in. nieprawidtowego doboru
badz stabej reprezentatywnosci grup badanych chorych,
niewtasciwej obrdbki i przechowywania analizowanych
prébek, niewystarczajgcej mocy statystycznej badania.
Brak jest réwniez konsensusu co do normalizacji uzyski-
wanych danych. Dlatego przed wdrozeniem metod dia-
gnostycznych z uzyciem miRNA do praktyki klinicznej,
wymagana jest walidacja i standaryzacja wszystkich eta-
péw procedury analitycznej [72].

MIRNA JAKO REGULATORY GEOWNYCH SZLAKOW SYGNALOWYCH
W KANCEROGENEZIE

Oddziatywanie niekodujacych RNA na mRNA gendw bio-
racych udziat w réznych procesach biologicznych obej-
muje szeroki zakres aktywnosci: poczgwszy od kontroli
réznicowania i wzrostu komdrek, naprawy DNA po kie-
rowanie komérki na droge apoptozy. Sugeruje to Scisty
zwigzek miRNA z przebiegiem kancerogenezy, w kté-
rej te procesy sa zaburzone. Faktem jest wystepowanie
duzej liczby gendéw miRNA w punktach ztamar chromo-
soméw, sekwencjach deletowanych lub amplifikowa-
nych, co podczas transformacji nowotworowej powoduje
implikacje funkcjonalne. Ich nastepstwem jest nadmiar
lub brak obecno$ci konkretnych miRNA w transformo-
wanej komérce, a w zwigzku z tym, upo$ledzony jest
mechanizm kontroli prawidtowej ekspresji wielu genéw.
Gdy miRNA w prawidtowej komérce oddziatuje hamu-
jaco na pewien onkogen, to w przypadku delecji genu
miRNA, dany onkogen ulegnie nadekspresji. Przeciwnie,
amplifikacja genu miRNA regulujacego supresor nowo-
tworu, spowoduje blokade jego ekspresji i promocje kan-
cerogenezy.

Ponadto, aktywacja/inaktywacja miRNA podlega regu-
lacji przez czynniki transkrypcyjne lub mechanizmy
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epigenetyczne (metylacja promotora genu miRNA, ace-
tylacja histonéw). Opisano réwniez mutacje w sekwen-
cjach miRNA oraz sekwencjach 3’ regionéw UTR gendw
docelowych rozpoznawanych przez miRNA. W obydwu
przypadkach swoisto$¢ rozpoznania miRNA-mRNA
zostaje zmieniona: miRNA ,,nabywa” zdolno$¢ rozpozna-
wania nowego mRNA badZ dany gen docelowy wymyka
sie spod negatywnej kontroli miRNA [70]. Zatem nie-
ktére miRNA moga dziataé onkosupresorowo, a inne
onkogennie, stymulujac rozwdj nowotwordw [19]

Zaburzona ekspresja konkretnych sekwencji lub rodzin
miRNA ma powazne konsekwencje w postaci nieprawi-
dtowej regulacji aktywnosci podstawowych komponen-
téw najwazniejszych szlakéw sygnatowych w komérkach
nowotworu (ryc. 2). Podwéjna, onkogenna lub supreso-
rowa, aktywno$é miRNA w kancerogenezie wydaje sie
mie¢ znaczacy wplyw na skuteczno$é terapii ukierun-
kowanych molekularnie, w tym IKT EGFR w raku ptuca.
Nieprawidlowa regulacja ekspresji genéw przez miRNA
prowadzi do uruchomienia alternatywnych (obocznych)
$ciezek sygnatowych lub aktywacji kolejnych mediato-
réw sygnatu, omijajac szlak zablokowany przez inhibi-
tor IKT EGFR. Sprzezenie zwrotne miedzy poziomem
miRNA, a aktywno$ciag pewnych genéw docelowych
(rozpoznawanych przez dane miRNA), w tym onkoge-
néw i supresoréw nowotworu, powoduje dynamiczne
zmiany ekspresji miRNA, ktérych pomiar umozliwitby
ocene statusu aktywnosci genetycznej komdrek. Identy-
fikacja profilu miRNA zaangazowanych w mechanizmy
odpowiedzi komdrkowej na IKT EGFR moze stworzy¢
nowy kierunek badar nad opracowaniem bardziej sku-
tecznej terapii personalizowanej dla chorych na NDRP,
jak réwniez w znaczacy sposéb zwiekszy¢ efektywnosé
monitorowania przebiegu choroby jak i samego leczenia.

Upziat MIRNA W MECHANIZMACH WRAZLIWOSCI | OPORNOSCI
komorexk NDRP na IKT EGFR

Dostepne piSmiennictwo dotyczace roli miRNA
w mechanizmach wrazliwosci i opornoséci komérek NDRP
na inhibitory kinazy tyrozynowej EGFR jest bardzo skape
i zazwyczaj ograniczone do badan in vitro na modelach
linii komérkowych. Weiss i wsp. wysuneli hipoteze, ze
obnizona ekspresja lub utrata miRNA regulujacych eks-
presje genu EGFR moze zwiekszaé wytwarzanie biatka
EGFR stanowiacego cel molekularny inhibitoréw kinazy
tyrozynowej [77]. Autorzy typowali miRNA o wysokiej
homologii sekwencji do fragmentu 3’UTR genu EGFR,
ktérych loci znajdowaty sie w regionach chromosoméw
szczegllnie podatnych na delecje w komérkach raka
pluca. Po przeanalizowaniu danych wyselekcjonowano
miR-128b, ktérego gen kodujacy jest umiejscowiony na
chromosomie 3p. Delecje chromosomu 3p wykrywa sie
w 96% przypadkéw raka pluca oraz 78% prébek stanu
przednowotworowego w nablonku ptuc. Utrata hete-
rozygotycznosci (delecja jednego z alleli lub rearanza-
cja w regionie 3p22 chromosomu) miR-128b korelowata
z lepszg odpowiedzig na gefitynib u chorych leczonych
IKT EGFR.

W innych badaniach, wywotanie nadekspresji trzech
supresorowych miRNA (miR-126, miR-145, let-7)
w liniach komérkowych raka ptuca (H460, A549)
znatywna postacig genu EGFR oraz zmutowanym genem
KRAS, pozwolito przetamaé ich pierwotng oporno$é na
gefitynib [86]. Zwtaszcza nadekspresja miR-126 zwiek-
szyta az 6-krotnie wrazliwo$¢ komdrek linii H460 na
cytotoksyczne dziatanie gefitynibu.

Natomiast Wang i wsp. zaobserwowali, Ze nabycie
w warunkach in vitro opornosci na gefitynib przez pier-
wotnie wrazliwe komdrki NDRP typu gruczotowego linii
HCC827 (zawierajace aktywujacg mutacje EGFR w eksonie
19) byto zwiazane ze znaczacym wzrostem ekspresji miR-
214 [75]. Knock-out miR-214 w komérkach opornych na
gefitynib spowodowat aktywacje $ciezki sygnatowej P13K/
Akt zaleznej zaleznej od PTEN/AKT i przywrdcenie ich
lekowrazliwo$ci.

Dotad zidentyfikowano co najmniej kilkadziesiat réz-
nych miRNA, ktére wykazujg homologie do 3’'UTR genu
EGFR (baza: http://www.targetscan.org/). Dlatego stusz-
niejszym rozwigzaniem w poszukiwaniu nowych epi-
genetycznych biomarkerdéw, przydatnych w ocenie
skuteczno$ci leczenia IKT EGFR wydaje sie kompleksowe
typowanie wielu miRNA jednocze$nie w co najmniej kilku
liniach komérkowych pierwotnego nowotworu ptuca,
o zréznicowanej charakterystyce zaburzeni genetycznych
szlaku sygnatowego EGFR, z uzyciem metod wysokoprze-
pustowych. Taka hipoteze jako pierwsi zasugerowali Bry-
ant i wsp. [9]. Autorzy wytypowali sygnature 13 miRNA
prezentujaca potencjalna warto$¢ predykeyjna dla odpo-
wiedzi na leczenie erlotynibem w liniach komérek raka
pluca, zréznicowanych pod wzgledem statusu mutacji
EGFR. Analiza bioinformatyczna potencjalnych genéw
docelowych badanych 13 miRNA ujawnita znaczaca liczbe
czynnikéw zaangazowanych w przejécie epitelialno-
-mezenchymalne (EMT). Ograniczeniem pracy jest jednak
technika mikromacierzowa uzyta do typowania sygnatury
miRNA, wymagajaca kazdorazowo endogennych kontroli
do normalizacji danych, a przez to bardziej podatna na
btedy interpretacyjne [34].

Webster i wsp. w badaniach in vitro linii raka ptuca A549
zaobserwowali, ze miR-7 jest zdolne do zablokowania
ekspresji genédw Rafl i EGFR przez degradacje ich mRNA
[76]. Transfekcja komérek nowotworowych prekursoro-
wym miR-7 (pre-miR-7) powodowata znaczgce zmniej-
szenie ich zywotno$ci i liczebnosci. Spadek zywotno$ci
komdrek linii A549 nastepowal przez hamowanie eks-
presji genu EGFR i indukgje innych szlakéw sygnatowych,
promujacych $mieré komérki.

Garofalo i wsp. wykazali, ze ekspresja swoistych sekwen-
cji miRNA kontrolowana przez geny EGFR i MET, jak
miR-30b/c czy miR-221/222, moze regulowaé oporno$é
komérek nowotworowych na gefitynib [24]. Poréwnu-
jac ekspresje poszczegblnych miRNA w komérkach nie-
wrazliwych linii NDRP (Calu-1 i A549) oraz w komdrkach
z delecja w eksonie 19 genu EGFR (PC-9 i HCC827), wraz-
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liwych na gefitynib obserwowali zmniejszenie ekspresji
miR-30b/c i miR-221/222. Po indukcji nadekspres;ji tych
miRNA, zmniejszata sie wrazliwo$¢ komdrek linii PC-9
i HCC827 na stosowany lek, co jednoznacznie potwierdza
ich istotng role w mechanizmie opornosci na IKT EGFR.

Niska/zahamowana ekspresja genu PTEN warunkujgca
oporno$¢ na IKT EGFR podlega regulacji przez miR-21.
Nadekspresja miR-21 indukowana w warunkach in vitro
znaczaco zwiekszata opornoéé linii komérkowej PC-9 na
gefitynib przez obnizenie ekspresji PTEN, ale takze sty-
mulowata aktywacje szlaku sygnalizacyjnego zaleznego
od Akt i ERK [64]. Natomiast knock-down miR-21 w linii
niewrazliwej na IKT EGFR wywotywat proces odwrotny.
U chorych na NDRP leczonych IKT wysoka ekspresja
miR-21 korelowata z krétszym czasem wolnym od pro-
gresji choroby. Wyzsza ekspresja tego miRNA i obnizona
genu PTEN wskazywata na stabszg odpowiedZ na terapie
IKT EGFR oraz krétszy catkowity czas przezycia.

Innym miRNA zaangazowanym w mechanizm oporno-
$ci na IKT EGFR jest miR-147 [42]. Poziom jego ekspresji
jest znaczaco obnizony zaréwno w prébkach surowicy,
jak i tkanek guza pobranych od chorych na NDRP [17].
W doswiadczeniach in vitro wykazano zdolno$¢ miR-147
do kontroli procesu przej$cia mezenchymalno-epitelial-
nego komdrek linii A549 i przywrdcenia ich wrazliwosci
na IKT EGFR w komérkach nowotworowych pierwotnie
opornych na ten typ terapii [42]. Indukcja nadekspre-
sji miR-147 w komérkach NDRP zmniejszata oporno$é
na gefitynib. W innych badaniach indukowana nade-
kspresja miR-130a powodowata hamowanie proliferacji
komérek NDRP i ich zwiekszong apoptoze po zastosowa-
niu gefitynibu, natomiast obnizenie ekspresji miR-130a
wywotywato proces odwrotny [87].

Czasteczki miRNA odgrywaja istotng role we wspomnia-
nym juz procesie przejicia epitelialno-mezenchymalnego,
bedacym jednym z mechanizméw nabytej opornoéci na
IKT EGFR [84]. W procesie EMT komdrki nabtonkowe prze-
rywaja potaczenia miedzykomdrkowe i tracg whasciwosci
adhezyjne, nabywajac wiekszej ruchliwosci i zdolno$ci do
migracji. EMT komdrek nowotworowych sprzyja progresji
choroby i tworzeniu odlegtych przerzutéw w organizmie.
Rodzina miR-200 oraz miR-205 odpowiada za regulacje eks-
presji czynnikéw transkrypcyjnych ZEB1 i ZEB2, gtéwnych
w EMT i procesie metastazy. Badania wskazuja, ze rodzina
miR-200 kontroluje ekspresje ZEB1/2, lecz transkrypcja tych
miRNA jest zwrotnie regulowana przez czynniki ZEB1/2.
Ten wzajemny wplyw zapewnia $cista kontrole procesu
przejécia epitelialno-mezenchymalnego i zaburzenie réw-
nowagi miedzy oddzialujacymi ZEB1/2, a czgsteczkami
z rodziny miR-200 powoduje nabycie zdolnosci do inwazji
i przerzutowania przez komérke nowotworowa [42].

MozLiwosci WyKoRzyYSTANIA BIOMARKEROW MIRNA w LECZENIU
IKT EGFR

Liczne badania potwierdzajg potencjalng uzyteczno$é
poszczegdlnych sekwencji miRNA jako biomarkeréw

nowotworowych ze wzgledu na ich duzg stabilno$¢é
zaréwno w utrwalonych preparatach tkanki nowotwo-
rowej (zwlaszcza w postaci bloczkéw parafinowych), jak
i ptynach ustrojowych. Zaleta potencjalnego wykorzysta-
nia miRNA w diagnostyce onkologicznej jest mozliwosé
ich analizy ilo$ciowej i jako$ciowej z uzyciem real-time
PCR, jako powszechnie dostepnej techniki laboratoryjne;
oraz zwalidowanych, dostepnych komercyjnie zestawdw
odczynnikowych. Wobec $cistego powiazania miedzy
szlakiem sygnatowym EGFR i ekspresja pewnych miRNA,
wysunieto hipoteze, ze czasteczki te moglyby by¢
pomocne podczas selekcji chorych na NDRP do leczenia
inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR. Zaproponowano
m.in. miR-10b i miR-21 jako potencjalne biomarkery
miRNA, ktérych profil ekspresji wiaze sie z obecnoscia
mutacji w genie EGFR [65]. Analizie poddano prébki oso-
cza pobrane od chorych na NDRP po resekeji guza (60
chorych z mutacja EGFR, 68 chorych bez mutacji oraz 32
zdrowych oséb jako grupa kontrolna). Zaréwno ekspre-
sja miR-10b, jak i miR-21 byta znacznie wyzsza (p<0,001)
u chorych na NDRP, u ktérych wystepowata mutacja
w genie EGFR w poréwnaniu do chorych bez mutacji.

Ekspresja panelu 5 pozakomérkowych sekwencji miRNA
(miR-21, miR-122, miR-195, miR-125b, miR-25) réwniez
korelowata ze statusem mutacji w genie EGFR u chorych
na NDRP [85]. Potwierdzono to w badaniach in vitro na
kilku liniach komérkowych niedrobnokomérkowego
raka ptuca o réznym stopniu wrazliwosci na gefity-
nib, dokonujac selekcji panelu miRNA metoda mikro-
macierzowg. Nastepnie ekspresje wyselekcjonowanych
miRNA sprawdzono w 150 prébkach tkanki nowotworo-
wej i osocza od chorych na NDRP. Panel 5 miRNA kore-
lowat z obecno$cia mutacji EGFR z czuto$cia i swoistoscia
okoto 87%.

Zhang i wsp. [83] obserwowali nizszy poziom ekspre-
sji miR-195 i miR-122 u chorych na NDRP z potwier-
dzona obecnosciag mutacji aktywujacych w genie EGFR
w stosunku do chorych bez mutacji. Badania przepro-
wadzono na prébkach osocza pobranych od 105 niepa-
lacych kobiet, chorujgcych na NDRP typu gruczotowego.
Poziom ekspresji obu tych sekwencji miRNA byt istot-
nie zwigzany z obecno$cia mutacji w genie EGFR u cho-
rych z gruczolakorakiem ptuca, zwlaszcza u pacjentek
z zaawansowana postacig NDRP. Obnizony poziom eks-
presji miR-122 i miR-195 w osoczu korelowat takze
z dtuzszym czasem catkowitego przezycia u pacjentek
w zaawansowanym stadium choroby.

W badaniach in vitro przeprowadzonych na liniach
komérkowych NDRP wykazano, ze poziom poszcze-
gélnych miRNA: miR-141-3p, miR-200c-3p, miR-203,
miR-3182, miR-934 i miR-3196 wigze sie z obecnoscia
mutacji w genie EGFR [38]. W dalszej cze$ci do$wiadczen
przeprowadzono analize trzech wybranych sekwen-
cji miRNA (miR-200c, miR-203 i miR-3196) w prébkach
surowicy pobranych od niepalgcych kobiet chorujagcych
na NDRP, u ktérych wykryto mutacje aktywujaca w genie
EGFR w poréwnaniu do chorych bez mutacji. Obnizony
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poziom ekspresji miR-3196 w surowicy korelowat dodat-
nio z obecnoscia delecji w eksonie 19 genu EGFR.

Gasparini i wsp. [25] badali profile ekspresji miRNA w pre-
paratach tkanki nowotworowej od 67 chorych na NDRP,
ktére réznily sie statusem mutacji kilku onkogenéw: genu
kinazy chloniaka anaplastycznego (ALK), EGFR i KRAS,
w odniesieniu do 18 kontrolnych materiatéw prawidlowej
tkanki ptuca. Analiza statystyczna danych metoda takso-
nomiczng (hierarchical clustering) pozwolita wyodrebni¢
unikalne sygnatury ekspresji miRNA dla materiatéw réz-
nigcych sie statusem rearanzacji genu ALK (rearanzacja
genu versus typ natywny) oraz statusem mutacji genéw
EGFR i KRAS (mutacja genu versus typ natywny). Wysoki
poziom ekspresji miR-504 korelowat dodatnio z obecno-
$cia mutacji w genie EGFR (p=0,04). Sugeruje to mozliwo$¢
wykorzystania czasteczek miRNA jako nowych biomarke-
réw, ktére mogtyby uzupetni¢ metody molekularne, sto-
sowane obecnie w diagnostyce onkologicznej.

Nalezy podkresli¢, ze zadna z omawianych wyzej prac
nie ma jeszcze charakteru aplikacyjnego, a jej wyniki nie
moga by¢ wdrozone w praktyce klinicznej. Wskazana
jest walidacja wytypowanych sygnatur miRNA w warun-
kach ex vivo, zaréwno w oparciu o nowotworowy mate-
riat tkankowy, jak i krew obwodowg (ptynna biopsje) od
duzej liczby chorych na NDRP ze zréznicowanym statu-
sem mutacji genu EGFR w celu jednoznacznej weryfikacji
powyzszych danych.

PobsumowaNiE

W ciggu kilkunastu lat, ktére uptynety od odkrycia
miRNA, wiele badan po$§wiecono mozliwo$ci ich wyko-
rzystania jako biomarkeréw przydatnych w diagnozo-

PismiennicTwo

waniu i leczeniu NDRP. Ze wzgledu na zaangazowanie
miRNA w procesy kancerogenezy na wszystkich jej eta-
pach, czasteczki te mogtyby stuzy¢ nie tylko jako swoiste
indykatory choroby nowotworowej ptuc (biomarkery
diagnostyczne), ale réwniez jako dynamiczne wskazniki
statusu tkanki guza przed (biomarkery prognostyczne)
i w trakcie leczenia (biomarkery predykcyjne). Szcze-
g6lna przydatno$é kliniczng przedstawiaja pozako-
moérkowe miRNA, wydzielane w stabilnej postaci przez
komérki nowotworu do krwi i innych ptynéw ustrojo-
wych juz we wczesnych stadiach rozwoju raka ptuca.
Ich podstawowa zalets jest tatwos¢ §ledzenia zmian ilo-
$ciowych i jako$ciowych na kazdym etapie choroby, bez
narazania pacjentéw na inwazyjne pobieranie mate-
riatu do badan. Obecnie duze nadzieje wiaze sie z wyko-
rzystaniem pozakomdrkowych czasteczek miRNA jako
biomarkerédw w prognozowaniu skutecznos$ci leczenia
ukierunkowanego molekularnie, zwtaszcza opartego
o IKT EGFR.

Ogromny postep technologiczny, jaki dokonat sie
w czasie ostatniej dekady w metodologii wykrywania
i identyfikacji miRNA, zwtaszcza technikami wysoko
przepustowymi jak sekwencjonowanie nowej generacji,
rozpoczal nowg ere badan translacyjnych, umozliwia-
jac obiektywna analize juz nie pojedynczych, lecz wielu
miRNA jednocze$nie tworzacych epigenetyczny profi-
raka ptuca. Nie mniejsze znaczenie ma rozwdj narzedzi
bioinformatycznych, potrzebnych do analizy ogromnej
liczby surowych danych, klasyfikacji rodzin miRNA oraz
przewidywania ich potencjalnych genéw docelowych.
Wydaje sie oczywiste, ze wszelkie eksperymenty majace
na celu zrozumienie patomechanizméw choroby nowo-
tworowej przyblizaja nas do przetozenia wynikéw badan
laboratoryjnych na praktyke kliniczna.
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