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Streszczenie: Rak płuca jest wysoce śmiertelnym nowotworem wśród pacjentów obu płci na świecie. 
Wśród jego licznych typów histologicznych dominuje niedrobnokomórkowy rak płuca (NSCLC). 
Leczeniem, które w porównaniu z chemioterapią opartą na pochodnych platyny zapewnia lepszą 
jakość życia oraz wydłużenie całkowitego czasu przeżycia jest terapia celowana z zastosowaniem 
inhibitorów kinazy tyrozynowej (TKI). Jej stosowanie zasadne jest wyłącznie w przypadku wystąpi-
enia w tkance guza zmian genetycznych w obrębie genów takich jak EGFR czy ALK. Alternatywą 
dla klasycznej biopsji tkankowej może być zastosowanie „płynnej biopsji”, obejmującej analizy 
genetyczne jej elementów tj. krążących komórek nowotworowych (CTC), krążącego wolnego DNA 
(cfDNA) oraz egzosomów. Precyzyjne metody oceny mutacji aktywujących i opornościowych 
w genach elementów „płynnej biopsji” przyczynią się do odpowiedniego doboru i monitoringu tera-
pii celowanej u pacjentów z NSCLC bez konieczności wykonywania inwazyjnej biopsji tkankowej.

Słowa kluczowe: niedrobnokomórkowy rak płuca, mutacje EGFR, fuzje ALK, inhibitory kinazy ty-
rozynowej, terapia celowana, płynna biopsja, krążące komórki nowotworowe (CTC), krążące wolne 
DNA (cfDNA), egzosomy 

Summary: Lung cancer is a highly lethal cancer among patients of both sexes worldwide. Among its 
numerous histological types, non-small cell lung cancer (NSCLC) dominates. Targeted therapy with 
tyrosine kinase inhibitors (TKI) is a treatment that, compared to chemotherapy based on platinum 
derivatives, provides a better quality of life and prolongs overall survival. Its use is justified only 
in the case of genetic changes in genes such as EGFR or ALK in the tumor tissue. An alternative to 
classical tissue biopsy can be the use of a “liquid biopsy” involving genetic analyzes of its elements, 



414 K. BUSZKA, P. KAMIŃSKA, J. BUDNA-TUKAN

i.e., circulating tumor cells (CTC), circulating free DNA (cfDNA), and exosomes. Accurate methods 
of assessing activating and resistance mutations in the genes of the “liquid biopsy” components will 
contribute to the appropriate selection and monitoring of targeted therapy in patients with NSCLC 
without the need for invasive tissue biopsy.

Keywords: non-small cell lung cancer, EGFR mutations, ALK fusions, tyrosine kinase inhibitors, target-
ed treatment, liquid biopsy, circulating tumor cells (CTC), circulating free DNA (cfDNA), exosomes

NIEDROBNOKOMÓRKOWY RAK PŁUCA

CHARAKTERYSTYKA CHOROBY
Rak płuca był w 2020 roku drugim najczęściej wykrywanym (11,4%) oraz 

najśmiertelniejszym nowotworem wśród pacjentów obu płci na świecie – z jego 
powodu zmarło prawie 1,8 miliona osób [6]. Rak płuca stanowi bardzo niejedno-
rodną grupę, w której skład wchodzi ponad 50 podtypów histomorfologicznych 
[1-3]. Wśród nich dominują niedrobnokomórkowy rak płuca (ang. non-small cel 
lung cancer, NSCLC) oraz drobnokomórkowy rak płuca (ang. small cell lung 
cancer, SCLC). Znaczna przewaga, bo aż 85% chorych, jest dotkniętych NSCLC, 
z których najczęstszymi podtypami histologicznymi są gruczolakoraki (ang. lung 
adenocarcinoma, LUAD) i raki płaskonabłonkowe (ang. lung squamous cell car-
cinoma, LUSC). Podczas gdy gruczolakoraki wywołane są czynnikami środowi-
skowymi i uwarunkowane genetycznie, raki płaskonabłonkowe są bardzo silnie 
skorelowane z paleniem tytoniu [10, 18, 33].

Liczne badania przyczyniły się do polepszenia diagnostyki raka płuca, jed-
nakże nadal ponad połowa pacjentów diagnozowana jest w stadium przerzutów. 
Na wczesnym etapie zaawansowania klinicznego (I lub II stopień), kiedy moż-
liwa jest całkowita resekcja guza, NSCLC jest wykrywany u niewielkiej liczby 
pacjentów. W znacznie przeważającej części przypadków (ponad 60% chorych) 
rozpoznanie choroby następuje w momencie, kiedy choroba jest już miejscowo za-
awansowana lub przerzutowa (III i IV stopień) [33]. Obecność przerzutów znacz-
nie obniża szansę na skuteczne wyleczenie choroby, z 5-letnim czasem przeżycia 
wynoszącym mniej niż 6% [24]. Ponadto, 5-letni czas przeżycia wynosi zaledwie 
57% nawet u pacjentów zdiagnozowanych przed wystąpieniem przerzutów [43]. 
Przyczyną późnej diagnozy raka płuca są niespecyficzne objawy na wczesnym 
etapie choroby oraz brak skutecznych metod diagnostycznych i przesiewowych. 
Dlatego też, nadrzędnym celem jest poszukiwanie narzędzi wczesnej i precyzyj-
nej diagnostyki raka płuca w celu poprawy skuteczności leczenia pacjentów.

TERAPIA
Metodą leczenia NSCLC w I i II stopniu zaawansowania choroby jest chirur-

giczne usunięcie guza. Taka metoda leczenia nie jest często praktykowana w stop-
niu III i IV ze względu na obniżoną szansę przeżycia zabiegu u pacjentów z tak 
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zaawansowaną formą choroby. W ich przypadku przeżywalność kolejnych 5 lat 
wynosi 25%, z kolei pacjentów z pierwszej grupy – 70%. U pacjentów, u których 
choroba jest bardziej zaawansowana standardowym postępowaniem jest leczenie 
ogólnoustrojowe lekami cytotoksycznymi. Niestety obecnie stosowana standar-
dowa chemioterapia oparta na pochodnych platyny przynosi niewielkie korzyści 
w zakresie przeżycia pacjentów z zaawansowanym NSCLC, wynoszącym mniej 
niż 2 lata [53].

Leczeniem, które w porównaniu z chemioterapią opartą na pochodnych platy-
ny zapewnia lepszą jakość życia, poprawę przeżycia wolnego od progresji, a nieraz 
wydłużenie całkowitego czasu przeżycia jest terapia celowana z zastosowaniem 
inhibitorów kinazy tyrozynowej (ang. tyrosine kinase inhibitor, TKI). Odmienne 
działanie TKI w porównaniu z chemioterapią powoduje odmienny profil toksycz-
ności. Występowanie skutków ubocznych po terapii TKI obserwuje się 70% cho-
rych. Niemniej jednak, zmiany skórne, biegunka, osłabienie i hepatotoksyczność, 
będące najczęściej występującymi działaniami niepożądanymi, mają łagodne lub 
umiarkowane nasilenie i są odwracalne. Efekty uboczne, charakterystyczne dla 
chemioterapii (wymioty, zahamowanie czynności szpiku kostnego) są tutaj znacz-
nie rzadziej obserwowane. Jedynym, potencjalnie śmiertelnym skutkiem ubocz-
nym terapii TKI jest śródmiąższowa choroba płuc (ang. interstitial lung disease, 
ILD) ale występuje ona bardzo rzadko [38].

Najczęściej stosowanymi lekami z grupy TKI są odwracalne inhibitory (gefi-
tynib i erlotynib), inhibitor drugiej generacji (afatynib), który poprzez kowalencyj-
ne wiązanie nieodwracalnie blokuje przenoszenie sygnałów z receptorów EGFR, 
HER2 i HER4, a także inhibitor trzeciej generacji (ozymetrynib), który może być 
z powodzeniem stosowany u pacjentów z mutacją opornościową EGFR. Wszyst-
kie powyższe TKI zostały zatwierdzone do użytku przez Amerykańską Agencję 
Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration, FDA) [32, 41, 46].

MUTACJE GENÓW EGFR ORAZ ALK
Wśród zidentyfikowanych zmian genetycznych uznawanych za czynniki in-

dukujące powstawanie guzów w NSCLC, kaskada ERK/MAPK stanowi jedną 
z najważniejszych. Do złośliwej transformacji i zmian ekspresji genów u pacjen-
tów z rakiem płuca prowadzą m.in. występujące w tej kaskadzie mutacje aktywu-
jące genu EGFR [32, 42].

Receptor naskórkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor re-
ceptor, EGFR) jest receptorem transbłonowym, który po dimeryzacji aktywuje 
kinazy tyrozynowe, odgrywając ważną rolę w procesach biologicznych takich 
jak proliferacja, migracja komórek czy apoptoza. W wyniku wystąpienia mutacji 
w EGFR następuje utrata kontroli komórki nad tymi procesami, prowadząc do 
transformacji nowotworowej. Dlatego też u pacjentów chorujących na NSCLC 
z obecną mutacją EGFR chemioterapia zastępowana jest leczeniem celowanym 
z zastosowaniem TKI [12]. 
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Wśród dotąd opisanych mutacji EGFR największe znaczenie mają delecja 
w egzonie 19 genu, L858R oraz T790M. Delecja w egzonie 19 zachodzi w ram-
ce zawierającej reszty aminokwasowe 746-750 białka, mutacja L858R polega na 
substytucji jednego nukleotydu, powodując zastąpienie leucyny argininą w kodo-
nie 858 egzonu 21 [26], z kolei mutacja T790M polega na zastąpieniu treoniny 
metioniną w pozycji 790 egzonu 20 [47]. Obecność ostatniej z nich jest głównym 
mechanizmem nabytej oporności na leczenie afatynibem. W takim wypadku ko-
nieczna staje się zmiana środka leczniczego na ozymertynib, który w przypad-
ku EGFR T790M dodatnich potencjalnie umożliwia przedłużenie leczenia bez 
konieczności włączenia chemoterapii [19,44]. Niemniej jednak, niebezpieczeń-
stwem tego schematu leczenia jest możliwość wystąpienia kolejnej mutacji opor-
nościowej w EGFR – L792, polegającej na zastąpieniu leucyny w kodonie 792 
egzonu 20 fenyloalaniną, tyrozyną lub histydyną [8].

U około 5% chorych na NSCLC dochodzi również do rearanżacji genu ALK 
(ang. anaplastic lymphoma kinase). Polegają one najczęściej na inwersji chro-
mosomu 2, która prowadzi do fuzji z genem EML4 (ang. echinoderm microtu-
bule-associated protein-like 4) – EML4-ALK. Oprócz EML4 w NSCLC wykryto 
ponad 19 różnych genów, mogących tworzyć fuzję z ALK. Są to m.in. KIF5B, 
KLC1 i TPR [15]. U większości pacjentów z NSCLC, będących nosicielami tych 
fuzji, zastosowanie znajduje TKI kryzotynib. W przypadku najczęstszej fuzji 
EML4-ALK stosuje się ponadto certynib, brygatynib i alektynib. Leki te charakte-
ryzują się wyższym odsetkiem odpowiedzi na leczenie w stosunku do klasycznej 
chemioterapii (np. 74% względem 45% w przypadku kryzotynibu) i znacznym 
złagodzeniem objawów choroby [45].

Materiałem do identyfikacji wszystkich opisanych wyżej mutacji jest tkanka 
guza. Aby ją pozyskać konieczne są inwazyjne biopsje, które mogą być nieko-
rzystne dla zdrowia pacjenta i trudne do wykonania oraz zabiegi operacyjne [13, 
17, 20, 37, 54].

PŁYNNA BIOPSJA ORAZ METODY 
JEJ DETEKCJI I CHARAKTERYSTYKI

Wczesne wykrycie choroby oraz określenie jej stadium zwiększa szanse pa-
cjentów nowotworowych na skuteczne leczenie, a co za tym idzie długie życie. 
Trafne postawienie diagnozy zależy od zastosowania odpowiednich metod dia-
gnostycznych. Istotne jest, aby cechowały się one jak najwyższą czułością, specy-
ficznością oraz małą inwazyjnością. W raku płuca najczęściej stosuje się biopsje 
tkankowe. Ich wadą jest jednak inwazyjność, niejednokrotnie  niejednoznaczność 
oraz ryzyko odmy opłucnowej lub krwotoku. Dlatego też poszukiwane są alterna-
tywne metody diagnostyczne. Rozwiązaniem może okazać się zastosowanie tzw. 
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„płynnej biopsji”, która zamiast we fragmencie tkanki nowotworowej pozwala na 
wykrycie choroby, dobór terapii oraz monitorowanie jej efektów w próbce krwi 
obwodowej pacjenta. Metoda ta obejmuje detekcję oraz charakterystykę krążą-
cych komórek nowotworowych (ang. circulating tumor cells, CTC), wolnych krą-
żących kwasów nukleinowych (ang. circulating free DNA, cfDNA), egzosomów 
oraz płytek krwi edukowanych przez nowotwór (ang. tumor-educated platelets, 
TEP). W aspekcie oceny mutacji najczęściej wykorzystywane są CTC, cfDNA 
oraz egzosomy [22, 39].

KRĄŻĄCE KOMÓRKI NOWOTWOROWE
Obecność CTC w krwiobiegu pacjenta, wynikająca z oderwania ich od guza 

pierwotnego może być wykorzystana do wczesnej diagnozy choroby, doboru te-
rapii oraz monitorowania jej efektywności [1, 2, 27, 34, 35].

Metody detekcji CTC najczęściej bazują na wykrywaniu obecności charakte-
rystycznych dla nowotworu markerów powierzchniowych. Najczęściej wykorzy-
stywanym antygenem jest EpCAM (ang. epithelial cell adhesion molecule), cha-
rakterystyczny dla nowotworów pochodzenia nabłonkowego, czyli raków. Do tego 
rodzaju metod możemy zaliczyć CellSearch®, AdnaTest, czy metody oparte na 
analizie PCR. Z kolei metody niezależne od markerów powierzchniowych opierają 
się na właściwościach fizycznych CTC, takich jak rozmiar i odkształcalność (tech-
nologia ISET, Cluster-Chip), właściwościach dielektrycznych (DEP Array™, Apo-
Stream®), gęstości (OncoQuick®, Ficoll-Paque®) oraz na jednoczesnym połączeniu 
kilku cech (GEDI chip, RosetteSep system, EPIDROP) [2, 5 ,14 ,22 ,28]. 

Powyższe techniki są metodami oceny in vitro i bazują na analizie krwi obwo-
dowej pobranej od pacjenta. Większość technik opiera się na analizie niewielkich 
(zazwyczaj 10 ml) próbek krwi. Istnieją jednak metody umożliwiające analizę 
CTC w warunkach in vivo. Pierwszą na świecie komercyjną metodą przeznaczoną 
do tego typu analizy jest detektor – CellCollector® (Gilupi GmbH). Polega ona na 
wychwytywaniu CTC bezpośrednio z krwiobiegu pacjenta, poprzez umieszczenie 
w żyle przedramienia drutu medycznego ze stali nierdzewnej pokrytego złotem 
oraz hydrożelową warstwą kowalencyjnie wiążącą przeciwciała anty-EpCAM. 
Podczas 30-minutowej analizy detektor ma kontakt z ok. 1 litrem krwi, co znacz-
nie zwiększa szanse na izolację rzadkich komórek jakimi są CTC [48].

KRĄŻĄCE WOLNE DNA
Kolejnym źródłem informacji o mutacjach i zmianach genetycznych w obrę-

bie guza jest cfDNA. Głównym jego źródłem jest krwiobieg, jednakże jest on 
również obecny w innych płynach ustrojowych, tj. płynie mózgowo-rdzeniowym, 
moczu czy płynie wysiękowym jamy opłucnej. Analizę cfDNA pochodzącego 
z krwi obwodowej można przeprowadzać zarówno na osoczu, jak i surowicy. 
Badania wykazały, że surowica charakteryzuje się wyższymi stężeniami cfDNA, 



418 K. BUSZKA, P. KAMIŃSKA, J. BUDNA-TUKAN

niemniej jednak nie jest ona jego preferowanym źródłem ze względu na potencjal-
ne zanieczyszczenie genomowym DNA [29]. Pomimo, że cfDNA jest szybko de-
gradowane przez nukleazy [52], może odzwierciedlać bieżące, genetyczne zmia-
ny w guzie. Wykazano, że ilość cfDNA korelowała ze stadium nowotworu [3], 
rozmiarem guza [21] oraz obecnością przerzutów [36]. Sugeruje to, że zarówno 
pierwotne, jak i wtórne zmiany genetyczne w guzie znajdują swoje odzwiercie-
dlenie w cfDNA. Informacja ta jest szczególnie cenna w aspekcie monitorowania 
przebiegu i efektywności zastosowanej terapii. Technikami stosowanymi do izo-
lacji i analiz cfDNA są metody tj. FISH (ang. fluorescence in situ hybridization), 
ddPCR (ang. droplet digital PCR) oraz NGS (ang. next generation sequencing).

EGZOSOMY
Egzosomy to zewnątrzkomórkowe pęcherzyki o wielkości od 30 do 100 nm. 

Wykrywane są we krwi pacjentów z różnymi typami nowotworów i składają się 
m.in. z białek i kwasów nukleinowych. Poprzez analizę zmian molekularnych 
w ich elementach (mutacje, fuzje genów lub warianty splicingu) można okre-
ślić m.in. progresję guza. Podwójna warstwa lipidowa egzosomów utrudnia ich 
oczyszczenie w porównaniu z CTC i cfDNA, jednakże wpływa ona na stabilność 
ich zawartości, co teoretycznie pozwala na lepszą identyfikację pochodzenia guza, 
zmian genetycznych w jego obrębie oraz potencjalnej oporności na leczenie. Inną 
zaletą egzosomów jest ich znacznie wyższe stężenie w płynach biologicznych, 
w tym we krwi, w porównaniu z CTC czy cfDNA [4]. Egzosomy mogą być izo-
lowane poprzez ultrawirowanie, wirowanie na gradiencie gęstości lub na podsta-
wie obecności specyficznych markerów błony egzosomalnej (białka tetraspani-
ny – CD63, CD9 oraz CD81) [39]. Analizę wyizolowanych egzosomów można 
przeprowadzić w sposób szybki i dokładny przy użyciu elektrochemicznych i flu-
orescencyjnych technologii, wykorzystujących wiązanie z użyciem przeciwciał, 
aptamerów czy nanomateriałów, z różnymi platformami testowymi [4]. 

UŻYTECZNOŚĆ WYBRANYCH ELEMENTÓW PŁYNNEJ 
BIOPSJI W ANALIZIE MUTACJI GENÓW EGFR I ALK

KRĄŻĄCE KOMÓRKI NOWOTWOROWE
Analizę mutacji w genie EGFR przeprowadzono zarówno w pojedynczych 

CTC jak i większej ich liczbie. DNA wyizolowany z CTC został namnożony przy 
użyciu WGA (ang. whole genome amplification), a następnie przeanalizowany 
pod względem występowania mutacji w obrębie EGFR przy użyciu dPCR (ang. 
digital polymerase chain reaction) oraz ARMS (ang. amplification refractory mu-
tation system). Sama obecność CTC okazała się być skorelowana z wystąpieniem 
raka płuc. W badaniu wykryto je u 61,5% chorych w wysokim stopniu zaawan-
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sowania choroby, podczas gdy wśród pacjentów z jej łagodnym przebiegiem lub 
zdrowych ochotników nie wykryto ich wcale. Na poziomie pojedynczych CTC 
wskaźnik wykrywalności mutacji EGFR był niski (16,67%). Niemniej jednak, 
czułość wykrycia tej mutacji wzrastała proporcjonalnie do liczby CTC w anali-
zowanej próbce. Na poziomie 10 CTC u 4 badanych pacjentów wykryto mutacje 
EGFR, które były spójne z mutacjami wykrytymi w pobranych tradycyjnymi me-
todami tkankach (Tab. 1) [54].

Identyfikacja mutacji EGFR szczególnie przydatna jest podczas terapii NSCLC 
z zastosowaniem TKI w celu stwierdzenia potencjalnej oporności na dany lek i za-
stąpienia go innym, skuteczniejszym [19]. Mutację opornościową T790M w NSCLC 
można w sposób nieinwazyjny wykryć poprzez analizę RNA zawartego w CTC. Do 
ilościowego określenia transkryptów we wzbogaconych CTC stosuje się metodę 
ddPCR z odwrotną transkryptazą (ang. reverse transcription ddPCR, RT-ddPCR). 
Wykonane analizy potwierdziły status mutacji stwierdzony za pomocą metod dia-
gnostycznych opartych na klasycznych biopsjach tkankowych [49]. 

TABELA 1. Analiza spójności mutacji EGFR w CTC i tkance guza [54]
TABLE 1. Analysis of the consistency of EGFR mutations between CTCs and tumor tissue [54]

Pacjent Ilość CTC
Rodzaj mutacji EGFR

Dopasowanie
tkanka CTC

1
10 L858R L858R Tak

9 L858R L858R Tak

2
10 19del 19del Tak

4 19del N Nie

3
10 N N Tak

3 N N Tak

4
10 L858R L858R Tak

3 L858R G719X Nie

Konkretne mutacje można też wykrywać w pojedynczych CTC pozyskanych 
z krwi pacjentów, poprzez zastosowanie laserowej mikrodysekcji komórek (ang. 
laser cell microdissection, LCM). Wykrycie delecji w egzonie 19 umożliwia tech-
nika WGS (ang. whole genome sequencing), zaś detekcji mutacji L858R i T790M 
dokonuje się poprzez PCR sekwencyjny. W 95% pojedynczych CTC otrzymanych 
przy użyciu LCM udało się zidentyfikować jedną z powyższych, trzech mutacji. 
Delecję egzonu 19 stwierdzono w 55% przypadków, mutację L858R w 85%, zaś 
T790M – 45%. Niemniej jednak, sekwencjonowanie wykazało, że w przebiegu 
reakcji dochodzi do wypadania alleli (ang. allelic drop-out), co uniemożliwia wy-
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krycie mutacji w 80% amplifikonów. Wskazuje to na przewagę analiz pojedyn-
czych CTC względem ich grup [40].

Dokładnej detekcji mutacji w egzonie 19 i 21 EGFR w CTC dokonać można 
również przy użyciu sekwencjonowania metodą Sangera. Proces ten jest poprze-
dzony potwierdzeniem obecności mutacji w EGFR poprzez PCR z odpowiednio 
zaprojektowanymi starterami oraz elektroforezę [50]. 

KRĄŻĄCE WOLNE DNA
Analiza mutacji EGFR w cfDNA może charakteryzować się nawet większą 

użytecznością kliniczną niż w CTC [51]. W badaniach przeprowadzonych przez 
Li i wsp. mutację EGFR wykrywano w cfDNA pacjentów z zaawansowanym ra-
kiem płuca. Zastosowanie ddPCR oraz ARMS-PCR (ang. amplification refractory 
mutation system PCR), charakteryzujących się wysoką specyficznością, okazało 
się być dobrą metodą genotypowania, uzupełniającą lub nawet alternatywną dla 
biopsji tkankowej. Ponadto, genotypowanie osocza z użyciem ddPCR, charak-
teryzujące się minimalną liczbą wyników fałszywie dodatnich, może okazać się 
łatwym rozwiązaniem w praktyce klinicznej [25]. 

Wykazano również, że cfDNA może służyć do wykrycia mutacji opornościo-
wej L792 w EGFR, za pomocą NGS. Detekcja tej mutacji jest istotna w przypad-
ku pacjentów z NSCLC leczonych TKI ozymetrynibem, gdyż jej obecność może 
skutkować opornością na ten preparat [16]. 

Kolejną zaletą analizy cfDNA jest możliwość wykrycia fuzji genu ALK. Za 
pomocą NGS, w badaniu przeprowadzonym przez Cui i wsp., fuzję EML4-ALK 
wykrywano z czułością na poziomie 54,2%, swoistością 100% i dokładnością 
71,8%. Czułość w przypadku pacjentów bez odległych przerzutów wynosiła 
28,6%, natomiast w przypadku pacjentów z odległymi przerzutami – 64,7%. Do-
wodzi to, że ta nieinwazyjna metoda stanowi dobrą alternatywę dla trudnych do 
wykonania biopsji tkankowych, w zakresie wykrywania fuzji genu ALK u pacjen-
tów w zaawansowanym stadium NSCLC [11]. 

Wykazano, że NGS jest trafionym narzędziem do detekcji fuzji ALK nie tylko 
z genem EML4. U pacjentów z zaawansowanym NSCLC dokonano detekcji fuzji 
ALK z zastosowaniem klinicznego testu Guardant360® (Guardant Health, Inc.), opar-
tego na sekwencjonowaniu cfDNA nowej generacji. Najczęściej identyfikowanym 
genem, który ulegał fuzji z ALK był EML4 (85,4%), jednakże badanie umożliwiło 
także identyfikację innych genów, łączących się z ALK, tj. STRN (6%) oraz KCNQ, 
KLC1, KIF5B, PPM1B i TGF (łącznie 8,3%). Badanie to potwierdziło, że komplek-
sowe sekwencjonowanie cfDNA pozwala na szeroką identyfikację fuzji ALK [30].

EGZOSOMY
Ze względu na ich wysokie stężenie we krwi, do detekcji mutacji EGFR 

charakterystycznych dla NSCLC mogą posłużyć także egzosomy [4]. Istnieje 
możliwość połączenia w trakcie analizy egzosomalnego RNA/DNA z cfDNA, 
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w celu otrzymania tzw. exoNA. Takie połączenie może mieć szczególne znacze-
nie w momencie, gdy ilość kopii cfDNA w krwiobiegu pacjentów jest zbyt niska, 
aby zidentyfikować mutację. Do analizy exoNA może być wykorzystana technika 
NGS lub qPCR. W przypadku NGS (EXO1000) czułość przy detekcji mutacji ak-
tywujących EGFR wyniosła 98%, zaś w przypadku mutacji opornościowej EGFR 
T790M – 90%. Przy zastosowaniu qPCR do wykrycia mutacji T790M EGFR czu-
łość wynosiła aż 92% [7, 23].

Egzosomalne RNA pochodzące od pacjentów z NSCLC posłużyło również do 
identyfikacji transkryptów fuzyjnych EML4-ALK. Poza zastosowaniem exoRNA 
badania sugerują, że analiza konkretnych mikro RNA (miRNA), pochodzących 
z egzosomów może dostarczać informacji prognostycznych w zaawansowanym 
stadium NSCLC [31]. Wykazano, że profil ekspresji miRNA jest powiązany z po-
stępem choroby i rokowaniem [9]. Obecność miRNA-208a oraz miRNA-1246 
powiązano z opornością na radioterapię, obecność miRNA-221-3p i 222-3p – 
z dobrą odpowiedzią na ozymetrynib u pacjentów z mutacją EGFR, natomiast 
zmniejszoną ilość (ang. downregulation) miRNA-373 i miRNA-512 ze złym ro-
kowaniem w chorobie [31]. Ponadto, podwyższony poziom miRNA-181a powią-
zano z wrażliwością NSCLC na cisplatynę, podczas gdy podwyższony poziom 
miRNA-630 z opornością na ten typ leczenia. Obecnie brak jest jednak danych 
wiążących ekspresję poszczególnych miRNA z opornością na leczenie inhibitora-
mi ALK (ang. anaplastic lymphoma kinase inhibitors, ALKi) [9].

PODSUMOWANIE

„Płynna biopsja” jest coraz powszechniej stosowanym narzędziem diagnostycz-
nym, które umożliwia wczesne rozpoznanie NSCLC, trafny dobór terapii celowa-
nej oraz ocenę jej skuteczności. Starania badaczy koncentrują się obecnie na roz-
woju technik izolacji i charakterystyki elementów płynnej biopsji, ze szczególnym 
uwzględnieniem CTC, cfDNA oraz egzosomów. Precyzyjne metody oceny mutacji 
aktywujących i opornościowych w genie EGFR elementów „płynnej biopsji” przy-
czynią się do odpowiedniego doboru i monitoringu terapii celowanej pacjentów 
z NSCLC bez konieczności wykonywania inwazyjnej biopsji tkankowej. 
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