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W ostatnich 25 latach nastapit intensywny rozwéj biologii
molekularnej, ktéry przetozyt sie na szybki postep badan
podstawowych i translacyjnych nad mechanizmami
kancerogenezy, co z kolei zaowocowato opracowaniem
nowych strategii terapeutycznych z wykorzystaniem
lekéw ukierunkowanych na konkretne cele molekularne
w komorce nowotworowej. W przypadku nowotworéw
ptuc przetomem byty zidentyfikowanie ré6znic miedzy
typami i podtypami histologicznymi réwniez na pozio-
mie molekularnym oraz koncepcja raka ptuca jako cho-
roby o podtozu genetycznym. Od tej pory nieodtgcznym
partnerem onkologii klinicznej pozostaje diagnostyka
molekularna, ktéra wiasnie przezywa renesans zwigzany
zwdrazaniem nowej generacji technologii analitycznych
(ryc. 1). Kazdego roku ukazuja sie tysigce artykutéw na-
ukowych prezentujacych odkrycia z zakresu biologii ko-
mérki na poziomie molekularnym, weryfikowane sg stare
hipotezy i tworzone sg nowe, ktére stawiajg wyzwania
przed kolejnymi grupami badawczymi. Aktualizowana
jest takze wiedza stanowigca fundament biologii mole-
kularnej — definicje podstawowych poje¢ dotyczacych
kwaséw nukleinowych i proceséw z nimi zwigzanych,
struktury i funkcji genu czy zjawisk genetycznych i epi-
genetycznych regulujacych synteze biatka w komorce
prawidtowej i nowotworowej.

Wiapomosct ONKOLOGICZNE W PiGutce. Rak Pruca NR 1/2019

iologia molekularna to dziedzina biologii, ktéra bada

przebiegiregulacje podstawowych proceséw zycio-
wych komérki na poziomie czasteczek, czyli molekut, ze
szczeg6lnym naciskiem na oddziatywania miedzy kwa-
sami nukleinowymi (DNA i RNA) a biatkami, jak réwniez
na ich biosynteze i funkcjonowanie. Naukowcy prowa-
dzacy badania z zakresu biologii molekularnej stosuja
szereg metod typowych dla swojej dziedziny: techniki
PCR (ang. polymerase chain reaction, reakcja fanncuchowa
polimerazy), sekwencjonowanie DNA, elektroforeze zelo-
wa. Bardzo czesto korzystaja takze z technik analitycznych
oraz wiedzy zinnych dziedzin, przede wszystkim genetyki,
biochemii i biofizyki. Ostatnie lata to okres wyfaniania
sie specjalizacji biologii molekularnej — poswieconych
badaniu okreslonych struktur, zjawisk czy obszaréw tema-
tycznych, przyktadowo genetyki molekularnej, inzynierii
genetycznej, genomiki, transkryptomiki, epigenetyki, pro-
teomiki, bioinformatyki. Rozwdj technik biologii moleku-
larnej pozwolit ponadto na wyodrebnienie nowej gatezi
diagnostyki medycznej — diagnostyki molekularnej.

iagnostyka molekularna opiera sie przede wszyst-

kim na analizie struktury kwaséw nukleinowych.
Pozwala rozpoznawa¢ choroby uwarunkowane niepra-
widtowa budowaq i funkcja gendw (np. obecnoscia mu-
tacji genowych) i oceniac predyspozycje do wystapienia
pewnych schorzen w ciggu zycia (np. dziedziczna predys-
pozycja do raka piersi). Pomaga tez podejmowac decyzje
kliniczne, dotyczace wyboru i przebiegu leczenia na pod-
stawie statusu ilosciowego i/lub jakosciowego okreslo-
nych markeréw genetycznych (np. terapia inhibitorami
kinazy tyrozynowej EGFR u chorych na NDRP - niedrob-
nokomérkowego raka ptuca), czyli miejsc w sekwencji
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jadrowego DNA. Diagnostyka molekularna czerpie zme-
todykiirezultatéw badan podstawowych i translacyjnych
z zakresu biologii molekularnej oraz nowych technologii
analitycznych, ktére sa optymalizowane i walidowane
w warunkach laboratoryjnych z myslg o zastosowaniu
w przypadkach konkretnych patologii celem uzupetnienia
klinicznego rozpoznania choroby. Wobec dostepnosci
nowych terapii ukierunkowanych molekularnie (terapii
celowanych) w szeregu choréb nowotworowych, wtgcza-
jac NDRP, diagnostyka molekularna wraz z rozpoznaniem
patomorfologicznym odgrywaja kluczowa role w kwali-
fikacji pacjentéw do réznych schematéw terapeutycz-
nych i okreslaniu mechanizmu nabytej opornoscilekowej
w trakcie progresji choroby, ktéry ma znaczenie przy wy-
borze kolejnej linii leczenia. Przedmiotem molekularne-
go badania diagnostycznego jest struktura i/lub funkcja
gendw o szczegdlnym znaczeniu w patomechanizmie
danej choroby, co mozna wykorzystac jako biomarker
diagnostyczny, predykcyjny lub prognostyczny.

en to pojecie uzywane powszechnie w biologii

i medycynie, niemniej jego definicja nie jest jedno-
znaczna ani ostatecznie ustalona. Termin ,gen” wpro-
wadzit botanik Wilhelm Johannsen w 1909 roku - jako
pojecie teoretyczne zwigzane z koncepcja dziedziczenia
cech opracowang przez Grzegorza Mendla w roku 1866.
Mendel pisat o jednostkach dziedzicznosci i zauwazat,
ze gamety maja takich jednostek po 50%, a jednostki
moga miec charakter dominujacy, recesywny badz mie-
szany. Johannsenowski termin ,gen” zastgpit wszystkie
wczesniej stosowane okreslenia: jednostki’, ,elementy”,
~czynniki wptywajace na dziedziczenie cech”iinne o po-
dobnym znaczeniu. Obecnie definicja genu rozwijana
jest na dwéch poziomach - jako gen ewolucyjny oraz
gen molekularny.

W ujeciu ewolucyjnym geny to podstawowe jednostki
dziedzicznosci, bedace konkurujagcymi odcinkami kwa-
su nukleinowego i zajmujgce $cisle okreslone miejsca
w chromosomie, czyli locus (przyktadowo zapis ,locus
6p21.3" nalezy rozumie¢ nastepujaco: 6 — numer chro-
mosomu, p — krétkie ramie chromosomu, 2 - region na
danym ramieniu chromosomu, 1 - prazek w danym regio-
nie, widoczny pod mikroskopem, 3 — pozycja subprazka
w badaniu cytogenetycznym), ktérych reprezentacja
w kolejnych pokoleniach ulega zmianie (zgodnie z pra-
wami Mendla). W okreslonym locus mogga sie znalez¢é rézne
warianty zwigzanego z nim genu (réznigce sie sekwencjg
nukleotydéw w DNA), nazywane allelami. Istnienie wiecej
niz jednej wersji danego genu okresla sie jako polimor-
fizm. Dzieki zdegenerowaniu kodu genetycznego (jeden
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aminokwas moze by¢ kodowany przez kilka kodondw,
inaczej trypletéw nukleotydowych, np. kodony GGC, GGA,
GGG koduja glicyne w sekwencji DNA i mRNA), tylko czes¢
wspomnianych réznic przektada sie na réznice w budo-
wie kodowanych biatek. Wptywa to na zréznicowanie
wiasciwosci czasteczek biatka kodowanego przez rézne
allele jednego genu. Gen ewolucyjny jest przedmiotem
badan genetyki klasycznej, populacyjnej i medycznej,
ktéra bada przyczyny i sposéb przekazywania choréb
dziedzicznych.

W diagnostyce molekularnej choréb nowotworowych
za geny uwaza sie odcinki DNA ulegajace ekspresji reali-
zowanej przez synteze RNA lub biatek, a wiec uznawana
jest tu przede wszystkim koncepcja genu molekular-
nego. Wiekszos¢ gendédw eukariotycznych znajduje sie
w jadrze komérkowym, w DNA chromosomow, istniejg
jednak geny zawarte w DNA mitochondriéw (u ssakéw
DNA mitochondrialny jest dziedziczony w linii matczynej,
co powoduje segregacje genéw niezgodng z prawami
Mendla - dziedziczenie pozachromosomowe). Ze wzgle-
du nafunkcje rozréznia sie geny struktury (strukturalne),
zawierajgce informacje o syntezie biatek, i geny regulato-
rowe (regulatory), regulujace aktywnos¢ genu struktury.

U organizmoéw eukariotycznych sekwencja genu
czesto jest nieciagta i sktada sie z odcinkéw kodujacych
- egzondw (inaczej eksondw), zawierajacych wiasciwg
informacje o budowie biatka w postaci kolejno utozonych
kodonéw, odpowiadajacych sekwencji aminokwaséw
w biatku - ktére przedzielone sg niekodujgcymi odcinkami
DNA, intronami. Najnowsze badania wskazuja na udziat
intronéw w regulacji procesu syntezy biatek.

kspresja genu (ang. gene expression) to wieloetapowy,

ztozony proces biochemiczny, w ktérym informacja
genetyczna zawarta w genie zostaje odczytana i prze-
pisana na jego produkty - biatka lub r6zne formy RNA.
W pierwszym etapie ekspresji genu, podczas transkrypdji,
zachodzi przepisywanie informacji zawartej w jadrowym
(lub mitochondrialnym) DNA na RNA, ktéry stanowi ro-
bocza kopie informacji genetycznej, transportowang
z jadra do cytoplazmy komorki, gdzie zachodzg dalsze
etapy syntezy biatka (ryc. 2). Zanim jednak RNA opu-
$ci jadro komoérkowe, pierwotny transkrypt, nazywany
pre-mRNA i bedacy wierna kopia sekwencji danego genu
w jadrowym DNA (zawiera zaréwno egzony, jak i introny),
poddawany jest szeregowi modyfikacji enzymatycznych,
w ktérych wyniku introny s usuwane, a egzony - taczone
w ciggta ni¢ mRNA w procesie splicingu. Niekiedy eg-
zony z pre-mRNA tacza sie ze soba na rézne sposoby,
niekoniecznie po kolei (wedtug genu), z pominieciem
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Poziomy ekspresji

Przebieg ekspresji genu

Epigenetyczna regulacja

genu w komorce ekspresji genu
Genom [—} Ekson 1 intron Ekson 2 intron Ekson 3 intron Ekson 4 intron Ekson n .
G DNA DD D Metylacja DNA
enw
Ekson 1 . Ekson2 . Ekson 3 . Ekson4 . Eksonn
intron intron intron intron
Transkryptom AL iiiay Ly aa PR
Pre-mRNA Obrébka potranskrypcyjna
NH, NH,
Ekson 1 Ekson 2 ihian i ston 4 Eksonn Splicing Hfi’i @({l
Eksom e ¥ No N
Ekson1  Eksonn Ekson4 Ekson 3 Ekson 2 Splicing
mRNA Jqd ro e alternatywny cytozyna 5-metylocytozyna
Eam v
Transport mRNA
Cytoplazma
MRNA ekl mikroRNA
! (=
Translacja TR DRNA LT
Degradacja mRNA Zahamowanie translacji
Proteom

&R,
TS

Funkcjonalne biatko

Modyfikacja potranslacyjna

Przebieg ekspresji genu w komodrce z uwzglednieniem najwazniejszych epigenetycznych mechanizméw

regulacyjnych

niektérych egzonéw albo z zachowaniem niektérych in-
tronéw (splicing alternatywny), dzieki czemu z jednego
genu moze powstac wiecej niz jedna czasteczka mRNA,
a w efekcie — wiele réznych biatek.

Kolejnym kluczowym etapem ekspresji genu jest
translacja, czyli przepisanie informacji genetycznej za-
wartej w roboczej kopii kodu genetycznego na sekwencje
aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym tworza-
cych konkretng strukture biatka. Nowo powstate biatka
poddawane sg licznym potranslacyjnym modyfikacjom
biochemicznym, ktére warunkuja ich wtasciwosci che-
miczne, fizyczne, stabilnosc¢ i aktywnos¢ enzymatyczna.
Modyfikacja potranslacyjna jako nastepny - po alterna-
tywnym splicingu - sposéb na zwiekszenie liczby réznych
biatek kodowanych przez jeden gen, moze obejmowac
nastepujace procesy: proteolize (proteazy usuwaja zbed-
ne fragmenty), N-acetylacje, N-metylacje, N-formylacje
(dotaczenie grupy acetylowej, metylowej i formylowej),
hydroksylacje (dotaczenie grupy hydroksylowej —OH),

LL

fosforylacje (aktywacja biatka przez dotaczenie grupy
fosforanowej), glikozylacje (enzymatyczne przytaczenie
reszt cukrowych) czy ubikwitynacje (przytaczenie ubikwi-
tyny i pdzniejsza degradacja). Zakfada sie, ze sekwencja
jednego genu moze by¢ zrédtem az 100 roznych biatek.

Ekspresja genu moze podlegac regulacji na kaz-
dym z etapdw za pomoca rozmaitych mechanizméw,
np. poprzez sekwencje regulatorowe genu, biatka wia-
z3ce DNA, metylacje DNA, niekodujacy RNA (mikroRNA,
IncRNA i inne). Dwa ostanie mechanizmy regulatorowe
sg przedmiotem szczegdlnego zainteresowania biologéw
molekularnych w kontekscie zjawisk epigenetycznych
zwigzanych z procesem kancerogenezy — zaréwno w ba-
daniach podstawowych, majacych na celu poznanie roli
tych mechanizméw w wyciszaniu ekspresji genéw su-
presji nowotworowej (ang. tumor suppressor gene, TSG),
jak i w badaniach translacyjnych, ukierunkowanych na
rozwoj nowych biomarkeréw molekularnych, specyficz-
nych wzgledem danego typu nowotworu.

Wiapomosct ONKOLOGICZNE W Pigutce. Rak Pruca NR 1/2019
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enom to termin okreslajacy jadrowy materiat ge-

netyczny zawarty w podstawowym (haploidalnym)
zespole chromosomoéw. Genom obejmuje nie tylko geny
(regiony kodujace biatka), ale tez catos¢ niekodujacego
DNA zlokalizowanego miedzy genami. Niewielka cza-
steczka mitochondrialnego DNA, ktéra koduje 37 ge-
néw odpowiedzialnych za prawidtowe funkcjonowanie
taricucha oddechowego w komérce, zwykle nazywana
jest genomem mitochondrialnym. Analiza genomu da-
nego organizmu zajmuje sie dziedzina biologii mole-
kularnej zwana genomika. Podstawowym narzedziem
analizy genomu jest metoda sekwencjonowania DNA.
Obecnie wykorzystuje sie przede wszystkim techniki se-
kwencjonowania nowej generacji (ang. next-generation
sequencing, NGS), pozwalajace na odczytanie sekwencji
catego genomu w ciggu jednego cyklu pracy urzadzenia.
Wyniki sekwencjonowania DNA poddawane s analizie
bioinformatycznej.

ranskryptom to zestaw wszystkich czasteczek RNA

(transkryptéw) obecny w okreslonym momencie
w komorce, grupie komoérek lub organizmie, eksom — og6t
sekwencji kodujacych gendw, czyliegzonédw w jadrowym
DNA, ulegajacy transkrypcji do mRNA (po usunieciu intro-
néw) i translacji do postaci funkcjonalnych biatek, a pro-
teom - zestaw biatek wystepujacych w komérce, biatkowy

odpowiednik genomu. W przeciwienstwie do genomoéw,
transkryptomy i proteomy nieustannie zmieniaja sie pod
wzgledem iloscii skladu w odpowiedzi na rézne czynniki.
Badaniami transkryptomu i proteomu zajmujg sie dzie-
dziny nauki nazywane odpowiednio transkryptomika
i proteomika. Badania transkryptomiczne polegaja naj-
czesciej na okreslaniu poziomu ekspresji genoéw - ilosci
ich transkryptéw w komaérkach. Do badan wykorzystuje
sie czesto techniki pozwalajace na wykrywanie i ocenianie
tysiecy typéw czasteczek RNA, pochodzacych z réznych
gendéw, np. mikromacierze RNA (ang. RNA microarray)
oraz techniki NGS zwane RNAseq. W diagnostyce mole-
kularnej nowotworéw wykrywa sie i analizuje zaburzenia
molekularne w genach na wszystkich poziomach ich eks-
presji — od DNA, przez mRNA, do poziomu biatka; coraz
czesciej stosowane sg tu wysokoprzepustowe techniki
sekwencjonowania genomowego (ang. whole-genome
sequencing, WGS) i eksomowego (ang. whole-exome se-
quencing, WES), oparte na metodzie NGS (tabela 1).

rojekt poznania ludzkiego genomu (ang. Hu-
man Genome Project; https://www.genome.gov/)
to ukonczony w 2003 roku, miedzynarodowy program
naukowy, majacy na celu poznanie sekwencji wszystkich
komplementarnych par zasad tworzacych ludzki genom.
Celem projektu byto nie tylko odczytanie miliardéw par

Zaburzenia molekularne

Poziom ekspresji
genu

Mutacje genowe Rearanzacje genow Amplifikacja genéw
gen EGFR, BRAF, KRAS, ALK ALK, ROST, RET, FGFR MET, FGFR
FISH FISH
sekwencjonowanie DNA MLPA
DNA
real-time PCR (qPCR) real-time PCR
NGS (targeted sequencing) NGS NGS
RT-qPCR RT-qPCR . RT-gPCR .
RNA (transkrypty fuzyjne) (nadekspresja mRNA)
NGS (RNA-Seq) NGS (RNA-Seq)
I(I;::zeciwcia’ro specyficzne IHC IHC
biatko N ) (ekspresja biatka fuzyjnego) (nadekspresja biatka)

spektrometria mas

Metody diagnostyki molekularnej raka ptuca z podziatem na poziomy ekspresji genu oraz typ wykry-

wanych zaburzen genetycznych

Wiapomosct ONKOLOGICZNE W PiGutce. Rak Pruca NR 1/2019
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komplementarnych zasad skfadajacych sie na DNA czto-
wieka z minimalnym prawdopodobienstwem btedu, lecz
takze zidentyfikowanie i zliczenie funkcjonalnych genéw
(m.in. dzieki charakterystycznym sekwencjom promotoro-
wym, zlokalizowanym przed regionem kodujagcym w ge-
nie). Liczbe genéw kodujacych biatka oszacowano wtedy
na okoto 22 300, a wielkos¢ genomu ludzkiego - na okoto
3,2 mld par zasad. Ponadto odkryto, ze w ludzkim geno-
mie jest znacznie wiecej tzw. segmentowych duplikacji
DNA (powtarzajacych sie fragmentéw DNA o prawie iden-
tycznej sekwencji), niz pierwotnie zaktadano. Ukonczenie
Human Genome Project przez dwa niezalezne zespoty
badawcze i opublikowanie danych nie tylko stanowito
naukowy przetom w dziedzinie genetyki cztowieka, ale
takze znaczaco przyczynito sie do rozwoju metod biologii
molekularnej oraz stworzyto fundamenty wspotczesnej
genomiki i bioinformatyki. Rozpoczeto wéwczas szereg
kolejnych ambitnych przedsiewzie¢ naukowych, majacych
na celu zweryfikowanie poprzednich wynikéw, pogtebie-
nie uzyskanej wiedzy dzieki nowoczesniejszym, wydaj-
niejszym i tanszym w eksploatacji technikom badawczym
(rozwéj technik sekwencjonowania genomowego, nowe
metody edycji genomu) oraz roztozenie dziatar na kilka
rownolegtych projektéw - skupionych wokdt zmiennosci
genomu ludzkiego w $wiatowych populacjach, analizy
proteomu czy poznania réznic miedzy genomami 0oséb
zdrowych i chorych na rézne typy nowotworéw.
Miedzynarodowa inicjatywa badawcza The 1000
Genomes Project (w skrécie: 1KGP; http://www.inter-
nationalgenome.org/), rozpoczeta w 2008 roku, ma na
celu zsekwencjonowanie genoméw co najmniej tysigca
anonimowych uczestnikéw, przedstawicieli réznych grup
etnicznych, m.in. ludu Jorubéw z Nigerii, kenijskich Ma-
sajow, Japonczykow, Chinczykéw, Peruwianczykéw czy
Wtochoéw zamieszkujacych Toskanie. Gtéwnym celem
projektu jest stworzenie mapy zmiennosci genetycznej
cztowieka, ktorg bedzie mozna wykorzystywaé w bada-
niach nad genetycznymi uwarunkowaniami wielu choréb
i czestoscia ich wystepowania w populacjach. Jeszcze
wiekszym wyzwaniem wydaje sie The 100.000 Genomes
Project (https://www.genomicsengland.co.uk/), prowa-
dzony z inicjatywy rzadu Wielkiej Brytanii od 2012 roku
projekt badawczy, ktérego celem jest zsekwencjonowanie
ponad 100 tys. genomoéw oséb cierpigcych na réznego
rodzaju choroby, przede wszystkim rzadkie, nowotworo-
we i zakazne. W grudniu 2018 roku ogtoszono ukorcze-
nie sekwencjonowania ostatniego ze 100 tys. genomow.
Z kolei The Human Proteome Project (w skrocie: HPP)
to zbiorcza nazwa wielu przedsiewzie¢ badawczych ko-
ordynowanych przez Human Proteome Organization.
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Maja one na celu lepsze poznanie ludzkiego proteomu,
szczegolnie pod katem funkgji biatek, miejsca ich syntezy
i dziatania w organizmie (np. w watrobie, mézgu, krwi)
oraz zwiagzku z patologiami. Obecnie wielkos¢ ludzkiego
proteomu referencyjnego szacuje sie na 73 931 biatek,
zktérych ponad 2/3 to produkty alternatywnego splicin-
gu (co ttumaczy, dlaczego liczba biatek jest kilkakrotnie
wieksza od liczby genéw).
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