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1. Ocena czynników predykcyjnych w raku
płuca 

Postęp w zakresie onkologii klinicznej, w tym w tera-
pii raka niedrobnokomórkowego płuca (NDRP), zapo-
czątkował poszukiwania czynników predykcyjnych
pomocnych w identyfikacji grupy pacjentów mogących
odnieść korzyści z leczenia inhibitorami receptora naskór-
kowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor receptor –
EGFR). W terapii celowanej zaawansowanego NDRP,
zgodnie z aktualnymi zaleceniami ASCO 2010, można
zastosować inhibitory kinazy tyrozynowej EGFR (EGFR-
TKI) – erlotynib lub gefitynib – natomiast w raku nie-
płaskonabłonkowym – bewacyzumab lub pemetre ksed.
Pomimo obiecujących wyników badań z przeciwciałem
monoklonalnym przeciw EGFR (największe badanie
FLEX) [1, 2] – cetuksymabem – w chwili obecnej lecze-
nie to nie zyskało rekomendacji  [3, 4]. 

Poniższe wytyczne odnoszą się do najważniejszych
czynników predykcyjnych w NDRP: 
• dokładnego określenia typu histologicznego NDRP

zarówno w materiale histologicznym, jak i cytologicz-
nym,

• oceny ekspresji białka EGFR,
• określenia liczby kopii genu EGFR,
• stwierdzenia mutacji genu EGFR,
• wykrycia mutacji genu KRAS.

Do dokładnie poznanych czynników predykcyjnych
zalicza się również cechy kliniczne – lepszą odpowiedź na
leczenie EGFR-TKI stwierdza się u kobiet, osób niepalą-
cych i chorych rasy azjatyckiej. Analiza w wyżej wymie-
nionych podgrupach wykazała pośród nich częstsze
występowanie gruczolakoraków oraz niemal trzykrotnie
zwiększoną liczbę mutacji genu EGFR. Fakt ten uzasad-
nia znamiennie lepszą odpowiedź na leczenie u tych
pacjentów.

2. Ocena typu histologicznego raka płuca

Przez ostatnie kilkadziesiąt lat w diagnostyce raka
płuca wystarczające było stwierdzenie, czy dany nowo-
twór płuca ma charakter pierwotny czy też przerzutowy,
oraz określenie, czy jest to rak drobnokomórkowy czy
niedrobnokomórkowy. Terapia NDRP była jednakowa
bez względu na typ histologiczny raka płuca. Na wybór
leczenia wpływ miał przede wszystkim stopień zaawan-
sowania nowotworu, decydujący o jego operacyjności,
natomiast chemioterapia i radioterapia były podobne. 

Wprowadzenie terapii celowanej i różnice w odpowie-
dzi na leczenie (27% w gruczolakorakach vs 7% w pozo-

stałych NDRP) [5–7] w poszczególnych typach histolo-
gicznych spowodowały konieczność ich dokładnego
określenia zarówno w materiale tkankowym, jak i cyto-
logicznym. Ocena typu histologicznego na podstawie
wycinków tkankowych, pomimo heterogenności utkania
nowotworowego, w zdecydowanej większości jest możli-
wa. Szczegółowe kryteria oceny przedstawiono w roz-
dziale Klasyfikacja histopatologiczna raka płuca.

Materiał cytologiczny stwarza większe trudności dia-
gnostyczne. Do jego oceny konieczna jest dokładna zna-
jomość kryteriów oraz wykorzystanie immunohistoche-
mii. Zagadnienia te omówiono w rozdziale Diagnostyka
cytologiczna raka płuca.

3. Ekspresja naskórkowego czynnika wzrostu

Ekspresja białka EGFR oceniana metodą immunohi-
stochemiczną (IHC) była uważana za pierwszy czynnik
predykcyjny odpowiedzi na leczenie inhibitorami EGFR.
Sukces terapii celowanej w raku piersi, uwzględniającej
określony za pomocą IHC status receptorów steroido-
wych oraz HER2, stał się wzorcem do przeniesienia
metody w odniesieniu do ekspresji EGFR w raku jelita
grubego i NDRP. Wyniki większości badań nie wykaza-
ły jednak ścisłego związku pomiędzy nadekspresją EGFR
a kliniczną aktywnością inhibitorów EGFR. Próby usta-
lenia jednolitej skali oceny ekspresji EGFR, w tym wpro-
wadzenie skali Hybrid-score uwzględniającej intensyw-
ność odczynu (0–4) i odsetek wybarwionych komórek
(0–100%), jak również dokładne określenie progu odcię-
cia, nie miały istotnego wpływu na wyodrębnienie grupy
pacjentów w kwalifikacji do leczenia [8]. W raku jelita
grubego cetuksymab wykazywał aktywność u pacjentów
również z immunohistochemicznie EGFR-ujemnym
nowotworem [9]. Podobnie w badaniach prospektyw-
nych II fazy z panitumumabem odpowiedź na leczenie
nie różniła się znamiennie statystycznie w grupach
pacjentów z ekspresją wysoką, umiarkowaną lub bra-
kiem ekspresji EGFR [10, 11].

W NDRP nadekspresja EGFR miała niewielki wpływ
na różnice w przebiegu leczenia zarówno w badaniu
BR.21 (HR = 0,68, p = 0,02) [12, 13], jak i w badaniu
ISEL z gefitynibem (HR = 0,77, p = 0,13) [14].
W badaniu europejskim FLEX [2] u pacjentów z immu-
nohistochemicznie EGFR-dodatnim wynikiem, u któ-
rych stosowano chemioterapię w połączeniu z cetuksy-
mabem, uzyskano dłuższe przeżycia, natomiast
w lustrzanym badaniu na populacji amerykańskiej
(BMS/Imclone 099) nie odnotowano różnic w odpowiedzi
na leczenie w zależności od poziomu ekspresji EGFR [15].
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Ograniczenia oznaczeń immunohistochemicznych
wynikają zarówno z rodzaju, jak i sposobu pobierania
materiału [16, 17]. Większość stanowi materiał cytolo-
giczny, który niejednokrotnie jest jedynym dostępnym
materiałem pobieranym w celu weryfikacji rozpoznania
klinicznego. W trakcie biopsji aspiracyjnej oraz podczas
wykonywania rozmazu zwykle błony komórkowe ule-
gają częściowemu uszkodzeniu. Z tej przyczyny nie-
możliwa jest wiarygodna ocena ekspresji błonowego
odczynu EGFR, a wyniki ujemne mogą być w znacz-
nym odsetku niemiarodajne i w rzeczywistości błędnie
ujemne (ryc. 1.). 

Podsumowując – zgodnie z aktualnymi wynikami
zakończonych badań klinicznych w raku jelita grubego
oraz płuca immunohistochemiczna ocena EGFR nie jest
optymalną metodą identyfikacji chorych, którzy mogą
odnieść korzyści z terapii anty-EGFR. 

4. Liczba kopii genu EGFR

Gen EGFR stosunkowo rzadko ulega amplifikacji
i metodą fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (fluorescence
in situ hybridization – FISH) zwiększoną liczbę kopii genu
wraz z polisomią (wynik FISH-dodatni) wykrywa się
u 25–40% pacjentów z NDRP, płaskonabłonkowym
rakiem głowy i szyi oraz rakiem jelita grubego. Pierwsze
obiecujące wyniki uzyskano w badaniu II fazy z gefityni-

bem w zaawansowanym NDRP – u pacjentów z dodat-
nimi wynikami FISH w porównaniu z chorymi z ujem-
nymi FISH stwierdzono odpowiednio znamiennie wyższe
odsetki odpowiedzi na leczenie (36 vs 3%), dłuższy czas
do progresji choroby (9,0 vs 2,5 miesiąca) oraz dłuższe

D

Rycina 1. Immunohistochemiczne oznaczenie EGFR. A – gruczolakorak, cytologia, 3+, 400×; B – gruczolakorak, materiał pooperacyjny,
2+, 400×; C – NDRP NOS, materiał oligobiopsyjny, 2+, 200×; D – płaskonabłonkowy, materiał pooperacyjny, 3+, 200×

Rycina 2. Ocena liczby kopii genu EGFR (A, B – wynik dodatni,
C, D – wynik ujemny)
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średnie całkowite przeżycie (18,7 vs 7,0 miesiąca) [18].
W badaniach z randomizacją porównujących wyniki
leczenia z zastosowaniem EGFR-TKI lub placebo –
BR.21 i ISEL – uzyskano znamiennie wyższe odsetki
odpowiedzi na leczenie w grupach pacjentów z guzami
FISH-dodatnimi, odpowiednio 20 vs 2% oraz 16 vs 3%
[14, 17]. W leczeniu przeciwciałem monoklonalnym
przeciw EGFR – cetuksymabem – różnice w osiąganych
średnich całkowitych przeżyciach w zależności od wyni-
ku FISH wynoszą 7 vs 15 miesięcy (SWOG) [16]. Mniej
spektakularne różnice w całkowitych przeżyciach zaob-
serwowano podczas chemioterapii zaawansowanego
NDRP, w której dodawano lub nie cetuksymab (BMS
099, FLEX) [2, 7, 15]. Bez względu na sposób leczenia
w kilku badaniach stwierdzono, że zwiększona liczba
kopii genu EGFR ma niezależną niekorzystną wartość
predykcyjną przebiegu choroby.

Złożonym zagadnieniem jest sposób oceny liczby
kopii genu. Wiele sprzeczności w wynikach badań kli-
nicznych było związanych z różnicami w kryteriach oce-
ny i kwalifikacji wyniku jako dodatniego. Obecnie przy-
jęto kryteria Colorado (University of Colorado Cancer
Center) (ryc. 2.). Uwzględniają one sześć kategorii bazu-
jących na zwiększającej się liczbie kopii genu EGFR. Za
wyniki dodatnie przyjmuje się te z: dużą liczbą kopii
genu (≥4 kopie genu na komórkę w ≥40% komórek),
amplifikacją genu (skupiska kopii genu i stosunek liczby
sygnałów gen/chromosom ≥2 na komórkę lub ≥15 kopii
genu na komórkę w ≥10% komórek), natomiast za
ujemne: z brakiem lub małą liczbą dodatkowych kopii
genu (≥4 kopie genu na komórkę w <40% komórek)
[19, 20]. 

Ocena liczby kopii genu metodą FISH możliwa jest
z materiału pooperacyjnego, oligobiopsji lub cytologii po
odwirowaniu i zatopieniu w parafinie (cell-block). Na
jakość oceny metodą FISH wpływają etapy wstępnej
obróbki materiału, m.in. utrwalanie materiału w roztwo-
rze zbuforowanej formaliny przez 24–48 godz. Do badań
wykorzystywane są niebarwione skrawki parafinowe
o grubości 4 μm, naniesione na dodatnio naładowane
(silanizowane) szkiełka podstawowe. Tak przygotowane
preparaty umieszczane są na noc w cieplarce w tempera-
turze 65°C w celu mocniejszego przytwierdzenia skraw-
ka do podłoża. Do identyfikacji obszarów roboczych na
preparatach używa się skrawków zabarwionych hema-
toksyliną-eozyną (HE). Kolejne etapy są przeprowadzane
zgodnie z zaleceniami producenta zestawu do oznaczania
genu EGFR, a kryteria oceny wyników zgodne z reko-
mendacjami Colorado.

5. Ocena statusu genu EGFR

Aktualnie leczenie ukierunkowane na EGFR stosuje
się u pacjentów z zaawansowanym i przerzutowym nie-
drobnokomórkowym rakiem płuca. Odkrycie mutacji
EGFR miało duży wpływ na podjęcie intensywnych
badań nad rolą tych mutacji w patogenezie choroby,
rokowaniu i wrażliwości na leczenie. Dotychczas wyod-
rębniono szereg mutacji somatycznych w domenie kina-
zowej EGFR, lecz ponad 90% z nich dotyczy eksonów
18, 19, 20 i 21 [21]. W kilku niezależnych grupach

badawczych potwierdzono, że częstość występowania
mutacji EGFR pozostaje w ścisłym związku z takimi
cechami klinicznymi, jak rasa (10–20% u pacjentów ze
Stanów Zjednoczonych i Europy vs 30–60% z Azji), płeć
żeńska, niepalenie tytoniu i typ histologiczny (najczęstsze
w gruczolakorakach) [22, 23]. Występowanie powyż-
szych cech w wielu badaniach klinicznych było silnie
związane z wrażliwością na EGFR-TKI, gefitynib i erlo-
tynib, oraz z bardzo dobrą odpowiedzą na stosowanie
tych leków zarówno w pierwszej, jak i drugiej linii che-
mioterapii [24–26]. Najnowsze wytyczne ASCO i ESMO
z 2010 r. dotyczące terapii celowanej w NDRP jedno-
znacznie wskazują, że obecność jednej z somatycznych
mutacji aktywujących EGFR należy uznać za najbardziej
wiarygodny czynnik predykcyjny odpowiedzi na leczenie
EGFR-TKI [3, 4, 27, 28]. Obowiązującym kryterium
podania gefitynibu lub erlotynibu w monoterapii, w tym
również w pierwszej linii chemioterapii, oprócz oceny sta-
nu klinicznego pacjenta jest zatem stwierdzenie mutacji
EGFR. Wyniki badań klinicznych z użyciem cetuksyma-
bu, monoklonalnego przeciwciała skierowanego przeciw
EGFR, świadczą natomiast o jego niewielkim wpływie na
poprawę wskaźników odpowiedzi na leczenie, w tym
wydłużenie czasu przeżycia całkowitego [2, 15].

5.1. Przygotowanie materiału biologicznego 
do oceny statusu genu EGFR

Materiał biologiczny do oceny mutacji genu EGFR
obejmuje materiał cytologiczny utrwalony lub świeży,
pobierany metodą biopsji transtorakalnej pod kontrolą
tomografii komputerowej, przezoskrzelowych wymazów
szczoteczkowych, przezoskrzelowej aspiracyjnej biopsji
cienkoigłowej pod kontrolą ultrasonografii, materiał
tkankowy oligobiopsyjny (wycinek pobierany podczas
bronchoskopii) i pooperacyjny.

Bez względu na sposób uzyskania i typ materiału
cytologicznego lub histologicznego obligatoryjne kryte-
ria kwalifikacji do wykonania oznaczenia statusu genu
EGFR obejmują:
• typ histologiczny – wyłącznie gruczolakorak i NDRP

not otherwise specified (NOS), bez raka płaskonabłoko-
wego, 

• ilość materiału diagnostycznego – preparaty muszą
zawierać nie mniej niż 50% utkania nowotworowego
lub 50% komórek w przypadku rozmazu cytologicz-
nego. 

5.1.1. Przygotowanie materiału tkankowego 
pooperacyjnego i oligobiopsyjnego

Materiał tkankowy pooperacyjny i oligobiopsyjny
wymaga:
• utrwalenia w 10-procentowej zbuforowanej formalinie

(4-procentowy roztwór wodny aldehydu mrówkowego
zbuforowany do pH = 7,2) przez 24–48 godz.,

• pobrania wycinków z guza i zatopienia w bloczkach
parafinowych,

• oceny histopatologicznej z ustaleniem rozpoznania,
• wyboru odpowiedniego bloczka parafinowego,
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• skrojenia bloku parafinowego z wybranym wycinkiem
do probówki PCR,

• przekazania do pracowni biologii molekularnej.
Jeśli znaczną część bloczka stanowi utkanie nienowo-

tworowe, należy wyciąć ten fragment i przetopić bloczek
tak, by uzyskać jak największy odsetek utkania nowo-
tworowego w materiale (makrodysekcja). Idealnym roz-
wiązaniem jest wykonanie mikrodysekcji, tzn. wycięcie
wiązką lasera pod kontrolą mikroskopową fragmentu
zawierającego utkanie nowotworowe. W chwili obecnej
metoda ta nie jest powszechnie dostępna.

5.1.2. Przygotowanie materiału cytologicznego utrwalonego

Materiał cytologiczny utrwalony wymaga:
• standardowego wykonania preparatów barwionych HE,
• wybrania reprezentatywnego rozmazu,
• odklejenia szkiełka nakrywkowego w ksylenie,
• „zeskrobania” materiału komórkowego ze szkiełka

podstawowego za pomocą sterylnego skalpela do pro-
bówki PCR zawierającej nośnik, zgodnie z instrukcja-
mi producenta,

• przekazania do pracowni biologii molekularnej maksy-
malnie do 48 godz. od „zeskrobania”.

5.1.3. Przygotowanie materiału cytologicznego świeżego

Materiał cytologiczny świeży wymaga:
• wykonania z tego samego nakłucia co najmniej dwóch

rozmazów cytologicznych, które rutynowo poddawane
są utrwaleniu, oraz pobrania pozostałego materiału
„w igle” do probówki PCR zawierającej nośnik, zgod-
nie z instrukcjami producenta,

• przechowywania w lodówce w temperaturze 2–8°C,
maksymalnie przez 48 godz.; jeśli materiał ma być
przechowywany dłużej, należy go zamrozić (tempera-
tura poniżej –10°C),

• potwierdzenia rozpoznania histopatologicznego z roz-
mazów utrwalonych,

• przekazania zabezpieczonego materiału do pracowni
biologii molekularnej.

6. Metodyka oceny statusu genu EGFR

Ocena statusu genu EGFR wymaga izolacji DNA oraz
oznaczenia mutacji. W wyniku procedury walidacyjnej
przyjęto odpowiednie metody izolacji DNA. Ze względu
na pochodzenie większości materiału (materiał tkankowy
pooperacyjny, utrwalony w blokach parafinowych) do izo-
lacji stosowany jest zestaw ze zmodyfikowaną procedurą
izolacji materiału zatopionego w parafinie. Stężenie otrzy-
manego DNA mierzone jest na spektrofotometrze, czy-
stość DNA jest sprawdzana przez badanie stosunku
absorbancji przy γ = 260 i 280 nm. W zależności od wyj-
ściowej ilości tkanki otrzymuje się od kilku do kilkudzie-
sięciu μg DNA. Współczynnik czystości A260/A280
otrzymanego DNA mieści się między 1,8 a 2,0. Do oce-
ny mutacji genu EGFR opracowano procedury uwzględ-
niające wykorzystanie technologii bezpośredniego
sekwencjonowania DNA. Metodyka jest zoptymalizowa-
na do analizy DNA pochodzącego z bloków parafinowych
(poddegradowane DNA). W badanych preparatach oce-
niany jest ekson 18, 19, 20 i 21 genu EGFR (ryc. 3.).

7. Interpretacja wyników

Występowanie somatycznych mutacji aktywujących
w jednym z ocenianych eksonów (18, 19, 20 i 21) genu
EGFR stanowi molekularne potwierdzenie zasadności
podania inhibitora kinaz tyrozynowych. Brak mutacji
genu EGFR wymaga indywidualnego rozważenia poten-
cjalnych korzyści dla pacjenta z leczenia wg alternatyw-
nych schematów terapeutycznych (ryc. 4.). 

8. Ocena mutacji KRAS

Szlak RAS-RAF-MEK uczestniczy w przekazywaniu
sygnałów „poniżej” EGFR, jak również w innych szla-
kach prowadzących do rozrostu komórek nowotworo-
wych. Aktywujące mutacje KRAS występują w niedrob-
nokomórkowym raku płuca (głównie gruczolakorakach),
praktycznie nigdy nie współistnieją z mutacjami w kina-
zowych domenach EGFR i HER2 oraz towarzyszą opor-
ności na leczenie inhibitorami EGFR [29–31]. Większość
mutacji KRAS w raku gruczołowym płuca to wywoływa-
ne paleniem tytoniu transwersje G na T (substytucja
puryny za pirymidynę) w eksonie 12 (u 90% chorych)
lub eksonie 13 [32]. Odrębny profil mutacji KRAS, na
który składają się mutacje prowadzące do tranzycji G na
A, wykryto niedawno u chorych na raka gruczołowego,
którzy nigdy nie palili tytoniu, ale jego znaczenie czyn-
nościowe pozostaje nadal nieznane [33]. Aktualne reko-
mendacje ASCO i ESMO z 2010 r. nie zalecają rutyno-
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Rycina 3. Najczętsze typy mutacji w genie (delecja E746_A750
i mutacja L858R)
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wej oceny mutacji KRAS celem kwalifikacji chorych do
leczenia celowanego.

Podziękowania dla prof. dr. hab. n. med. Janusza Siedlec-
kiego i mgr. inż. Andrzeja Tysarowskiego z Zakładu Biologii
Molekularnej Centrum Onkologii – Instytutu w Warszawie za
pomoc w opracowaniu tych zaleceń. 
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