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Streszczenie

Niepowodzenia leczenia nowotworow gtowy i szyi wiqzq si¢ z wystgpowaniem lokalnych
i odlegtych przerzutow, wznowy lokalnej i rozwojem drugich pierwotnych nowotworow. Po-
niewaz rutyna kliniczna wykazuje umiarkowang przydatnosc w predykcji dalszego rozwoju
choroby nowotworowej, sigga si¢ po analize molekularng i subkomorkowq. Nie ma jasnosci,
czy wyzszq wartos¢ informacyjng ma analiza samego guza, czy tez marginesu chirurgiczne-
go, uznanego histologicznie za prawidtowy. W artykule przedyskutowano potencjat zawarty
w analizie mutacji genu TP53 i innych genow, hipermetylacji regionéw promotorowych wy-
branych genow i niestabilnosci sekwencji mikrosatelitarnych do celow predykcyjnych. Wska-
zano na analize mutacji i ekspresji TP53 jako najbardziej wiarygodnego czynnika predykcyj-
nego, jednoczesnie wskazujgc na ograniczenia technik molekularnych.

Stowa kluczowe: raki glowy i szyi, prognoza choroby, margines operacyjny, techniki
molekularne, gen TP53.

Abstract

Failure of the treatment in head and neck cancer is connected with local and distal tumor
metastases, local recurrence and formation of second primary tumors. Clinical procedures
have a limited applicability to a prediction a further progression of the tumor. Hence an
attention has turned towards molecular and subcellular analyses. It is not clear yet, which
of the analyses would provide a better prognostic information, that in primary tumor itself
or in the histologically normal surgical margin. An informative potential of the analysis of
TP53 gene mutations, hypermethylation of promoters of the chosen genes and instability of
microsatellite sequences for disease prognosis is reviewed. While TP53 mutation profile and
gene expression appear to be the most reliable prognostic factors, the limitations of using the
molecular techniques are discussed.

Key words: head and neck cancer, disease prognosis, molecular analysis, surgical
margin, molecular analyses, gene TP53.

(Postepy w chirurgii glowy i szyi 2009; 3: 56-62)

Wprowadzenie

W przypadku nowotworéw ztosliwych w obrebie
glowy i szyi gtéwnymi czynnikami majacymi wpltyw
na prognoze sa mozliwos¢ radykalnego chirurgicznego
usunigcia zmiany oraz brak lub obecnos¢ przerzutéw
do okolicznych weziéw chlonnych. W pierwszym
przypadku o radykalnosci méwi sig, jesli zachowano
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margines niezmienionej histologicznie btony sluzowe;j.
Wielkos¢ tego marginesu podlega ré6znym wpltywom
(np. topografia zmiany i jej rozlegtos¢, zajecie tkanek
bardzo istotnych dla funkcji zyciowych chorego,
wspoltistnienie zmian przednowotworowych o innym
umiejscowieniu) i jest — obok zmian w uktadzie chton-
nym — waznym parametrem determinujgcym podejscie
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do radioterapii nastgpowej. Nalezy wspomnieé row-
niez, ze istniejg réznice prognostyczne zwigzane z pier-
wotnym umiejscowieniem zmiany. Wiadomo, ze guzy
T1 krtani rokujg lepiej niz raki dna jamy ustnej i gardta.
Obok rutynowego badania barwienia hematoksyling
i eozyng (HE), na podstawie ktérego mozna ocenié
obrzeze zmiany, tzw. czysty margines, bardzo przydat-
ne sg badania ultrastrukturalne pod mikroskopem elek-
tronowym, pozwalajace na ocen¢ frontu naciekania
nowotworowego, rodzaju komorek, ich dojrzatosci
i indeksu mitotycznego. Na podstawie piSmiennictwa
wydaje si¢, ze ocena ta moze by¢ niewystarczajaca ja-
ko gtéwne kryterium diagnostyczne i prognostyczne.
Jest to o tyle istotne, ze dla niektérych lokalizacji no-
wotworu przezywalnos¢ 5-letnia nie przekracza 27%
[1, 2]. Z tego powodu ciagle poszukuje si¢ nowych me-
tod diagnostycznych.

Ostatnio w piSmiennictwie pojawia si¢ coraz wigcej
prac dotyczacych wplywu zmian w obrgbie marginesu
tkanki nowotworowej na powstawanie wznéw nowo-
tworowych zaréwno o charakterze miejscowym, jak
i regionalnym, rozwoju drugich pierwotnych nowotwo-
réw oraz ognisk satelitarnych [3-5]. Mowiac o czystym
marginesie, najczesciej ma si¢ na mysli oceng histolo-
giczng preparatéw barwionych HE, a w niektérych
przypadkach poszerzong o barwienia immunohistoche-
miczne oceniajace ekspresje biatka TP53 czy innych
biatek regulujacych cykl komérkowy, np. cykliny DI.
Kolejnym niezwykle cennym badaniem jest ocena ul-
trastrukturalna guza w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym. Dotyczy to frontu naciekania nowotwo-
rowego, liczby podziatéw (indeks mitotyczny), rodzaju
komérek i ich dojrzatosci. Ocena ta wnosi kolejne istot-
ne informacje oraz umozliwia precyzyjng diagnostyke
marginesu resekcyjnego. Material poddany ocenie ul-
trastrukturalnej jest nastgpnie oceniany technikami bio-
logii molekularnej. Wazna jest informacja od patologa,
ze wybrano wlasciwy fragment resekcyjny, zawieraja-
cy liczb¢ komérek nowotworowych w przedzia-
le 70-80%. Material ten i tzw. margines resekcyjny
moze by¢ dalej poddany ocenie cytogenetycznej i mo-
lekularne;.

Mimo postepu metod diagnostycznych, wyleczal-
nos¢ nowotworéw krtani pozostaje na wzglednie nie-
wysokim poziomie, nie zmieniajac si¢ w wigkszym
stopniu w ostatnich dekadach. Wsréd przyczyn takiego
stanu rzeczy wymienia si¢: czestg tendencje do wzno-
wy procesu nowotworowego, formowanie drugich
pierwotnych nowotworéw oraz powstawanie przerzu-
tow do okolicznych weziéw chtonnych. Jednoczesnie
obserwuje si¢ rownolegly postgp badan podstawowych,
a zwlaszcza biologii molekularnej, ktéra wyjasnita wie-
le aspektéw podatnosci na nowotwory glowy i szyi,
mechanizmy choroby nowotworowej i przyczynita si¢
znaczaco do powstania terapii celowanej [6-9]. W tej
sytuacji zwrécono uwage na wykorzystanie ustalen ko-
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moérkowych 1 molekularnych do opracowania marke-
rOw przebiegu choroby nowotworowej, w tym progno-
zowania tendencji do wznowy i powstawania drugich
nowotworéw pierwotnych. Zasadniczo badania idg
w dwdch kierunkach. W pierwszym usituje si¢ rozpo-
znaé, czy charakterystyka samego guza zawiera w so-
bie informacje¢ o dalszym przebiegu choroby. Drugie
podejscie skupia si¢ na analizie molekularnej otoczenia
guza, uznanego histologicznie za tkanke prawidlowa.
Celem artykutu jest przedstawienie i ocena obecne-
go stanu badai nad przydatnoscig analizy marginesu
guza, usuwanego w trakcie zabiegu chirurgicznego
i tym samym dost¢gpnego do dalszych badan. Wartos¢
diagnostyczna samego guza zostanie oméwiona tylko
poréwnawczo, poniewaz obecnie najpewniejszym spo-
sobem prognozowania choroby jest uwzglednienie cha-
rakterystyki guza w skali TNM wraz ze skalg zréznico-
wania histologicznego (grading — parametr G) [10].
Zabiegi chirurgiczne nowotworu pierwotnego majg
na celu catkowite usunigcie guza z jego umiejscowienia
pierwotnego. Warunek ten jest szczegdlnie istotny, gdy
zastosowana w pierwszym etapie radioterapia lub che-
mioterapia nie przyniosty oczekiwanego efektu tera-
peutycznego. Dla bezpieczeristwa zaleca si¢ usuwanie
guza wraz z marginesem bezpieczenistwa. Praktyka kli-
niczna wskazuje, ze wielkos¢ marginesu w przypad-
kach raka jamy ustnej powinna wynosi¢ 1 cm, a dla ra-
kéw krtani, zwlaszcza w okolicy gtosni, ok. 0,5 cm
[11]. Zalecenie usuwania wraz z nowotworem margine-
su tkanki zdrowej budzi jednak podejrzenie, ze ani
praktyka kliniczna, ani analiza histologiczna nie moga
wykluczy¢ istnienia poza rozpoznanym guzem zmian,
ktére moga zdecydowac o nawrocie choroby, lub po-
wstania nowego ogniska nowotworowego.
Wystepowanie zmian w obrgbie marginesu, okre-
Slanego histologicznie jako tkanka prawidlowa, odkry-
to w badaniach nad uszkodzeniami DNA pod wptywem
kancerogenéw dymu tytoniowego. Wykazano obec-
nos¢é tzw. adduktéw kancerogen : DNA w tkance zdro-
wej otaczajacej guz krtani, a poziomy tych uszkodzen
nie odbiegaty lub wrecz przekraczaty oznaczone w ma-
teriale usuwanego chirurgicznie guza [12, 13]. Obecnie
wiadomo, ze addukty DNA z jednej strony dowodza
aktywnego oddziatywania kancerogen6w z DNA i pod-
nosza ryzyko wystapienia transformacji nowotworo-
wej, z drugiej natomiast sa usuwane przez mechanizm
naprawy DNA i niekoniecznie oznaczaja wstapienie
na nieodwracalng Sciezk¢ nowotworowg [14]. Te same
uwagi dotycza oznaczen poziomu jednoniciowych
przerw w DNA indukowanych pod wptywem kanceroge-
néw [15]. Oznaczanie uszkodzen DNA w formie adduk-
tow DNA, oksydacyjnych czy przerw jednoniciowych
ma wiec ograniczong przydatnos¢ prognostyczng [14].
Dalsze poszukiwania prowadzone sa gtéwnie w ob-
rebie teorii kancerogenezy ptaszczyznowej sformutowa-
nej przez Slaughtera i wsp. juz w 1953 r. Wedtug tej
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ciggle obowiazujacej teorii przewlekla ekspozycja
na dym tytoniowy i pary wysokoprocentowych napo-
jow alkoholowych powoduje powstanie rozleglych
uszkodzeri w blonie sluzowej jamy ustnej i krtani, kto-
re w wyniku pewnego zbiegu okolicznosci moga prze-
ksztalci¢ si¢ w zmiany przednowotworowe, a te nastep-
nie rozwijajg si¢, tworzac ognisko nowotworowe
[16, 17]. Teoria ta doskonale ttumaczy powstanie dru-
gich (mnogich) nowotworéw na bazie rozlegtych
uszkodzeri btony sluzowej, dla ktérej utworzono termin
skazana btona sluzowa (condemned mucosa) [18]. Na-
lezy zaznaczy¢, ze powstala znacznie pdZniej teoria za-
ktadajaca udzial komérek macierzystych w kanceroge-
nezie nie jest sprzeczna z zalozeniem istnienia zmian
molekularnych poza nowotworem pierwotnym [19].

Mutacje genu TP53

W poszukiwaniach molekularnego markera progre-
sji choroby najwigcej uwagi poswigcono genowi TP53
i jego produktowi genowemu o tej samej nazwie. Pro-
dukt genu 7P53 umiejscowionego na krétkim ramieniu
chromosomu 17 (17p13.1) jest wielofunkcyjny i ucze-
stniczy w procesach regulacji cyklu komérkowego,
apoptozy i naprawy DNA. Z punktu widzenia onkoge-
nezy TP53 pelni funkcj¢ przeciwnowotworowego genu
supresorowego [20]. Zainteresowanie tym genem wy-
nika z faktu, ze w wielu chorobach nowotworowych
ulega on inaktywacji i nie wypelnia funkcji supresoro-
wej. Zmutowany gen TP53 wykrywa sie w 50-60%
przypadkéw nowotworéw glowy i szyi [21], a ponadto
mutacje TP53 swiadczg o klonalnym rozwoju tych no-
wotwordow [22]. Istotne bylto jednak wykrywanie muta-
cji TP53 nie tylko w miejscu pierwotnego umiejsco-
wienia nowotworu, lecz w znacznie szerszym obszarze
gérnych drég oddechowych. Franklin i wsp. [23]
wykryli mutacj¢ G > T w kodonie 245 genu 7P53
w 7 na 10 wycinkach z miejsc, gdzie stwierdzono zmia-
ny przednowotworowe.

Na podstawie tych ustaleii Gasparatto i wsp. [24]
zalozyli, ze zmienny profil mutacji (rodzaj, liczba i lo-
kalizacja mutacji) genu TP53 w rakach glowy i szyi
mozna wykorzysta¢ do odréznienia nawrotu choroby,
przerzutowania i drugich pierwotnych nowotworéw.
Zalozono, ze nawroty i przerzuty zachowajg ten sam
profil mutacji, a drugie pierwotne nowotwory mogg
podjaé proces onkogenezy w wyniku wystapienia in-
nych mutacji genu 7P53. W analizowanych pod tym
katem 12 przypadkach, dla 4 z nich potwierdzono iden-
tycznos¢ mutacji dla nawrotéw nowotworu, a w 5 przy-
padkach stwierdzono réznice profilu mutacji. Anali-
za danych klinicznych (poréwnywano materiat
7 guza pierwotnego i zmian nowotworowych stwier-
dzonych po 2 latach od zabiegu) pozwolita na zdiagno-
zowanie nawrotow dla pierwszej grupy, przy rozpozna-
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niu charakteru drugich pierwotnych nowotworéw dla
drugiej grupy.

Wsréd starszych prac warto odnotowaé publikacje
dotyczacg niepowodzeri leczenia nowotworéw glowy
i szyi za pomocg radioterapii lub chirurgii skojarzonej
z radioterapig [25]. W materiale archiwalnym 110 gu-
z6w oznaczono mutacje genu 7P53. Krzywe Kaplana-
-Meyera wykazaly znamiennie wyzszg sktonnosé
do rozwoju przerzutéw do okolicznych weztéw chion-
nych w przypadkach, gdzie wykrywano mutacje genu
TP53, chociaz czas catkowitego przezycia w obu gru-
pach si¢ nie réznil. Zdaniem autoréw, wystepowanie
mutacji genu TP53 w samym guzie — bez potrzeby sig-
gania do marginesu — jest znamiennym wyktadnikiem
zwickszonego ryzyka wystapienia przerzutow nieodle-
glych i okazuje si¢ to zgodne z obecnym rozumieniem
funkcji genu TP53. W innej pracy tego samego zespo-
tu zajeto si¢ mutacjami 7P53 w marginesie pooperacyj-
nym ocenionym histologicznie jako pozbawiony cech
nowotworowych. W materiale pochodzacym od
25 o0s6b operowanych z powodu rakéw glowy i szyi,
w 13 przypadkach wykryto mutacje genu 7P53.
Po 7 mies. stwierdzono nawr6t choroby u 5 z 13 maja-
cych mutacje 7P53 w marginesie, podczas gdy
u 12 chorych bez mutacji nie wystapit nawrét pod-
czas 17-miesi¢cznej obserwacji [26].

Podobne wnioski sformutowano po analizie
54 przypadkéw raka krtani, ktérej dokonali Nathan
i wsp. [27]. Mutacje genu TP53 wykryto w 53% przy-
padkéw w materiale pochodzacym z guza pierwotnego
i w 11% z marginesu opisanego jako histologicznie pra-
widlowy. Mutacje TP53 wystgpowaly wytacznie
w marginesach tych guzéw, ktére byly obarczone mu-
tacjami w pierwotnej lokalizacji. Mimo wykazania po-
zytywnego zwigzku migdzy zwigkszonym ryzykiem
wystgpienia nawrotu a wystepowaniem mutacji 7P53
w marginesie, uwaga autoréw skupita si¢ na sytuacji,
w ktérej nie odnotowano mutacji TP53 w guzie pier-
wotnym. Stwierdzono, ze mutacje protoonkogenu
elF4E w badanym materiale wystgpowaly we wszyst-
kich przypadkach guza pierwotnego i 59% materiatu
pochodzacego z marginesu. Rowniez i tutaj mutacje
w marginesie odpowiadaly mutacjom w guzie pierwot-
nym. Ostatecznie autorzy wnioskuja, Ze mutacje proto-
onkogenu elF4E sa znacznie pewniejszym wskaz-
nikiem wystgpienia nawrotu. Ten typ badan kontynu-
owano, poréwnujac ekspresj¢ bialek eIF4E, TP53
i MMP-9 (metaloproteinaza) w 54 sparowanych (guz
pierwotny + margines) prébkach. Nadekspresje stwier-
dzono, odpowiednio, dla 98, 651 92% guzdéw i stosow-
nie mniejsze wartosci dla marginesu. Tym samym
wskazano na MMP-9 jako kolejny marker prognostycz-
ny bardziej wiarygodny niz 7P53 [28].

Partridge i wsp. [29] poddali analizie grupg¢ licza-
cq 18 chorych leczonych z powodu rakéw jamy ustnej
przez 36 mies. We wszystkich przypadkach margines
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operacyjny oceniono jako histologicznie prawidtowy.
U 6 chorych wykazano nawroty choroby, a u 3 przerzu-
ty do weztéw chtonnych. We wszystkich, oprécz jedne-
go, przypadkach dalszego rozwoju choroby wykryto
mutacje 7P53. Zastosowanie radioterapii w miejscu
guza pierwotnego w przypadkach mutacji 7P53 nie za-
pobiegto nawrotowi choroby. Wedtug autoréw, wykry-
cie mutacji TP53 wraz ze stwierdzeniem kancerogene-
zy plaszczyznowej ttumaczy niepowodzenia leczenia
nowotworéw jamy ustnej.

Czesciowo inne podejscie badawcze zastosowali
van Houten i wsp. [30]. Oznaczano ekspresje¢ zmutowa-
nego biatka TP53 wylacznie w marginesach usuwa-
nych podczas leczenia 76 chorych na nowotwory glo-
wy 1 szyi. Osoby te obserwowano nastgpnie przez
55 mies. Wsrdéd 50 z 76 chorych, u ktérych stwierdzo-
no mutacje 7P53, u 13 odnotowano dalszg progresj¢
choroby, natomiast tylko u 1 z 26 z dzikim TP53 stwier-
dzono nowe ognisko nowotworowe. Wyniki ekspresji
zmutowanego biatka zinterpretowano w kierunku na-
ciekania komérek z pierwotnego ogniska nowotworo-
wego (80%) lub powstania nowego ogniska (20%).
Wyniki uzyskane przez Homana i wsp. [31] w gru-
pie 105 chorych na nowotwory glowy i szyi wydaja si¢
réwniez wskazywac to, ze nadekspresja biatka TP53
nie wigze si¢ z ekspresja biatka w nowotworze pierwot-
nym. Wskazuje to wyltacznie na rozwdj drugiego no-
wotworu pierwotnego, a nie na nawroty i przerzutowa-
nie. Obserwacja chorych trwata 55 mies. Innego
rozr6znienia dokonali Partridge i wsp. [3]. Majac
na uwadze wzglednie arbitralng ocen¢ marginesu usu-
wanego wraz z nowotworem, poziom mutacji TP53
oceniano w zakresie do 5 mm (margines chirurgiczny)
i ponizej 5 mm (margines glg¢boki). Nawroty choroby
nastgpity w ciggu 60 mies. u 11 z 16 chorych, u ktérych
w calym marginesie wykryto mutacje. Proporcja ta by-
ta znacznie wigksza, gdy uwzgledniono wytacznie mu-
tacje w marginesie gigbokim.

Za pomocg analizy profilu mutacji genu 7P53 pré-
bowano odrézni¢ agresywny i nieagresywny typ nowo-
tworu komoérek ptaskonabtonkowych i podstawnych.
Mimo przebadania tacznie 342 prébek materiatu po-
chodzacego z guzéw, nie udato si¢ ustali¢ wyraznej li-
nii podzialu migdzy nowotworami agresywnymi i nie-
agresywnymi. Nie wyklucza to bynajmniej roli mutacji
TP53 w powstawaniu obu typéw nowotworéw [32].

Zaufanie wzbudzajg wyniki przedstawione w pracy
Poeta i wsp. [33], a uzyskane na materiale pochodza-
cym od 560 chorych na nowotwory glowy i szyi pod-
danych obserwacji przez 7 lat. Na podstawie nowoczes-
nych technik badawczych (Affymetrix p53 chip,
denaturujgca wysokosprawna chromatografia cieczo-
wa) oznaczono mutacje TP53 wylgcznie w guzie pier-
wotnym, znajdujac je u 224 z 420 chorych. Uwzgled-
niono typ mutacji, dzielac je w zaleznosci od wptywu
na strukture biatka kodowanego przez gen 7P53. Obec-
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nos¢ jakiejkolwiek mutacji TP53 zmniejszala przezy-
walnosc¢ chorych, przy czym efekt ten byt statystycznie
znamienny tylko dla mutacji znaczaco modulujacych
strukture biatka. Duza skala opisanego doswiadczenia
pozwala przypuszczaé, ze mutacje TP53 w guzie pier-
wotnym s3 wiarygodnym markerem przezycia, ale dla
oceny ryzyka wystapienia nawrotu, przerzutowania
i drugich pierwotnych nowotworéw nalezy analizg ob-
ja¢ margines operacyjny.

Kwestii przydatnosci analizy mutacji i ekspresji ge-
nu TP53 nie mozna uwazaé za zamknietg, poniewaz
w dalszym ciggu publikowane sg prace, gtéwnie doty-
czace poréwnania tego markera z innymi, réwniez
reprezentujagcymi wczesne zmiany nowotworowe
[34, 35]. Mozna takze odnotowaé probe uproszczenia
analizy przez przeniesienie jej na poziom chromosomo-
wy [36]. Technikg fluorescencyjnej hybrydyzacji in si-
tu poréwnano aberracje chromosomoéw 1, 10, 17 i 18
w marginesie operacyjnym. Wnioskiem z tych badan
bylo wskazanie na delecj¢ chromosomu 17 jako najle-
piej korelujacej z wystepowaniem drugich nowotwo-
réw pierwotnych. Nalezy dodac, ze gen TP53 jest ko-
dowany wiasnie przez krétkie rami¢ chromosomu 17.

Inne geny jako markery prognostyczne

Podstawowym kryterium warunkujagcym wykorzy-
stanie danego genu do celéw diagnostycznych jest sil-
ne powigzanie z procesem onkogenezy w obregbie
glowy i szyi. Gen TP53 nie jest wigc jedynym kandy-
datem, o czym wczesniej wspomniano.

W pismiennictwie pojawily si¢ prace starajace si¢
powigzaé ekspresje gendw kodujacych rodzing transfe-
raz glutationowych (GST) w marginesie wolnym
od zmian nowotworowych z ryzykiem wystapienia
drugich nowotworéw pierwotnych u pacjentéw z raka-
mi glowy i szyi [37]. Na wzglednie niewielkim mate-
riale autorzy powigzali wysoka ekspresje GST ze
zwiekszonym ryzykiem rozwoju SPT, ale pdZniejsze
badania nie potwierdzity tej zaleznosci.

Wspomniana wczesniej proteinaza MMP-9 [28] by-
ta badana wraz z MMP-2 pod katem zastosowania jako
marker prognostyczny w rakach jamy ustnej. Wykaza-
no, ze wysoka ekspresja obu genéw cechuje fenotyp
przerzutowy i tym samym stanowi marker zlego roko-
wania [38]. Z podobnym celem analizowano ekspresj¢
cytokeratyn 5, 14 i 20, stwierdzajac przydatnos¢ ozna-
czen dwoch pierwszych gendéw za pomoca reakcji PCR
z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy do wykry-
wania mikroprzerzutéw [39]. Cytowana praca miata
jednak tylko modelowy charakter, poniewaz czg$¢ do-
Swiadczalng wykonano na materiale pochodzacym z li-
nii komérkowych.

Ciekawa propozycja pochodzi z bardzo doswiad-
czonego zespotu pracujgcego nad biologig nowotwo-
réw glowy i szyi w Amsterdamie. Zastosowano reakcje
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PCR z odwrotng transkryptazg do wykrywania ludzkie-
go antygenu hLy-6D, ulegajacego ekspresji w 80-90%
komérek nabtonka transformowanych nowotworowo.
Dowiedziono znamiennych réznic mig¢dzy obecnoscig
tego antygenu w komoérkach guza, marginesie wolnym
od nowotworu i komoérkach prawidtowych [40].
Morshed i wsp. [41], badajac udziat wirusa brodaw-
czaka (HPV) w raku krtani, wykryli jego obecnos¢
w 35,5% guzéw (n = 93), 8,2% margineséw wolnych
od nowotworu i potwierdzili brak HPV w 22 kontrol-
nych prébkach nienowotworowych. Wykrycie HPV
w marginesie wolnym od nowotworu nie moze stuzy¢
jako samodzielny marker predykcyjny w rakach krtani.

Metylacja regionéw promotorowych

W ostatniej dekadzie dowiedziono, ze — oprécz
zmian genetycznych — nowotwory charakteryzuja wie-
le zmian epigenetycznych. Epigenetyka opisuje zjawi-
ska prowadzace do zmian w poziomie ekspresji genéw
poprzez mechanizmy nieingerujace w zapis informacji
genetycznej. Do zjawisk takich zalicza si¢ metylacje
reszt cytozyny dinukleotydéw 5°-CpG-3" DNA, a tak-
ze kowalencyjne modyfikacje histonéw (acetylacja,
metylacja, fosforylacja i inne). Zaréwno metylacja
DNA, jak i modyfikacje histondw — zmieniajac struktu-
re chromatyny — wptywaja na ekspresj¢ genéw. Zmia-
ny epigenetyczne zachodzg na wczesnych etapach
rozwoju guza (wykrywa si¢ je juz w formach przedra-
kowych niektérych nowotworédw) i poglebiajg sie, kie-
dy komoérki nowotworowe zmieniajg fenotyp na wyso-
ce agresywny, zdolny do przerzutéw.

Podsumowujac najnowsze piSmiennictwo przed-
miotu, nalezy podkresli¢, ze w nowotworach w obrgbie
glowy 1 szyi obserwowano hipermetylacje takich ge-
néw, jak: pl4, p15, p16, DAPK, DCC, MLHI, CDH],
RASSFIA, MGMT, RARB2, SEPT9, SLC5AS8, EBF3
i IRX1 [42-44]. W plaskonabtonkowych nowotworach
jamy ustnej odnotowano czgstg hipermetylacje naste-
pujacych genéw: pl6, CDHI, MGMT, DAPK, DBCI,
pI4ARF, RARB, RASSFI, MLHI, p73, FHIT oraz
SERPINBS [45]. Hipermetylacja regiondw promotoro-
wych prowadzi do wyciszania genéw, a taka epigene-
tyczna regulacja ekspresji gendw jest czesto obserwo-
wana w nowotworach. Zjawisko to odpowiada m.in.
za wyciszanie wielu przeciwnowotworowych genéw
supresorowych (TSG). Zaktada si¢, ze wykrycie hiper-
metylacji okreslonych TSG w wolnym od nowotworu
marginesie rokuje Zle. W przeciwieristwie do TP53,
ktoérego negatywna regulacja wynika z wystgpienia mu-
tacji, aktywnos¢ genu przeciwnowotworowego p/6 (in-
na nazwa CDKNZ2A) jest regulowana wtasnie za pomo-
ca metylacji.

W grupie 79 chorych leczonych z powodu raka ja-
my ustnej oceniono poziom metylacji sekwencji pro-
motorowych pl6, RARS (chemoprewencja), E-kadhe-
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ryny (inwazyjnos¢), cykliny Al i cytoglobiny, ktéra
wykrywano w 45-85% prébek pochodzacych z gu-
za i 11-71% prébek z marginesu. Najwigkszg réznicg
metylacji odnotowano dla cykliny Al, a w dalszej ko-
lejnosci dla p16. Mozna wigc stwierdzi¢, ze metylacja
obu tych gendéw jest specyficzna dla komérek nowo-
tworowych [4]. Do podobnych ustalert doszli Martone
i wsp. [46], ktérzy badali metylacj¢ MGMT (naprawa
DNA), p16 (proliferacja) i DAP-K (apoptoza) w guzach
i marginesach chorych na nowotwory glowy i szyi
(n = 20). Z obu przytoczonych prac wynika, ze wykry-
cie hipermetylacji badanych genéw w tkankach otacza-
jacych nowotwor jest dowodem obecnosci uszkodzen
plaszczyznowych Zle rokujacych dla pacjenta. Podobne
wyniki ilosciowe uzyskali Tan i wsp. [47], oceniajac
metylacj¢ genéw supresorowych p/6 i DCC oraz genu
CCNA1 regulujgcego proliferacj¢ w grupie 42 chorych
na nowotwory gtowy i szyi. Podczas dodatkowej obser-
wacji prowadzonej przez 22 mies. wykazano, ze spo-
$réd 24 chorych, u ktérych w marginesie wystgpowata
metylacja badanych genéw, u 3 wystgpity nawroty cho-
roby, a u 2 przerzuty. Mozna wigc postulowac, ze me-
tylacja okreslonych genéw w marginesie jest niezalez-
nym czynnikiem wystgpienia dalszych objawéw
choroby. Wniosek ten potwierdzono w prospektywnej
analizie hipermetylacji genu p/6 w marginesie 38 ope-
rowanych nowotworéw jezyka. Pacjenci, u ktérych
wykryto metylacje genu pl6, byli obarczeni ponad
6-krotnie wiekszym ryzykiem wystgpienia nawrotu
choroby niz pozostali chorzy [48].

Na uwage zastuguje praca Goldenberga i wsp. [49]
dotyczaca metylacji genéw pl16 i MGMT w marginesie.
Zastosowanie ilosciowej 1 metylacyjno-specyficznej
techniki PCR (QMSP) wykonywanej w czasie poni-
zej 5 godz. pozwolito autorom na proponowanie $réd-
operacyjnego przeprowadzania analizy w celu precy-
zyjnego ustalenia pola operacyjnego.

Niestabilnosé¢ mikrosatelitarna i utrata
heterozygotycznosci

Rozproszone w genomie male, repetetywne se-
kwencje mikrosatelitarne wykazuja wysoki stopienl po-
limorficznosci. Najczestszym uszkodzeniem sekwencji
mikrosatelitarnych w nowotworach jest utrata hetero-
zygotycznosci (loss of heterozygosity — LOH), prowa-
dzagca do inaktywacji genéw supresorowych. Innym
uszkodzeniem okazuje si¢ zmiana liczby powtdrzeii
(MSI). Analize prowadzi si¢ w miejscach znanych
z wystgpowania genéw supresorowych.

Rosin i wsp. [50] zastosowali analiz¢ LOH do pre-
dykcji rozwoju dysplazji epitelialnej jamy ustnej
do czynnego nowotworu. Analizowano 19 loci mikro-
satelitarnych w ramionach chromosoméw: 3p, 4q, 8p,
9p, 11q, 13q i 17p. Wskazuje si¢ na LOH w ramio-
nach 3p i 9p jako wiarygodny czynnik prognostyczny.
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Analogiczne badania zastosowane do 10 loci chromo-
somowych przeprowadzono w celu oceny ryzyka wy-
stapienia nawrotu choroby nowotworowej u pacjentéw
z rakami gtowy i szyi. Uznano, ze LOH stanowi samo-
dzielny czynnik rokowniczy nawrotéw choroby [51].
Niemal identyczne podejscie zastosowali Teman i wsp.
[52] w analizie margineséw 76 pacjentéw leczonych
chirurgicznie z powodu rakéw gltowy i szyi. Réwniez
i w tym przypadku zwrécono uwage na wysokg uzy-
tecznos¢ analizy sekwencji mikrosatelitarnych.

W badaniach wiasnych analizowano przydatnos¢
markeréw mikrosatelitarnych na ramieniu 13q (osobno),
a nastgpnie na ramionach 3p, 7q, 8p, 9p i 18q dla oceny
ryzyka nawrotu leczonych chirurgicznie rakéw krtani.
Utratg heterozygotycznosci okreslano w nowotworze
pierwotnym, marginesie otaczajacym guz, dystalnych
regionach krtani (gérny i dolny) oraz kontrolnie we krwi.
Zaobserwowano zréznicowang przydatnos¢ poszczegdl-
nych markeréw, wskazujac na pierwszoplanowa przy-
datnos¢ markeréw umiejscowionych w regionie 3p
i 17p, co w znacznym stopniu odpowiada lokalizacji ge-
néw pl6 1 TP53. Zaskakujace wyniki przyniosto nato-
miast poréwnanie badanych lokalizacji anatomicznych.
W zakresie pracy najwyzsza przydatnosé miata anali-
za materiatu pierwotnego guza, zmniejszong otaczajace-
go marginesu, podczas gdy przydatnos¢ lokalizacji dy-
stalnych byta znikoma [5, 53].

Uwagi koncowe

Na postawione w tytule pytanie dotyczace przy-
datnosci analizy molekularnej marginesu otaczajgce-
go guz do dalszej predykcji choroby nowotworowej
w obrebie glowy i szyi nie podano odpowiedzi
w dwoch aspektach. Po pierwsze, nie ustalono, czy
wyzszg przydatnos¢ ma analiza molekularna samego
guza, czy tez marginesu prawidiowego histologicz-
nie. Po drugie, nie ma zgodnosci odnosnie do propo-
nowanego podejscia molekularnego. W przypadku
drugiego zagadnienia warto zacytowac publikacje
Slootwega i wsp. [54], ktérzy przebadali przyczyny
niepowodzenia leczenia chirurgicznego 394 chorych
na nowotwory glowy i szyi. Stwierdzili, ze niepowo-
dzenia sg w absolutnej wigkszosci spowodowane
przez niecatkowite usuni¢cie komérek nowotworo-
wych. Wedlug tych autoréw, jedynymi wiarygodnymi
markerami genetycznymi sg ekspresja elF4E 1 TP53,
ale starannos¢ zabiegu chirurgicznego nie zostawia
wiele miejsca dla analizy genetycznej. Podobne spo-
strzezenia podajg Upile i wsp. [55], ktérzy jednak
bardziej ostroznie wypowiadajg si¢ w kwestii posze-
rzania pola operacji. W tegorocznej publikacji autor-
stwa Califano i wsp. [56] postuluje si¢ natomiast ko-
nieczno$¢ intensyfikacji badaid genetycznych,
wskazujac na takie obszary, jak ekspresja receptora
naskérkowego czynnika wzrostu, LOH oraz wycisza-
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nie gendéw supresorowych przez hipermetylacje
sekwencji promotorowe;j.
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