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Streszczenie
Niepowodzenia leczenia nowotworów g³owy i szyi wi¹¿¹ siê z wystêpowaniem lokalnych

i odleg³ych przerzutów, wznowy lokalnej i rozwojem drugich pierwotnych nowotworów. Po-
niewa¿ rutyna kliniczna wykazuje umiarkowan¹ przydatnoœæ w predykcji dalszego rozwoju
choroby nowotworowej, siêga siê po analizê molekularn¹ i subkomórkow¹. Nie ma jasnoœci,
czy wy¿sz¹ wartoœæ informacyjn¹ ma analiza samego guza, czy te¿ marginesu chirurgiczne-
go, uznanego histologicznie za prawid³owy. W artykule przedyskutowano potencja³ zawarty
w analizie mutacji genu TP53 i innych genów, hipermetylacji regionów promotorowych wy-
branych genów i niestabilnoœci sekwencji mikrosatelitarnych do celów predykcyjnych. Wska-
zano na analizê mutacji i ekspresji TP53 jako najbardziej wiarygodnego czynnika predykcyj-
nego, jednoczeœnie wskazuj¹c na ograniczenia technik molekularnych.

S³owa kluczowe: raki g³owy 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.

(Postêpy w chirurgii g³owy i szyi 2009; 3: 56–62)

Wprowadzenie
W przypadku nowotworów z³oœliwych w obrêbie

g³owy i szyi g³ównymi czynnikami maj¹cymi wp³yw
na prognozê s¹ mo¿liwoœæ radykalnego chirurgicznego
usuniêcia zmiany oraz brak lub obecnoœæ przerzutów
do okolicznych wêz³ów ch³onnych. W pierwszym
przypadku o radykalnoœci mówi siê, jeœli zachowano

margines niezmienionej histologicznie b³ony œluzowej.
Wielkoœæ tego marginesu podlega ró¿nym wp³ywom
(np. topografia zmiany i jej rozleg³oœæ, zajêcie tkanek
bardzo istotnych dla funkcji ¿yciowych chorego,
wspó³istnienie zmian przednowotworowych o innym
umiejscowieniu) i jest – obok zmian w uk³adzie ch³on-
nym – wa¿nym parametrem determinuj¹cym podejœcie



do radioterapii nastêpowej. Nale¿y wspomnieæ rów-
nie¿, ¿e istniej¹ ró¿nice prognostyczne zwi¹zane z pier-
wotnym umiejscowieniem zmiany. Wiadomo, ¿e guzy
T1 krtani rokuj¹ lepiej ni¿ raki dna jamy ustnej i gard³a.
Obok rutynowego badania barwienia hematoksylin¹
i eozyn¹ (HE), na podstawie którego mo¿na oceniæ
obrze¿e zmiany, tzw. czysty margines, bardzo przydat-
ne s¹ badania ultrastrukturalne pod mikroskopem elek-
tronowym, pozwalaj¹ce na ocenê frontu naciekania 
nowotworowego, rodzaju komórek, ich dojrza³oœci 
i indeksu mitotycznego. Na podstawie piœmiennictwa
wydaje siê, ¿e ocena ta mo¿e byæ niewystarczaj¹ca ja-
ko g³ówne kryterium diagnostyczne i prognostyczne.
Jest to o tyle istotne, ¿e dla niektórych lokalizacji no-
wotworu prze¿ywalnoœæ 5-letnia nie przekracza 27%
[1, 2]. Z tego powodu ci¹gle poszukuje siê nowych me-
tod diagnostycznych.

Ostatnio w piœmiennictwie pojawia siê coraz wiêcej
prac dotycz¹cych wp³ywu zmian w obrêbie marginesu
tkanki nowotworowej na powstawanie wznów nowo-
tworowych zarówno o charakterze miejscowym, jak
i regionalnym, rozwoju drugich pierwotnych nowotwo-
rów oraz ognisk satelitarnych [3–5]. Mówi¹c o czystym
marginesie, najczêœciej ma siê na myœli ocenê histolo-
giczn¹ preparatów barwionych HE, a w niektórych
przypadkach poszerzon¹ o barwienia immunohistoche-
miczne oceniaj¹ce ekspresjê bia³ka TP53 czy innych
bia³ek reguluj¹cych cykl komórkowy, np. cykliny D1.
Kolejnym niezwykle cennym badaniem jest ocena ul-
trastrukturalna guza w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym. Dotyczy to frontu naciekania nowotwo-
rowego, liczby podzia³ów (indeks mitotyczny), rodzaju
komórek i ich dojrza³oœci. Ocena ta wnosi kolejne istot-
ne informacje oraz umo¿liwia precyzyjn¹ diagnostykê
marginesu resekcyjnego. Materia³ poddany ocenie ul-
trastrukturalnej jest nastêpnie oceniany technikami bio-
logii molekularnej. Wa¿na jest informacja od patologa,
¿e wybrano w³aœciwy fragment resekcyjny, zawieraj¹-
cy liczbê komórek nowotworowych w przedzia-
le 70–80%. Materia³ ten i tzw. margines resekcyjny
mo¿e byæ dalej poddany ocenie cytogenetycznej i mo-
lekularnej.

Mimo postêpu metod diagnostycznych, wyleczal-
noœæ nowotworów krtani pozostaje na wzglêdnie nie-
wysokim poziomie, nie zmieniaj¹c siê w wiêkszym
stopniu w ostatnich dekadach. Wœród przyczyn takiego
stanu rzeczy wymienia siê: czêst¹ tendencjê do wzno-
wy procesu nowotworowego, formowanie drugich
pierwotnych nowotworów oraz powstawanie przerzu-
tów do okolicznych wêz³ów ch³onnych. Jednoczeœnie
obserwuje siê równoleg³y postêp badañ podstawowych,
a zw³aszcza biologii molekularnej, która wyjaœni³a wie-
le aspektów podatnoœci na nowotwory g³owy i szyi,
mechanizmy choroby nowotworowej i przyczyni³a siê
znacz¹co do powstania terapii celowanej [6–9]. W tej
sytuacji zwrócono uwagê na wykorzystanie ustaleñ ko-

mórkowych i molekularnych do opracowania marke-
rów przebiegu choroby nowotworowej, w tym progno-
zowania tendencji do wznowy i powstawania drugich
nowotworów pierwotnych. Zasadniczo badania id¹
w dwóch kierunkach. W pierwszym usi³uje siê rozpo-
znaæ, czy charakterystyka samego guza zawiera w so-
bie informacjê o dalszym przebiegu choroby. Drugie
podejœcie skupia siê na analizie molekularnej otoczenia
guza, uznanego histologicznie za tkankê prawid³ow¹. 

Celem artyku³u jest przedstawienie i ocena obecne-
go stanu badañ nad przydatnoœci¹ analizy marginesu
guza, usuwanego w trakcie zabiegu chirurgicznego
i tym samym dostêpnego do dalszych badañ. Wartoœæ
diagnostyczna samego guza zostanie omówiona tylko
porównawczo, poniewa¿ obecnie najpewniejszym spo-
sobem prognozowania choroby jest uwzglêdnienie cha-
rakterystyki guza w skali TNM wraz ze skal¹ zró¿nico-
wania histologicznego (grading – parametr G) [10].

Zabiegi chirurgiczne nowotworu pierwotnego maj¹
na celu ca³kowite usuniêcie guza z jego umiejscowienia
pierwotnego. Warunek ten jest szczególnie istotny, gdy
zastosowana w pierwszym etapie radioterapia lub che-
mioterapia nie przynios³y oczekiwanego efektu tera-
peutycznego. Dla bezpieczeñstwa zaleca siê usuwanie
guza wraz z marginesem bezpieczeñstwa. Praktyka kli-
niczna wskazuje, ¿e wielkoœæ marginesu w przypad-
kach raka jamy ustnej powinna wynosiæ 1 cm, a dla ra-
ków krtani, zw³aszcza w okolicy g³oœni, ok. 0,5 cm
[11]. Zalecenie usuwania wraz z nowotworem margine-
su tkanki zdrowej budzi jednak podejrzenie, ¿e ani
praktyka kliniczna, ani analiza histologiczna nie mog¹
wykluczyæ istnienia poza rozpoznanym guzem zmian,
które mog¹ zdecydowaæ o nawrocie choroby, lub po-
wstania nowego ogniska nowotworowego.

Wystêpowanie zmian w obrêbie marginesu, okre-
œlanego histologicznie jako tkanka prawid³owa, odkry-
to w badaniach nad uszkodzeniami DNA pod wp³ywem
kancerogenów dymu tytoniowego. Wykazano obec-
noœæ tzw. adduktów kancerogen : DNA w tkance zdro-
wej otaczaj¹cej guz krtani, a poziomy tych uszkodzeñ
nie odbiega³y lub wrêcz przekracza³y oznaczone w ma-
teriale usuwanego chirurgicznie guza [12, 13]. Obecnie
wiadomo, ¿e addukty DNA z jednej strony dowodz¹
aktywnego oddzia³ywania kancerogenów z DNA i pod-
nosz¹ ryzyko wyst¹pienia transformacji nowotworo-
wej, z drugiej natomiast s¹ usuwane przez mechanizm
naprawy DNA i niekoniecznie oznaczaj¹ wst¹pienie
na nieodwracaln¹ œcie¿kê nowotworow¹ [14]. Te same
uwagi dotycz¹ oznaczeñ poziomu jednoniciowych
przerw w DNA indukowanych pod wp³ywem kanceroge-
nów [15]. Oznaczanie uszkodzeñ DNA w formie adduk-
tów DNA, oksydacyjnych czy przerw jednoniciowych
ma wiêc ograniczon¹ przydatnoœæ prognostyczn¹ [14].

Dalsze poszukiwania prowadzone s¹ g³ównie w ob-
rêbie teorii kancerogenezy p³aszczyznowej sformu³owa-
nej przez Slaughtera i wsp. ju¿ w 1953 r. Wed³ug tej
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ci¹gle obowi¹zuj¹cej teorii przewlek³a ekspozycja
na dym tytoniowy i pary wysokoprocentowych napo-
jów alkoholowych powoduje powstanie rozleg³ych
uszkodzeñ w b³onie œluzowej jamy ustnej i krtani, któ-
re w wyniku pewnego zbiegu okolicznoœci mog¹ prze-
kszta³ciæ siê w zmiany przednowotworowe, a te nastêp-
nie rozwijaj¹ siê, tworz¹c ognisko nowotworowe
[16, 17]. Teoria ta doskonale t³umaczy powstanie dru-
gich (mnogich) nowotworów na bazie rozleg³ych
uszkodzeñ b³ony œluzowej, dla której utworzono termin
skazana b³ona œluzowa (condemned mucosa) [18]. Na-
le¿y zaznaczyæ, ¿e powsta³a znacznie póŸniej teoria za-
k³adaj¹ca udzia³ komórek macierzystych w kanceroge-
nezie nie jest sprzeczna z za³o¿eniem istnienia zmian
molekularnych poza nowotworem pierwotnym [19].

Mutacje genu TP53
W poszukiwaniach molekularnego markera progre-

sji choroby najwiêcej uwagi poœwiêcono genowi TP53
i jego produktowi genowemu o tej samej nazwie. Pro-
dukt genu TP53 umiejscowionego na krótkim ramieniu
chromosomu 17 (17p13.1) jest wielofunkcyjny i ucze-
stniczy w procesach regulacji cyklu komórkowego,
apoptozy i naprawy DNA. Z punktu widzenia onkoge-
nezy TP53 pe³ni funkcjê przeciwnowotworowego genu
supresorowego [20]. Zainteresowanie tym genem wy-
nika z faktu, ¿e w wielu chorobach nowotworowych
ulega on inaktywacji i nie wype³nia funkcji supresoro-
wej. Zmutowany gen TP53 wykrywa siê w 50–60%
przypadków nowotworów g³owy i szyi [21], a ponadto
mutacje TP53 œwiadcz¹ o klonalnym rozwoju tych no-
wotworów [22]. Istotne by³o jednak wykrywanie muta-
cji TP53 nie tylko w miejscu pierwotnego umiejsco-
wienia nowotworu, lecz w znacznie szerszym obszarze
górnych dróg oddechowych. Franklin i wsp. [23] 
wykryli mutacjê G > T w kodonie 245 genu TP53 
w 7 na 10 wycinkach z miejsc, gdzie stwierdzono zmia-
ny przednowotworowe.

Na podstawie tych ustaleñ Gasparatto i wsp. [24]
za³o¿yli, ¿e zmienny profil mutacji (rodzaj, liczba i lo-
kalizacja mutacji) genu TP53 w rakach g³owy i szyi
mo¿na wykorzystaæ do odró¿nienia nawrotu choroby,
przerzutowania i drugich pierwotnych nowotworów.
Za³o¿ono, ¿e nawroty i przerzuty zachowaj¹ ten sam
profil mutacji, a drugie pierwotne nowotwory mog¹
podj¹æ proces onkogenezy w wyniku wyst¹pienia in-
nych mutacji genu TP53. W analizowanych pod tym
k¹tem 12 przypadkach, dla 4 z nich potwierdzono iden-
tycznoœæ mutacji dla nawrotów nowotworu, a w 5 przy-
padkach stwierdzono ró¿nice profilu mutacji. Anali-
za danych klinicznych (porównywano materia³
z guza pierwotnego i zmian nowotworowych stwier-
dzonych po 2 latach od zabiegu) pozwoli³a na zdiagno-
zowanie nawrotów dla pierwszej grupy, przy rozpozna-

niu charakteru drugich pierwotnych nowotworów dla
drugiej grupy.

Wœród starszych prac warto odnotowaæ publikacjê
dotycz¹c¹ niepowodzeñ leczenia nowotworów g³owy
i szyi za pomoc¹ radioterapii lub chirurgii skojarzonej
z radioterapi¹ [25]. W materiale archiwalnym 110 gu-
zów oznaczono mutacje genu TP53. Krzywe Kaplana-
-Meyera wykaza³y znamiennie wy¿sz¹ sk³onnoœæ
do rozwoju przerzutów do okolicznych wêz³ów ch³on-
nych w przypadkach, gdzie wykrywano mutacje genu
TP53, chocia¿ czas ca³kowitego prze¿ycia w obu gru-
pach siê nie ró¿ni³. Zdaniem autorów, wystêpowanie
mutacji genu TP53 w samym guzie – bez potrzeby siê-
gania do marginesu – jest znamiennym wyk³adnikiem
zwiêkszonego ryzyka wyst¹pienia przerzutów nieodle-
g³ych i okazuje siê to zgodne z obecnym rozumieniem
funkcji genu TP53. W innej pracy tego samego zespo-
³u zajêto siê mutacjami TP53 w marginesie pooperacyj-
nym ocenionym histologicznie jako pozbawiony cech
nowotworowych. W materiale pochodz¹cym od
25 osób operowanych z powodu raków g³owy i szyi,
w 13 przypadkach wykryto mutacje genu TP53. 
Po 7 mies. stwierdzono nawrót choroby u 5 z 13 maj¹-
cych mutacje TP53 w marginesie, podczas gdy 
u 12 chorych bez mutacji nie wyst¹pi³ nawrót pod-
czas 17-miesiêcznej obserwacji [26].

Podobne wnioski sformu³owano po analizie
54 przypadków raka krtani, której dokonali Nathan
i wsp. [27]. Mutacje genu TP53 wykryto w 53% przy-
padków w materiale pochodz¹cym z guza pierwotnego
i w 11% z marginesu opisanego jako histologicznie pra-
wid³owy. Mutacje TP53 wystêpowa³y wy³¹cznie
w marginesach tych guzów, które by³y obarczone mu-
tacjami w pierwotnej lokalizacji. Mimo wykazania po-
zytywnego zwi¹zku miêdzy zwiêkszonym ryzykiem
wyst¹pienia nawrotu a wystêpowaniem mutacji TP53
w marginesie, uwaga autorów skupi³a siê na sytuacji,
w której nie odnotowano mutacji TP53 w guzie pier-
wotnym. Stwierdzono, ¿e mutacje protoonkogenu
eIF4E w badanym materiale wystêpowa³y we wszyst-
kich przypadkach guza pierwotnego i 59% materia³u
pochodz¹cego z marginesu. Równie¿ i tutaj mutacje
w marginesie odpowiada³y mutacjom w guzie pierwot-
nym. Ostatecznie autorzy wnioskuj¹, ¿e mutacje proto-
onkogenu eIF4E s¹ znacznie pewniejszym wskaŸ-
nikiem wyst¹pienia nawrotu. Ten typ badañ kontynu-
owano, porównuj¹c ekspresjê bia³ek eIF4E, TP53
i MMP-9 (metaloproteinaza) w 54 sparowanych (guz
pierwotny + margines) próbkach. Nadekspresjê stwier-
dzono, odpowiednio, dla 98, 65 i 92% guzów i stosow-
nie mniejsze wartoœci dla marginesu. Tym samym
wskazano na MMP-9 jako kolejny marker prognostycz-
ny bardziej wiarygodny ni¿ TP53 [28].

Partridge i wsp. [29] poddali analizie grupê licz¹-
c¹ 18 chorych leczonych z powodu raków jamy ustnej
przez 36 mies. We wszystkich przypadkach margines
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operacyjny oceniono jako histologicznie prawid³owy.
U 6 chorych wykazano nawroty choroby, a u 3 przerzu-
ty do wêz³ów ch³onnych. We wszystkich, oprócz jedne-
go, przypadkach dalszego rozwoju choroby wykryto
mutacje TP53. Zastosowanie radioterapii w miejscu
guza pierwotnego w przypadkach mutacji TP53 nie za-
pobieg³o nawrotowi choroby. Wed³ug autorów, wykry-
cie mutacji TP53 wraz ze stwierdzeniem kancerogene-
zy p³aszczyznowej t³umaczy niepowodzenia leczenia
nowotworów jamy ustnej.

Czêœciowo inne podejœcie badawcze zastosowali
van Houten i wsp. [30]. Oznaczano ekspresjê zmutowa-
nego bia³ka TP53 wy³¹cznie w marginesach usuwa-
nych podczas leczenia 76 chorych na nowotwory g³o-
wy i szyi. Osoby te obserwowano nastêpnie przez
55 mies. Wœród 50 z 76 chorych, u których stwierdzo-
no mutacje TP53, u 13 odnotowano dalsz¹ progresjê
choroby, natomiast tylko u 1 z 26 z dzikim TP53 stwier-
dzono nowe ognisko nowotworowe. Wyniki ekspresji
zmutowanego bia³ka zinterpretowano w kierunku na-
ciekania komórek 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 g³owy i szyi wydaj¹ siê
równie¿ wskazywaæ to, ¿e nadekspresja bia³ka TP53
nie wi¹¿e siê z ekspresj¹ bia³ka w nowotworze pierwot-
nym. Wskazuje to wy³¹cznie na rozwój drugiego no-
wotworu pierwotnego, a nie na nawroty i przerzutowa-
nie. Obserwacja chorych trwa³a 55 mies. Innego
rozró¿nienia dokonali Partridge i wsp. [3]. Maj¹c
na uwadze wzglêdnie arbitraln¹ ocenê marginesu usu-
wanego wraz z nowotworem, poziom mutacji TP53
oceniano w zakresie do 5 mm (margines chirurgiczny)
i poni¿ej 5 mm (margines g³êboki). Nawroty choroby
nast¹pi³y w ci¹gu 60 mies. u 11 z 16 chorych, u których
w ca³ym marginesie wykryto mutacje. Proporcja ta by-
³a znacznie wiêksza, gdy uwzglêdniono wy³¹cznie mu-
tacje w marginesie g³êbokim.

Za pomoc¹ analizy profilu mutacji genu TP53 pró-
bowano odró¿niæ agresywny i nieagresywny typ nowo-
tworu komórek p³askonab³onkowych i podstawnych.
Mimo przebadania ³¹cznie 342 próbek materia³u po-
chodz¹cego z guzów, nie uda³o siê ustaliæ wyraŸnej li-
nii podzia³u miêdzy nowotworami agresywnymi i nie-
agresywnymi. Nie wyklucza to bynajmniej roli mutacji
TP53 w powstawaniu obu typów nowotworów [32].

Zaufanie wzbudzaj¹ wyniki przedstawione w pracy
Poeta i wsp. [33], a uzyskane na materiale pochodz¹-
cym od 560 chorych na nowotwory g³owy i szyi pod-
danych obserwacji przez 7 lat. Na podstawie nowoczes-
nych technik badawczych (Affymetrix p53 chip,
denaturuj¹ca wysokosprawna chromatografia cieczo-
wa) oznaczono mutacje TP53 wy³¹cznie w guzie pier-
wotnym, znajduj¹c je u 224 z 420 chorych. Uwzglêd-
niono typ mutacji, dziel¹c je w zale¿noœci od wp³ywu
na strukturê bia³ka kodowanego przez gen TP53. Obec-

noœæ jakiejkolwiek mutacji TP53 zmniejsza³a prze¿y-
walnoœæ chorych, przy czym efekt ten by³ statystycznie
znamienny tylko dla mutacji znacz¹co moduluj¹cych
strukturê bia³ka. Du¿a skala opisanego doœwiadczenia
pozwala przypuszczaæ, ¿e mutacje TP53 w guzie pier-
wotnym s¹ wiarygodnym markerem prze¿ycia, ale dla
oceny ryzyka wyst¹pienia nawrotu, przerzutowania
i drugich pierwotnych nowotworów nale¿y analiz¹ ob-
j¹æ margines operacyjny.

Kwestii przydatnoœci analizy mutacji i ekspresji ge-
nu TP53 nie mo¿na uwa¿aæ za zamkniêt¹, poniewa¿
w dalszym ci¹gu publikowane s¹ prace, g³ównie doty-
cz¹ce porównania tego markera z innymi, równie¿ 
reprezentuj¹cymi wczesne zmiany nowotworowe
[34, 35]. Mo¿na tak¿e odnotowaæ próbê uproszczenia
analizy przez przeniesienie jej na poziom chromosomo-
wy [36]. Technik¹ fluorescencyjnej hybrydyzacji in si-
tu porównano aberracje chromosomów 1, 10, 17 i 18
w marginesie operacyjnym. Wnioskiem z tych badañ
by³o wskazanie na delecjê chromosomu 17 jako najle-
piej koreluj¹cej z wystêpowaniem drugich nowotwo-
rów pierwotnych. Nale¿y dodaæ, ¿e gen TP53 jest ko-
dowany w³aœnie przez krótkie ramiê chromosomu 17.

Inne geny jako markery prognostyczne
Podstawowym kryterium warunkuj¹cym wykorzy-

stanie danego genu do celów diagnostycznych jest sil-
ne powi¹zanie z procesem onkogenezy w obrêbie 
g³owy i szyi. Gen TP53 nie jest wiêc jedynym kandy-
datem, o czym wczeœniej wspomniano.

W piœmiennictwie pojawi³y siê prace staraj¹ce siê
powi¹zaæ ekspresjê genów koduj¹cych rodzinê transfe-
raz glutationowych (GST) w marginesie wolnym
od zmian nowotworowych z ryzykiem wyst¹pienia
drugich nowotworów pierwotnych u pacjentów z raka-
mi g³owy i szyi [37]. Na wzglêdnie niewielkim mate-
riale autorzy powi¹zali wysok¹ ekspresjê GST ze
zwiêkszonym ryzykiem rozwoju SPT, ale póŸniejsze
badania nie potwierdzi³y tej zale¿noœci.

Wspomniana wczeœniej proteinaza MMP-9 [28] by-
³a badana wraz z MMP-2 pod k¹tem zastosowania jako
marker prognostyczny w rakach jamy ustnej. Wykaza-
no, ¿e wysoka ekspresja obu genów cechuje fenotyp
przerzutowy i tym samym stanowi marker z³ego roko-
wania [38]. Z podobnym celem analizowano ekspresjê
cytokeratyn 5, 14 i 20, stwierdzaj¹c przydatnoœæ ozna-
czeñ dwóch pierwszych genów za pomoc¹ reakcji PCR
z wykorzystaniem odwrotnej transkryptazy do wykry-
wania mikroprzerzutów [39]. Cytowana praca mia³a
jednak tylko modelowy charakter, poniewa¿ czêœæ do-
œwiadczaln¹ wykonano na materiale pochodz¹cym z li-
nii komórkowych.

Ciekawa propozycja pochodzi z bardzo doœwiad-
czonego zespo³u pracuj¹cego nad biologi¹ nowotwo-
rów g³owy i szyi w Amsterdamie. Zastosowano reakcjê



PCR z odwrotn¹ transkryptaz¹ do wykrywania ludzkie-
go antygenu hLy-6D, ulegaj¹cego ekspresji w 80–90%
komórek nab³onka transformowanych nowotworowo.
Dowiedziono znamiennych ró¿nic miêdzy obecnoœci¹
tego antygenu w komórkach guza, marginesie wolnym
od nowotworu i komórkach prawid³owych [40].

Morshed i wsp. [41], badaj¹c udzia³ wirusa brodaw-
czaka (HPV) w raku krtani, wykryli jego obecnoœæ
w 35,5% guzów (n = 93), 8,2% marginesów wolnych
od nowotworu i potwierdzili brak HPV w 22 kontrol-
nych próbkach nienowotworowych. Wykrycie HPV
w marginesie wolnym od nowotworu nie mo¿e s³u¿yæ
jako samodzielny marker predykcyjny w rakach krtani.

Metylacja regionów promotorowych
W ostatniej dekadzie dowiedziono, ¿e – oprócz

zmian genetycznych – nowotwory charakteryzuj¹ wie-
le zmian epigenetycznych. Epigenetyka opisuje zjawi-
ska prowadz¹ce do zmian w poziomie ekspresji genów
poprzez mechanizmy nieingeruj¹ce w zapis informacji
genetycznej. Do zjawisk takich zalicza siê metylacjê
reszt cytozyny dinukleotydów 5’-CpG-3’ DNA, a tak-
¿e kowalencyjne modyfikacje histonów (acetylacja,
metylacja, fosforylacja i inne). Zarówno metylacja
DNA, jak i modyfikacje histonów – zmieniaj¹c struktu-
rê chromatyny – wp³ywaj¹ na ekspresjê genów. Zmia-
ny epigenetyczne zachodz¹ na wczesnych etapach 
rozwoju guza (wykrywa siê je ju¿ w formach przedra-
kowych niektórych nowotworów) i pog³êbiaj¹ siê, kie-
dy komórki nowotworowe zmieniaj¹ fenotyp na wyso-
ce agresywny, zdolny do przerzutów.

Podsumowuj¹c najnowsze piœmiennictwo przed-
miotu, nale¿y podkreœliæ, ¿e w nowotworach w obrêbie
g³owy i szyi obserwowano hipermetylacjê takich ge-
nów, jak: p14, p15, p16, DAPK, DCC, MLH1, CDH1,
RASSF1A, MGMT, RARβ2, SEPT9, SLC5A8, EBF3
i IRX1 [42–44]. W p³askonab³onkowych nowotworach
jamy ustnej odnotowano czêst¹ hipermetylacjê nastê-
puj¹cych genów: p16, CDH1, MGMT, DAPK, DBC1,
p14ARF, RARβ, RASSF1, MLH1, p73, FHIT oraz 
SERPINB5 [45]. Hipermetylacja regionów promotoro-
wych prowadzi do wyciszania genów, a taka epigene-
tyczna regulacja ekspresji genów jest czêsto obserwo-
wana w nowotworach. Zjawisko to odpowiada m.in.
za wyciszanie wielu przeciwnowotworowych genów
supresorowych (TSG). Zak³ada siê, ¿e wykrycie hiper-
metylacji okreœlonych TSG w wolnym od nowotworu
marginesie rokuje Ÿle. W przeciwieñstwie do TP53,
którego negatywna regulacja wynika z wyst¹pienia mu-
tacji, aktywnoœæ genu przeciwnowotworowego p16 (in-
na nazwa CDKN2A) jest regulowana w³aœnie za pomo-
c¹ metylacji.

W grupie 79 chorych leczonych z powodu raka ja-
my ustnej oceniono poziom metylacji sekwencji pro-
motorowych p16, RARβ (chemoprewencja), E-kadhe-

ryny (inwazyjnoœæ), cykliny A1 i cytoglobiny, któr¹
wykrywano w 45–85% próbek pochodz¹cych z gu-
za i 11–71% próbek z marginesu. Najwiêksz¹ ró¿nicê
metylacji odnotowano dla cykliny A1, a w dalszej ko-
lejnoœci dla p16. Mo¿na wiêc stwierdziæ, ¿e metylacja
obu tych genów jest specyficzna dla komórek nowo-
tworowych [4]. Do podobnych ustaleñ doszli Martone
i wsp. [46], którzy badali metylacjê MGMT (naprawa
DNA), p16 (proliferacja) i DAP-K (apoptoza) w guzach
i marginesach chorych na nowotwory g³owy i szyi 
(n = 20). Z obu przytoczonych prac wynika, ¿e wykry-
cie hipermetylacji badanych genów w tkankach otacza-
j¹cych nowotwór jest dowodem obecnoœci uszkodzeñ
p³aszczyznowych Ÿle rokuj¹cych dla pacjenta. Podobne
wyniki iloœciowe uzyskali Tan i wsp. [47], oceniaj¹c
metylacjê genów supresorowych p16 i DCC oraz genu
CCNA1 reguluj¹cego proliferacjê w grupie 42 chorych
na nowotwory g³owy i szyi. Podczas dodatkowej obser-
wacji prowadzonej przez 22 mies. wykazano, ¿e spo-
œród 24 chorych, u których w marginesie wystêpowa³a
metylacja badanych genów, u 3 wyst¹pi³y nawroty cho-
roby, a u 2 przerzuty. Mo¿na wiêc postulowaæ, ¿e me-
tylacja okreœlonych genów w marginesie jest niezale¿-
nym czynnikiem wyst¹pienia dalszych objawów
choroby. Wniosek ten potwierdzono w prospektywnej
analizie hipermetylacji genu p16 w marginesie 38 ope-
rowanych nowotworów jêzyka. Pacjenci, u których
wykryto metylacjê genu p16, byli obarczeni ponad
6-krotnie wiêkszym ryzykiem wyst¹pienia nawrotu
choroby ni¿ pozostali chorzy [48].

Na uwagê zas³uguje praca Goldenberga i wsp. [49]
dotycz¹ca metylacji genów p16 i MGMT w marginesie.
Zastosowanie iloœciowej i metylacyjno-specyficznej
techniki PCR (QMSP) wykonywanej w czasie poni-
¿ej 5 godz. pozwoli³o autorom na proponowanie œród-
operacyjnego przeprowadzania analizy w celu precy-
zyjnego ustalenia pola operacyjnego.

Niestabilnoœæ mikrosatelitarna i utrata
heterozygotycznoœci

Rozproszone w genomie ma³e, repetetywne se-
kwencje mikrosatelitarne wykazuj¹ wysoki stopieñ po-
limorficznoœci. Najczêstszym uszkodzeniem sekwencji
mikrosatelitarnych w nowotworach jest utrata hetero-
zygotycznoœci (loss of heterozygosity – LOH), prowa-
dz¹ca do inaktywacji genów supresorowych. Innym
uszkodzeniem okazuje siê zmiana liczby powtórzeñ
(MSI). Analizê prowadzi siê w miejscach znanych
z wystêpowania genów supresorowych.

Rosin i wsp. [50] zastosowali analizê LOH do pre-
dykcji rozwoju dysplazji epitelialnej jamy ustnej
do czynnego nowotworu. Analizowano 19 loci mikro-
satelitarnych w ramionach chromosomów: 3p, 4q, 8p,
9p, 11q, 13q i 17p. Wskazuje siê 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-
st¹pienia nawrotu choroby nowotworowej u pacjentów
z rakami g³owy i szyi. Uznano, ¿e LOH stanowi samo-
dzielny czynnik rokowniczy nawrotów choroby [51].
Niemal identyczne podejœcie zastosowali Teman i wsp.
[52] w analizie marginesów 76 pacjentów leczonych
chirurgicznie z powodu raków g³owy i szyi. Równie¿
i w tym przypadku zwrócono uwagê na wysok¹ u¿y-
tecznoœæ analizy sekwencji mikrosatelitarnych.

W badaniach w³asnych analizowano przydatnoœæ
markerów mikrosatelitarnych na ramieniu 13q (osobno),
a nastêpnie na ramionach 3p, 7q, 8p, 9p i 18q dla oceny
ryzyka nawrotu leczonych chirurgicznie raków krtani.
Utratê heterozygotycznoœci okreœlano w nowotworze
pierwotnym, marginesie otaczaj¹cym guz, dystalnych
regionach krtani (górny i dolny) oraz kontrolnie we krwi.
Zaobserwowano zró¿nicowan¹ przydatnoœæ poszczegól-
nych markerów, wskazuj¹c na pierwszoplanow¹ przy-
datnoœæ markerów umiejscowionych w regionie 3p
i 17p, co w znacznym stopniu odpowiada lokalizacji ge-
nów p16 i TP53. Zaskakuj¹ce wyniki przynios³o nato-
miast porównanie badanych lokalizacji anatomicznych.
W zakresie pracy najwy¿sz¹ przydatnoœæ mia³a anali-
za materia³u pierwotnego guza, zmniejszon¹ otaczaj¹ce-
go marginesu, podczas gdy przydatnoœæ lokalizacji dy-
stalnych by³a znikoma [5, 53].

Uwagi koñcowe
Na postawione w tytule pytanie dotycz¹ce przy-

datnoœci analizy molekularnej marginesu otaczaj¹ce-
go guz do dalszej predykcji choroby nowotworowej
w obrêbie g³owy i szyi nie podano odpowiedzi
w dwóch aspektach. Po pierwsze, nie ustalono, czy
wy¿sz¹ przydatnoœæ ma analiza molekularna samego
guza, czy te¿ marginesu prawid³owego histologicz-
nie. Po drugie, nie ma zgodnoœci odnoœnie do propo-
nowanego podejœcia molekularnego. W przypadku
drugiego zagadnienia warto zacytowaæ publikacjê
Slootwega i wsp. [54], którzy przebadali przyczyny
niepowodzenia leczenia chirurgicznego 394 chorych
na nowotwory g³owy i szyi. Stwierdzili, ¿e niepowo-
dzenia s¹ w absolutnej wiêkszoœci spowodowane
przez nieca³kowite usuniêcie komórek nowotworo-
wych. Wed³ug tych autorów, jedynymi wiarygodnymi
markerami genetycznymi s¹ ekspresja eIF4E i TP53,
ale starannoœæ zabiegu chirurgicznego nie zostawia
wiele miejsca dla analizy genetycznej. Podobne spo-
strze¿enia podaj¹ Upile i wsp. [55], którzy jednak
bardziej ostro¿nie wypowiadaj¹ siê w kwestii posze-
rzania pola operacji. W tegorocznej publikacji autor-
stwa Califano i wsp. [56] postuluje siê natomiast ko-
niecznoœæ intensyfikacji badañ genetycznych,
wskazuj¹c na takie obszary, jak ekspresja receptora
naskórkowego czynnika wzrostu, LOH oraz wycisza-

nie genów supresorowych przez hipermetylacjê
sekwencji promotorowej.

Praca powsta³a dziêki grantowi MNSzW
NN 409 290 736.
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