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Molekularne marginesy guza nowotworowego

Magdalena Kalinowska-Herok' 2, Matgorzata Ros?, Piotr Widfak'

Zmiany molekularne charakterystyczne dla guza nowotworowego, takie jak mutacje genetyczne czy zmieniony poziom
swoistych transkryptéw i biatek, obserwowane sa niekiedy w obrebie prawidtowych morfologicznie i histologicznie
tkanek otaczajacych nowotwor. Taki obszar tkanek otaczajacych nowotwdér nazywany jest marginesem molekular-
nym guza. Zaktada sig, ze zmiany molekularne obserwowane w tym obszarze moga by¢ etapem poprzedzajagcym
zmiany morfologiczne i histologiczne. Skuteczno$¢ operacyjnego leczenia nowotworéw zalezy od catkowitej resek-
cji guza, a przyczyna niepowodzenia leczenia moga by¢ wznowy miejscowe, bedace efektem pozostawienia poza
polem operacyjnym komdrek nowotworowych. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze wznowy miejscowe sa efektem
transformacji nowotworowej sasiadujacych z guzem tkanek histologicznie prawidtowych, zainicjowanej wystepu-
jacymi tu wczesniej zmianami molekularnymi. W takim ujeciu zdefiniowanie margineséw molekularnych guza i ich
usuniecie razem z nowotworem moze by¢ kluczowe dla skutecznosci leczenia operacyjnego. Istnieje szereg narzedzi
diagnostycznych umozliwiajgcych zdefiniowanie obszaru i okreslenie wiasciwosci molekularnych margineséw guza
nowotworowego. Do najczesciej stosowanych nalezg metody immunohistochemiczne i metody oparte na reakgji
PCR, umozliwiajace analize wybranych biatek, transkryptéw i genéw. W ostatnim czasie podejmowane sg rowniez
préby wykorzystania do badania margineséw molekularnych guza nowotworowego zaawansowanych technicznie
metod genomiki i proteomiki. Do najbardziej obiecujacych wsréd nich nalezy metoda obrazowania molekularnego
tkanek za pomoca spektrometrii mas (Imaging Mass Spectrometry).

Tumor molecular margins

Molecular changes characteristic of malignant tumors such as genetic mutations or altered levels of specific transcripts
and proteins are sometimes observed within the morphologically and histologically normal tissue adjacent to the
tumor. Such an area of morphologically normal yet molecularly changed tissue is called a molecular margin of tumor.
It has been suggested that molecular changes observed in this area might be followed by a further transformation
into a malignant tumor. The efficacy of surgical treatment of the tumor depends on complete resection of cancer
cells, hence local recurrence and failure of the treatment might result from tumor cells residing outside the resected
area. However, a local recurrence could also result from malignant transformation of cells in morphologically and
histologically normal tissue adjacent to the tumor where molecular cancer-initiating changes were pre-existing. Hence
identification and delineation of molecular margins of tumor (and removing them together with the cancer) might
be crucial for the efficacy of the treatment. There are several diagnostic tools that can be used for identification and
characterization of tumor molecular margins. The most commonly used include immunohistochemistry and PCR-based
methods, which allows analysis of pre-selected proteins, transcripts and genes. Most recently, technically advanced
methods of genomics and proteomics have been also proposed in studies of molecular margins of cancer, including
molecular imaging of tissue by mass spectrometry (so called Imaging Mass Spectrometry).
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Wprowadzenie

Operacja chirurgiczna, zazwyczaj uzupetniona o (neo-)
adiuwantowa chemio- i/lub radioterapie, jest podstawo-
wa metoda leczenia wiekszosci typdw nowotwordw litych.
Skuteczno$¢ leczenia operacyjnego zalezy od catkowitej
resekgcji guza, a przyczyna jego niepowodzen moga by¢
wznowy miejscowe wynikajace z pozostawienia poza polem
operacyjnym komorek nowotworowych. Tak wiec catko-
wite usuniecie guza jest jednym z kluczowych warunkéw
powodzenia tego typu leczenia onkologicznego. Dla bez-
pieczenstwa zaleca sie usuwanie guza wraz z marginesem
tkanki okalajacej. Jednak w niektérych przypadkach, np.ze
wzgledu na ograniczenia anatomiczne, chirurgiczna resekcja
guza moze nie by¢ kompletna i agresywna radio/chemio-
-terapia staje sie podstawowym narzedziem dziatania tera-
peutycznego. Wtasciwe wytyczenie marginesu resekg;ji jest
kluczowym czynnikiem prognostycznym skutecznosci le-
czenia. Szereg prac wykazuje, ze pozostawienie tak zwanych
,pozytywnych margineséw” (tumor-positive margins) jest
oczywistym czynnikiem ryzyka nawrotu miejscowego [1, 2].

Standardowg metoda wyznaczenia margineséw guza
nowotworowego jest ocena histologiczna, wykorzystuja-
ca mikroskopowy obraz morfologiczny tkanki [3]. Stopien
kompletnoscii doktadnosci resekcji guza nowotworowego
jest zwykle oznaczany srédoperacyjnie lub pooperacyjnie
za pomoca analizy histopatologicznej na podstawie kla-
sycznego barwienia hematoksyling i eozyng (HE). Ocena
histologiczna preparatéw barwionych HE moze by¢ w nie-
ktérych przypadkach uzupetniona o barwienie immuno-
histochemiczne, analizujace poziom biatka P53 lub innych
biatek swoistych dla komérek nowotworowych [4, 5]. Obok
klasycznych metod analizy histologicznej stosuje sie row-
niez badania ultrastrukturalne, wykorzystujace transmisyjng
mikroskopie elektronowa, ktéra umozliwia bardziej precy-
zyjna ocene frontu naciekania nowotworu, typu komorek,
ich dojrzatosci czy indeksu mitotycznego [6]. Jesli w ocenie
patologa zawartos$¢ komérek nowotworowych w analizo-
wanej tkance przekracza 70-80%, to materiat taki moze by¢
wykorzystany do dalszych analiz genetycznych i moleku-
larnych. Wzmiankowane podejscie badawcze, poza analiza
margineséw molekularnych, stosowane jest oczywiscie réw-
niez w innych badaniach molekularnych majacych na celu
miedzy innymi klasyfikacje typu nowotworu. Na przyktad
na podstawie odmiennej ekspresji w tkance nowotworu
poszczegdlnych grup gendw rozrézniono dwa réznigce sie
przebiegiem klinicznym podtypy molekularne luminalne-
go raka piersi, wykazujgcego ekspresje gendw receptora
estrogenowego [7].

Wymiar marginesu resekcyjnego nie jest czynnikiem
uniwersalnym. Praktyka kliniczna zaktada, iz obszar tkanki
przylegtej do guza, ktéry poddany zostanie resekcji, uzalez-
niony jest od wielu czynnikéw, miedzy innymi: lokalizacji
guza, stopnia zajecia tkanek kluczowych dla funkgji zycio-

Tabela I. Przyktadowe wymiary margineséw resekcyjnych
stosowanych w réznych typach nowotworéw

Typ Wymiar marginesu Odnosnik
nowotworu literaturowy
Rak jamy ustnej 1cm 18]
Rak krtani 0,5cm [8]
Rak piersi 0,5-1,0cm [9]
1,0cm [10]
Czerniak guzdo 1,0cm [11]
1,0 mm
do2,0mm 1,0-2,0cm
do4,0mm 2,0-3,0cm
powyzej 2,0-3,0cm
4,0 mm
Rak jelita glig2 20cm [12]
grubego g3 3,0cm
Rak watrobowo-  1,0cm [13]
komérkowy
Rak zotadka Lauren (1) 5,0cm [13]
Lauren (I1) 7,0cm
Rak ptuca 1,0cm [14]
Rak nerki 0,5-1,0cm [15]
Miesak stawéw ~ 1,0-3,0cm [16]

wych chorego, wspétwystepowania zmian przednowotwo-
rowych o innej topografii czy tez zajecia weztéw chtonnych.
Wszystkie te parametry sg rowniez waznym elementem
determinujacym podejscie do uzupetniajacego leczenia
adjuwantowego [8]. Przyktadowe wymiary margineséw
resekcyjnych stosowanych w leczeniu operacyjnym réznego
typu nowotwordw przedstawione zostaty w tabeli | [8-16].

Szereg danych wskazuje, ze w niektdrych przypadkach
ryzyko wznowy miejscowej po leczeniu operacyjnym moze
by¢ bardzo wysokie pomimo stwierdzenia ,negatywnych”
margineséw histologicznych [17]. Uwaza sieg, ze zjawisko
to moze by¢ przyczyna niskiej, nie przekraczajacej 25-30%
przezywalnosci 5-letniej pacjentéw z niektérymi typami no-
wotwordw [18, 19]. Jedna z przyczyn niepowodzen leczenia
pomimo stwierdzenia czystego marginesu histologicznego
moze by¢ fakt, ze ocena histopatologiczna nie zawsze po-
zwala na wykrycie niewielkich skupisk i pojedynczych komé-
rek nowotworowych. Przypuszcza sie réwniez, ze wznowy
miejscowe moga by¢ efektem transformacji nowotworowej
morfologiczniei histologicznie prawidtowych tkanek sgsia-
dujacych z guzem, zainicjowanej wystepujacymi tu wcze-
$niej zmianami molekularnymi. Zmiany molekularne cha-
rakterystyczne dla guza nowotworowego, takie jak mutacje
genetyczne czy zmieniony poziom swoistych transkryptow
i biatek, obserwowane sa niekiedy w obrebie prawidto-
wych morfologicznie i histologicznie tkanek otaczajacych
nowotwor. Taki obszar zmienionych molekularnie tkanek
otaczajacych guz nazywany jest marginesem molekularnym
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Rycina 1. Schemat lokalizacji marginesu histologicznego i marginesu
molekularnego guza

(rycina 1 schematycznie przedstawia lokalizacje marginesu
molekularnego). Tak wiec okreslenie margineséw mole-
kularnych i ich usuniecie razem z guzem nowotworowym
moze by¢ kluczowym elementem skutecznego leczenia
operacyjnego. Omdwienie informacji dotyczacych mole-
kularnych margineséw guza jest przedmiotem niniejszej
pracy przegladowe;j.

Wiasciwosci molekularnych marginesow
guza nowotworowego

Tkanki otaczajgce nowotwér moga, pomimo ich pra-
widtowego obrazu histologicznego, charakteryzowac sie
wystepowaniem zmian genetycznych lub nietypowym
wzorem transkryptéw i biatek. Obecnos¢ takich zmian mo-
lekularnych moze by¢ oznaka toczacego sie procesu trans-
formacji nowotworowej. Stwierdzono, ze w tkance moga
istnie¢ komorki znajdujace sie we wczesnej fazie transfor-
macji nowotworowej, ktére morfologicznie sg nie do od-
réznienia od komoérek genetycznie prawidtowych. Petna
transformacja nowotworowa moze w takich przypadkach
nastapi¢ po wielu miesigcach lub latach. Tak wiec nawet
u pacjentéw z marginesem histologicznie okreslonym jako
ujemny istnieje znaczace ryzyko wznowy miejscowej [20].
Z tego powodu okreslenie w marginesach resekcyjnych
obecnosci markeréw molekularnych swoistych dla komorek
w stadiach przed- oraz nowotworowych stato sie w ostatnich
latach istotnym problemem poznawczym i aplikacyjnym.
Zagadnienie to jest szczegdlnie istotne w przypadku rakéw,
gdzie z powodéw anatomicznych zastosowanie radykal-
nych margineséw operacyjnych nie moze by¢ praktykowane
(np. nowotwory regionu gtowy i szyi).

Poczawszy od konca lat 90. w literaturze pojawity sie
publikacje opisujace propagacje do tkanek otaczajacych no-
wotwér czynnikéw molekularnych charakterystycznych dla
guza. Z powodéw metodologicznych (dostepnos¢ metod
immunohistochemicznych) pierwsze badania koncentrowa-
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ty sie na biatkach i dotyczyty analizy ptaskonabtonkowego
raka regionu gtowy i szyi (HNSCC). Badano przede wszystkim
biatka, ktére ulegaty nadekspresji (np. elF4) i/ lub mutacji
(np. P53) w komorkach nowotworowych [21, 22]. Dla moni-
torowania kompletnosci resekcji guza w tkance otaczajacej
nowotwdr analizowano réwniez obecnos¢ innych biatek
charakterystycznych dla guza, m.in.: receptor HER2 w przy-
padku raka piersi [23], naczyniowy czynnik wzrostu $réd-
btonka w przypadku raka ptuc [24], a takze czynnik NF-kB
[25] oraz racemaze a-metylo-koenzymu A [26] w przypadku
raka prostaty.

Szereg biatek analizowanych jako potencjalne cele
terapeutyczne i/lub diagnostyczne jest obecnie bada-
nych réwniez jako charakterystyczne wyznaczniki mole-
kularnych margineséw nowotworu. Przyktadem molekut
o potencjalnym znaczeniu dla okreslenia molekularnych
margineséw migsakéw tkanek miekkich sa kalcykliny (to-
warzyszace zmianom nowotworowym np. w raku trzustki)
oraz izoformy A i B kalgranulin (badane dotychczas w raku
jajnika) [27]. Obie grupy biatek moga wchodzi¢ w interak-
cje z elementami cytoszkieletu, co prowadzi do dysfunkgcji
w formowaniu mikrotubul oraz zwiekszonej ruchliwosci
iinwazyjnosci komorek [28]. Innym przyktadem biatka cha-
rakterystycznego dla marginesu molekularnego miesakéw
jest czynnik zahamowania migracji makrofagéw (MIF), ktory
w warunkach fizjologicznych krazy w surowicy krwi i jest
wydzielany w odpowiedzi immunologicznej przez akty-
wowane monocyty i makrofagi [27, 29]. Zwigzany jest on
z kontrola proliferacji komorek, ré6znicowaniem, angioge-
neza oraz progresja i przerzutowaniem nowotworéw. Do
tej pory silng ekspresje MIF przypisywano nowotworom
takim jak czerniak [30] i rak piersi [31] oraz przerzutom raka
prostaty [32] i gruczolaka ptuc [33]. Badania nad cechami
margineséw miesakéw tkanek migkkich udowodnity, ze MIF
stanowi potencjalny czynnik rokowniczy réwniez w tym
typie nowotworéw [27].

Kolejnymi zmianami molekularnymi analizowanymi
w tkance otaczajgcej nowotwor sg charakterystyczne dla
guza mutacje genetyczne i zmiany wzoru ekspresji gendéw.
W marginesach molekularnych ptaskonabtonkowych ra-
kéw regionu gtowy i szyi, rakéw jelita grubego i niedrob-
nokomérkowego raka ptuc (NSCLC) wykrywano miedzy
innymi mutacje genoéw TP53 i KRAS [34-36]. Interesujacym
aspektem zmian genetycznych zwigzanych z procesem
nowotworzenia s3 mutacje sekwencji mikrosatelitarnych
(wielokrotnych tandemowych powtérzen sktadajacych
sie krotkich sekwencji dwu-, trzy- lub czteronukleotydo-
wych). W przypadku komérek nowotworowych najczest-
szymi typami mutacji w obrebie tych sekwencji s utra-
ta jednego allelu (czyli utrata heterozygotycznosci; LOH)
badz zmiana liczby powtdérzen [37-39]. Analize charakte-
rystycznych dla guza zmian sekwencji mikrosatelitarnych
wykorzystano do wykrycia komdrek transformowanych



Tabela Il. Czynniki molekularne identyfikowane w marginesach guzow

Typ nowotworu Analizowany czynnik Metoda Odnosnik literaturowy
HNSCC elF4E IHC [21]
HNSCC elF4E, TP53, MMP9 IHC [22]
HNSCC metylacja MGMT i CDKN2A PCR [47]
HNSCC mutacja TP53 PCR [34]
HNSCC ekspresja MMP1, P4HA2, COL4AT RT-PCR [41]
HNSCC ekspresja PTHLH, MET MMP9, EPCAM, LGALS1 RT-PCR [42]
Rak odbytnicy mutacje TP53 IHC [35]
Rak watrobowokomorkowy metylacja CDKN2A PCR [48]
Rak jelita grubego — przerzuty do watroby ~ mutacje KRAS, PIK3CA, APC, TP53 PCR [49]
NSCLC mutacje KRAS PCR [36]
Rak prostaty aktywnosc¢ telomerazy test aktywnosci [50]
Rak piersi HER2 IHC [23]

w tkance otaczajacej nowotwor i oceny ryzyka niepowo-
dzenia leczenia chorych z nowotworami gtowy i szyi [40].

Charakterystyczng dla guza ekspresje szeregu genéw
obserwowano w tkance otaczajacej ptaskonabtonkowe raki
gtowy i szyi [41, 42]. Do wykrycia komodrek nowotworo-
wych w marginesie resekcyjnym rakéw regionu gtowy i szyi
wykorzystano réowniez detekcje transkryptéw ludzkiego
antygenu hLy-6D, ktéry ulega ekspresji w 80-90% komorek
nabtonka transformowanego nowotworowo [43]. Inny inte-
resujacy kierunek analizy cech molekularnych tkanki sasia-
dujacej z guzami dotyczy zmian epigenetycznych. Zmiany
te zachodza juz we wczesnych (przedrakowych) etapach
rozwoju nowotworu, a nasilajg sie wraz z progresja guza
i zmiana fenotypu nowotworu w kierunku jego wiekszej
agresywnosci [8]. Istota zmian epigenetycznych polega na
modulacji poziomu ekspresji genéw poprzez mechanizmy,
ktére nie ingeruja w sam zapis informacji genetycznej, lecz
moduluja sposéb jej odczytu. Do czynnikéw epigenetycz-
nych naleza metylacja DNA, polegajaca na enzymatycznej
modyfikacji reszt cytozyny (w procesie metylacji DNA w swo-
istych sekwencjach pojawiaja sie reszty 5-metylo-cytozyny),
oraz kowalencyjne modyfikacje histonéw (przede wszyst-
kim acetylacja, metylacja i fosforylacja), ktére wptywaja na
rearanzacje struktury chromatyny i dostepnos¢ genéw dla
polimeraz RNA i czynnikéw transkrypcyjnych [39]. W tkance
otaczajacej raki gtowy i szyi stwierdzono hypermetylacje
promotoréw szeregu gendw supresorowych (np. genu CDK-
N2A kodujacego biatko p16) czy gendw naprawy (np. genu
MGMT) [44-46].

Badania dotyczace molekularnej charakterystyki tkanek
sasiadujacych z guzem nowotworowym (z ktérych czes¢
omoéwiono wyzej i/lub wymieniono w tabeli Il [21-23,
34-36, 41, 42, 47-50]) wykazaty, ze wiele zmian genetycz-
nych i molekularnych swoistych dla obszaru guza obec-
nych jest w tkance otaczajacej nowotwor okreslonej jako

histologicznie prawidtowa. Badania te dotyczyty réznych ty-
pow czynnikéw molekularnych uczestniczacych w réznych
procesach komoérkowych. Co najbardziej istotne, badania
te wykazaty, ze u pacjentdw z negatywnymi marginesami
molekularnymi ryzyko wznowy miejscowej jest znamien-
nie nizsze niz w przypadku negatywnego marginesu hi-
stologicznego i potwierdzity, ze marginesy molekularne
s istotnym czynnikiem rokowniczym. W tym kontekscie
ocena marginesdéw molekularnych nowotworu moze sta¢
sie kluczowym elementem w planowaniu i przewidywaniu
skutecznosci leczenia onkologicznego.

Wiedza na temat proceséw biologicznych toczacych
sie w histologicznie prawidtowej tkance otaczajacej guz
nowotworowy jest bardzo ograniczona. Intrygujaca wyda-
je sie hipoteza zakfadajaca, ze analizy molekularne moga
identyfikowac¢ komorki, ktére wykazuja potencjat nowotwo-
rowy — posiadajg charakterystyczne zmiany na poziomie
molekularnym, ale nie przejawiajg oznak fenotypowych
odpowiadajacych strukturze komérek guza. Obecnos¢ ta-
kich cech molekularnych mogtaby prowadzi¢ do kaskady
przemian skutkujgcych zmianami fenotypowymi, a w ko-
lejnym etapie do kompletnej transformacji nowotworo-
wej. Przypuszcza sie, ze w nowotworach indukowanych
kancerogenami chemicznymi zmiany przednowotworowe
wystepuja w catej tkance eksponowanej na dziatanie czynni-
kéw kancerogennych, a taki hipotetyczny proces okresla sie
terminem field cancerization. Zaktada sie, ze tylko niewielka
liczba komérek z takiego ,obszaru kancerogenezy” ulega
kompletnej transformacji nowotworowej i uztosliwieniu,
jednak wszystkie te komorki maja podobny wyjsciowy po-
tencjat nowotworzenia [51, 52]. Potwierdzeniem takiego
modelu nowotworzenia moga by¢ obserwacje poczynione
w rozwoju miedzy innymi rakéw regionu gtowy i szyi. U cho-
rych z tymi nowotworami znaczne fragmenty powierzchni
$luzéwki gérnych drég oddechowych eksponowane sg
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na dziafanie alkoholu i dymu tytoniowego. Czynniki te sg
swoistymi czynnikami rakotwérczymi, ktére indukuja licz-
ne zmiany przednowotworowe (dysplazje), jednak jedynie
20-40% takich zmian przednowotworowych rzeczywiscie
przeksztatca sie w posta¢ nowotworowa [53]. Charaktery-
styka czynnikow molekularnych swoistych dla marginesu
raka i poznanie wzajemnych zaleznosci pomiedzy nowo-
tworem a otaczajacy go ,prawidtowg” tkanka moga by¢
kluczowe dla wyjasnienia wielu kwestii zwigzanych z roz-
wojem i ewolucjg zmian przed- i nowotworowych. Samo
zjawisko zmian molekularnych pojawiajacych sie w trakcie
procesu nowotworzenia przed zmianami morfologicznymi
i histologicznymi lub niezaleznie od nich jest fascynujacym
zagadnieniem dotyczacym korelacji miedzy zmianami mole-
kularnymi, funkcjonalnymii strukturalnymi, kluczowym dla
wyjasnienia wielu aspektéw biologii nowotwordw.

Nowe perspektywy w badaniach molekularnych
margineséw nowotworow

Lokalne wznowy nowotworu wystepujace pomimo
stwierdzenia po operacji chirurgicznej ujemnych margineséw
histologicznych sg prawdopodobnie zwigzane z obecnoscia
mikroognisk komdrek nowotworowych w sasiedztwie guza,
ktére w konwencjonalnym badaniu histopatologicznym sa
zaklasyfikowane jako prawidtowy komponent tkanki lub tez
wynikajg z obecnosci komérek z molekularnymi zmianami
przednowotworowymi, ktére z czasem nabierajg komplet-
nych cech fenotypu nowotworowego. Dlatego tez prawidtowa
ocena margineséw molekularnych jest istotnym czynnikiem
rokowniczym umozliwiajagcym prognozowanie skuteczno-
sci leczenia. Szczegdtowe scharakteryzowanie zasiegu i cech
margineséw molekularnych guza wymaga wdrozenia catego
panelu metod diagnostycznych obejmujacych zaawansowane
testy molekularne. Wiekszo$¢ dotychczasowych prac dotycza-
cych molekularnych margineséw nowotworu positkowata
sie technikami analizy swoistych biatek i genéw (np. immu-
nohistochemia lub PCR) i koncentrowata sie na czynnikach
charakterystycznych dla komérek nowotworowych. Podejscie
takie jest w petni uzasadnione w badaniach diagnostycznych
ukierunkowanych na analize ustalonych wczesniej biomarke-
réw. Jednak w przypadku badan o charakterze poznawczym,
ktorych celem jest zidentyfikowanie nowych czynnikdw deter-
minujacych interakcje miedzy komérkami guza i komérkami
tkanki otaczajacej nowotwor, coraz wieksze znaczenie maja
techniki genomikii proteomiki, umozliwiajace analize global-
nych profiléw molekularnych nie ograniczong do wybranych
wczesniej gendw i biatek.

Do scharakteryzowania i zidentyfikowania czynnikow
obecnych w marginesach molekularnych guza wykorzystuje
sie technike obrazowania molekularnego tkanki, tzw. Ima-
ging Mass Spectrometry (IMS). Technika ta bazuje na spek-
trometrii mas MALDI-ToF zastosowanej bezposrednio do
odpowiednio przygotowanych preparatéow tkankowych.
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Metoda IMS umozliwia detekcje i analize przestrzennej dys-
trybucji réznych biatek i innych czasteczek biologicznych,
w tym lipidéw, lekéw i metabolitéw. Ponadto umozliwia ona
tez skorelowanie cech molekularnych z morfologicznymi
i strukturalnymi wiasciwosciami tkanek. Olbrzymia zaleta tej
metody jest mozliwos¢ przeprowadzenia globalnej analizy
proteomicznej, nieograniczonej do kilku wybranych biatek,
co stanowi o jej wyzszosci nad klasycznymi metodami im-
munohistochemicznymi. Potencjat techniki IMS powoduje,
Ze jest ona obecnie jednym z intensywniej rozwijanych
narzedzi proteomiki, o szerokim spektrum zastosowania
w badaniach biologicznych i medycznych. Uzyskane w tej
metodzie profile biatkowe sa w stanie nie tylko rozréznic
tkanke zdrowa od nowotworowej, ale takze ukazuja rézni-
ce pomiedzy wczesnym i péznym stadium raka. Ponadto
technika ta umozliwia klasyfikacje réznych klas i podtypow
nowotworéw na poziomie molekularnym [54].

Metoda MALDI-IMS wykorzystana zostata po raz pierw-
szy do scharakteryzowania molekularnego marginesu in-
wazyjnych miesakéw tkanek miekkich [27]. Autorzy tej
pracy wykazali, ze chociaz wiekszos¢ biatek swoistych dla
guza wystepuje tylko w tkance nowotworowej, szereg bia-
tek charakterystycznych dla guza obecnych byto réwniez
w tkance uznanej za histologicznie prawidtowa. Niektoére
z takich biatek, m.in. kalcyklina, kalgranulina i czynnik MIF,
wykrywane byty nawet 1,5 cm poza granica okreslong jako
histologiczny margines guza. Podobna analiza wykonana
dla jasnokomérkowego raka nerki wykazata, ze do biatek
o podobnym wzorze ekspresji w guzie nowotworowym
i otaczajacej tkance nalezaty sktadniki mitochondrialnego
farncucha transportu elektronéw [55]. Inna oparta o techni-
ke IMS analiza raka jajnika wykazata, ze tkanka znajdujaca
sie na styku guza nowotworowego i tkanek prawidtowych
charakteryzuje sie odrebnymi cechami molekularnymi, nie
wystepujacymi ani w tkance guza, ani w tkance prawidtowej.
Do biatek charakterystycznych dla takiego styku tkanek
naleza miedzy innymi plastyna-2 i peroxyredoxyna-1 [56].

Badania proteomiczne wykorzystujace technike IMS
pozwalajg na okreslenie kompletnego profilu molekular-
nego otoczenia guza i sasiednich tkanek prawidtowych,
a zarazem umozliwiaja petne oszacowanie zasiegu tych
zmian poza histologicznie zdefiniowany margines tkanki
nowotworowej. Co ciekawe, przeprowadzone badania wy-
kazaty, ze wsréd czynnikéw charakterystycznych dla mo-
lekularnych margineséw guza znajduja sie réwniez biatka
nie traktowane dotychczas jako oczywiste czynniki swoiste
dla nowotworu i nie analizowane pod katem ich mozliwego
udziatu w procesie nowotworzenia. Stwarza to wiec warunki
dla petniejszego i bardziej precyzyjnego poznania proce-
séw biologicznych toczacych sie na granicy guza i tkanki
prawidtowej, majacych istotne znaczenie dla rozwoju no-
wotworu i interakcji miedzy komérkami nowotworowymi
i komorkami otaczajacych go tkanek.
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