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Nowe spojrzenie na proliferacje nowotworow
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W ostatnich latach, dzigki postepowi badar nad mechanizmami zjawisk biologicznych, odpowiedzialnych za odpowiedz
popromienng nowotworu, zrewidowano poglgd dotyczqcy proliferacji komorek nowotworowych. Obecnie, za istotnie majqgce
wplyw na leczenie, zamiast szybko proliferujgcych, uwaza sie pule powoli proliferujgcych komdorek, ktéra moze zawierac
nowotworowe komorki macierzyste. Przedstawiono rozne modele proliferacji komdrek nowotworowych oraz metody
pomiaru szybkosci wzrostu nowotworow, stosowane w praktyce klinicznej. Ze wzgledu na wykazany wplyw innych czynnikow
biologicznych na szybkos¢ wzrostu komorek nowotworowych i stwierdzang heterogennosc tej cechy w obrebie jednego typu
histologicznego, proliferacja komorek nowotworowych stracila swoje predykcyjne znaczenie w praktyce klinicznej.

A new look at tumour proliferation

Recently, due to the progress in the research in the field of biological mechanisms affecting radiation response, tumour cell
kinetics has been revised. Presently, it is assumed that of the population of slowly proliferating tumour cells has crucial
influence on the results of radiotherapy results, contrary to previous beliefs that this effect is associated with fast proliferating
tumour cells. The most likely reason may arise from the fact that this slowly proliferating population may contain malignant
stem cells. In this review we present different models of tumour cell kinetics and methods of measuring cell proliferation in
clinical practice. Due to the influence of other biological factors on the growth rate of tumour cells and the heterogeneity of
this feature within one histological tumour type, proliferation rate has lost its predictive value in clinical practice.
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Z poczatkiem lat 80. XX wieku, zaczeto publikowaé wy-
niki licznych badan klinicznych wykazujacych, ze u cho-
rych na ten sam typ nowotworu zloSliwego, leczonych
taka samg dawka promieniowania i tym samym sposobem
frakcjonacji, z r6zna czg¢stoscig dochodzi do miejscowych
wyleczen nowotworu i inny jest takze stopien nasilenia
popromiennych odczynéw tkanek prawidiowych. Zdano
sobie wowczas sprawe, ze za roznice w odpowiedzi guzow
na leczenie moga by¢ odpowiedzialne cechy biologiczne
nowotworu. W 1975 r. Withers wyr6znit cztery procesy
biologiczne, ktére moga by¢ odpowiedzialne za popro-
mienng reakcje guza i okreélit je mianem ,,4R” radio-
terapii [1]. Naleza do nich: naprawa uszkodzenn DNA,
redystrybucja komorek w cyklu, repopulacja (proliferacja
komorek przezywajacych napromienianie) i reoksygena-
cja niedotlenowanych (hipoksycznych) komoérek nowo-
tworowych. W 1989 r. Steel i wsp. [2] uzupetnili t¢ liste
o piate ,,R” — wewnatrzkomorkowa promieniowrazliwosc.
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Od tego czasu podj¢to intensywne badania nad ocena
wartosci prognostycznej (dotyczace wynikow leczenia)
i predykcyjnej (dotyczacej skutecznosci r6znych warian-
tow leczenia) cech biologicznych nowotworu, odpowie-
dzialnych za wymienione procesy.

Wszystkie wymienione procesy biologiczne w r6z-
nym stopniu wplywaja na przebieg i wyniki leczenia indy-
widualnego chorego. Jednak w celu indywidualizacji
leczenia (predykcyjna rola) zwracano uwage gldwnie na
trzy parametry: proliferacj¢ komorek nowotworowych,
wewnatrzkomorkowa promieniowrazliwo$¢ i niedotle-
nowanie komorek — hipoksje. Niestety, pomimo ponad
dwudziestoletnich badan nad indywidualizacja leczenia
w oparciu o cechy biologiczne nowotwordéw, do chwili
obecnej nie zostal opracowany panel testow dla zadnego
typu nowotworu, pozwalajacy osiagnaé zamierzony cel.
Istnieje szereg przyczyn tego stanu rzeczy. Po pierwsze,
nie zdawano sobie sprawy z heterogennoSci nowotworu
pod wzgledem kazdej z badanych cech biologicznych.
Po drugie, nie opracowano standardowych, obiektyw-
nych metod oceny biologicznych cech nowotworéw. Po
trzecie, w wielu publikowanych pracach, dotyczacych
tego tematu, formulowano wnioski na podstawie anali-
zy malo liczebnych grup chorych, o zbyt krotkim czasie



obserwacji, co doprowadzato do publikowania sprzecz-
nych wynikéw pomiedzy poszczegdlnymi osrodkami.
Dodatkowo, w ostatnich latach wprowadzenie do badan
radiobiologicznych nowoczesnych metod biologii mole-
kularnej, przyczynito si¢ do rewizji, niektérych dogmatow
radiobiologicznych obowiazujacych od wielu lat, jak tez
doprowadzilo do nowego spojrzenia na role czynnikow
biologicznych w radioterapii. Dotyczy to migdzy innymi
proliferacji komo6rek nowotworowych. Dlatego niniej-
szy przeglad bedzie poswigcony przedstawieniu nowych
pogladow dotyczacych tego zagadnienia.

Przez dziesiatki lat w spotecznoSci klinicystow
i radiobiologdw obowigzywal poglad, ze niepowodze-
nia radioterapii zwigzane sg gldwnie z wystgpowaniem
w guzach puli szybko proliferujacych komorek nowo-
tworowych. Wysoka aktywno$¢ proliferacyjna komoérek
nowotworowych byta bowiem uznawana za jeden z czyn-
nikéw decydujacych o przyspieszonej repopulacji nowo-
tworow zloSliwych. Uwazano, ze ocena szybkoSci wzrostu
komorek nowotworowych przed leczeniem moze miec
znaczenie predykcyjne i stanowi¢ podstawe dla zmian
schematu radioterapii. Poglady te sformutowano na pod-
stawie przestanek, pochodzacych migdzy innymi z badan
klinicznych. I tak, z analiz przeprowadzonych w grupie
nowotworow terenu glowy i szyi wynikato, ze $redni czas
wznowy wynosi okofo 6 miesiecy od zakonczenia lecze-
nia, co jest zgodne z czasem podwojenia klonogennych
komorek nowotworowych, wynoszacym kilka dni [3, 4];
moze on mie¢ wplyw na czas pojawienia si¢ wznéw po
leczeniu. Na podstawie wielu badan klinicznych wyka-
zano zwigzek miedzy szybkoScia proliferacji r6znych
nowotworow i czasem do wystapienia wznow. Zalezno$¢
te przedstawia Rycina 1 [5, 6]. Wyniki badan klinicznych
wykazaly takze negatywny wplyw wydluzenia czasu radio-
terapii przez wprowadzenie przerwy podczas leczenia,
bez podwyzszenia wysokosci dawki catkowitej. Prowadzi
to do zmniejszenia odsetka wyleczen miejscowych [3, 7].
Na zjawisko to zwrocili uwage Withers i wsp. [8], ktorzy
wykazali przyspieszong repopulacje komorek raka noso-
wej czedci gardta u chorych w przedtuzonym czasie lecze-
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Ryc. 1. Zalezno$¢ migdzy tempem proliferacji réznych nowotworéw
(wyrazonym jako potencjalny czas podwojenia — Tpot) i czasem do
wystapienia wznowy miejscowej po zakonczeniu radioterapii. Rycina
wg Trotta i wsp. [5] i Wilsona [6], w modyfikacji wlasnej

nia (z 5 do 8 tygodni). W celu przeciwdzialania takiemu
efektowi repopulacji nalezy podwyzszy¢ dawke o 0,6 Gy
na kazdy dzien przedluzonej radioterapii.

Omawiane prace staly si¢ podstawa do wprowadze-
nia skréconych reziméw frakcjonacji w radioterapii, jak
rowniez przyczynily si¢ do powstania koncepcji gtosza-
cej, ze szybko proliferujace nowotwory beda reagowaly
lepiej na skrocone leczenie napromienianiem. W celu
wyeliminowania zjawiska repopulacji wprowadzono, mig-
dzy innymi, schemat radioterapii CHART (continuous
hyperfractionated accelerated radiotherapy), polegajacy
na podawaniu w ciggu 12 dni leczenia 3 matych dawek
frakeyjnych dziennie z 8-godzinng przerwa [9]. U chorych
leczonych wedlug tego schematu przeprowadzono takze
oceng szybkosci wzrostu komoérek nowotworowych przed
leczeniem. Niestety, analiza ponad 500 chorych leczonych
wedtug schematu CHART nie wykazata istotnej r6zni-
cy w przezyciu chorych na szybko i wolno proliferujace
nowotwory, aczkolwiek uzyskanie takiego samego odset-
ka wyleczen miejscowych dla nizszej dawki calkowitej,
podanej w znacznie krétszym czasie, moglo posrednio
wskazywa¢ na wyeliminowanie repopulacji jako przyczyny
niepowodzenia [10]. Cho¢ w tym i w innych badaniach nie
wykazano znaczenia prognostycznego szybkiej prolifera-
cji komorek nowotworowych, sformutowano radiobio-
logiczny dogmat, zgodnie z ktorym szybko proliferujace
nowotwory powinny by¢ leczone wedtug przyspieszonych
schematdw radioterapii.

Nalezy zaznaczy¢, ze w latach 70. ubieglego wieku
niektérzy badacze [11, 12] wskazywali na kliniczne
znaczenie subpopulacji powoli dzielacych si¢ komoérek
nowotworowych. Ta subpopulacja miata wywodzi¢ si¢
z populacji szybko proliferujacych komorek, w wyniku
wydtuzania cyklu komorkowego i po radioterapii ulegaé
przyspieszonemu wzrostowi. Te glosy jednak nie byly
brane pod uwage. Badacze ci ponadto sugerowali, ze
subpopulacja tych komdérek moze odgrywac podstawowa
role dla tempa wzrostu heterogennej populacji komorek.
Argumentowali, ze gdyby w nowotworze szybka prolife-
racja odgrywala decydujaca role, to szybko stataby sie
populacja dominujaca i przerostaby wszystkie inne, w nim
wystepujace.

Od lat badano mechanizmy komdrkowe i Srodo-
wiskowe, wplywajace na przyspieszenie tempa prolife-
racji komoérek nowotworowych. Poznano organizacje
proliferujacych komorek i mechanizmy kontroli cyklu
komoérkowego. W latach 80. XX wieku obowigzywat
klasyczny model proliferacji komoérek — model fazy
spoczynkowej (GO repose model) [13]. Zaktadal on, ze
wickszo$¢ komorek tkanek ssakéw znajduje sie w fazie
spoczynkowej (GO) i dopiero stymulacja (np. czynni-
kami wzrostu) powoduje wejscie komorek w cykl przez
faz¢ G1, a nastgpnie S, G2 do M (Ryc. 2). Model ten
powstal w oparciu o tkanki prawidiowe. W procesie
prawidlowego réznicowania wigkszo$¢ komorek in vivo
nie proliferuje, cho¢ pozostaja zywotne i aktywne meta-
bolicznie. Wywodza si¢ one z komorek proliferujacych,
w ktérych w procesie roznicowania metabolizm zostal
przesterowany w stan spoczynku [13]. Decyzja o losie
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Ryec. 2. Model fazy spoczynkowej (GO) proliferacji komdrek. Rycina

wg Wilsona [22], w modyfikacji wlasnej. Zaznaczona rola cyklin

w poszczegdlnych fazach cyklu (szczegélnie cykliny D w punkcie

restrykcyjnym w fazie G1). Rekrutacja komoérek do cyklu (faza G1)
odbywa si¢ po stymulacji komorek w fazie GO

komorki odnosnie przejscia do stanu spoczynku (faza
GO0) lub wzrostu podejmowana jest w fazie G1. W prze-
ciwiefistwie do procesu prawidlowego roznicowania
(ruch komoérek z fazy G1 do GO) zatozono, ze komorki
nowotworowe moga wchodzi¢ na droge proliferacji lub
nowotworzenia z fazy GO (ruch komoérek z fazy GO do
G1). Model ten zaktadat, ze w nowotworze, w fazie G0
znajduja sie komorki nieproliferujace, wycofane z cyklu
(np. wskutek braku tlenu i Srodkéw odzywcezych), zroz-
nicowane i nekrotyczne. Tworza one, w odr6znieniu od
komorek proliferujacych (przedziat P) przedzial nie-
proliferacyjny (przedzial Q), spoczynkowy (quiescent),
w ktéorym komorki pod wzgledem biologicznym rdéznig
si¢ znacznie od komdrek z przedzialu proliferacyjnego.
Ten hipotetyczny model zakladat, ze komorki znajdujace
si¢ w fazie GO maja dwie mozliwosci: ponowne wejscie
do cyklu poprzez fazg G1, co moze nastapi¢ w odpowie-
dzi na bodzce, takie jak, na przykiad, czynniki wzrostu
i cytokiny, czy dostep do tlenu i Srodkéw odzywczych.
Druga mozliwo$¢ to obumarcie komorki, gdy niekorzyst-
ne warunki do zycia trwaja zbyt dlugo. W odpowiedzi na
wyzej wymienione bodZce komorka moze przejs¢ pelny
cykl podziatowy (rozpoczynajac obieg w cyklu od fazy Gl1,
poprzez S, G2 i M), albo tez z powrotem zostaé wycofa-
na do fazy GO0, czyli do fazy pomitotycznej (przedziat Q)
i poddac si¢ procesowi roznicowania. Model ten zaktadat
wiec, ze istnieja zasadnicze roznice biologiczne miedzy
komorkami dzielacymi si¢ i spoczynkowymi. Zakladat
rowniez, ze Smier¢ komdrek moze nastgpowac gidwnie
po wyjsciu z fazy GO i przedziatu Q.

W latach 80. ubieglego stulecia panowal poglad,
ze po zakoficzeniu leczenia ogniska wznowy powstaja
w wyniku aktywnoSci proliferacyjnej kilku komorek klo-
nogennych (czyli dzielacych si¢), ktore przezyly pomimo
leczenia. Tak wigc intuicyjnie za najwazniejsza z punktu
widzenia odpowiedzi na radioterapi¢ uznano subpopu-
lacje komorek szybko dzielacych sie¢ w guzie. Minimali-
zowano znaczenie powoli proliferujacych komorek lub

znajdujacych si¢ w fazie GO nowotworowych komérek
macierzystych (przez analogi¢ do tkanek prawidlowych).
Obecno$¢ nowotworowych komdrek macierzystych za$
cz¢sto nawet negowano [14]. Zdawano sobie jednak
sprawe z tego, ze w wyniku reoksygenacji, zachodzace;j
w czasie radioterapii, komorki te mogly by¢ przesuwane
do przedzialu proliferacyjnego, co umozliwiato im mno-
zenie si¢, czyli repopulacje.

Jakkolwiek model wyrdzniajacy faze GO dobrze
opisuje cykl podzialowy prawidtowych komoérek, jednak
nie ttumaczy zréznicowania populacji komoérek nowo-
tworowych w guzie, pod wzgledem kinetyki wzrostu i pro-
liferacji. W tkankach prawidlowych istnieje réwnowaga
pomigdzy produkcja komorek i ich utrata. W nowotwo-
rach natomiast przewaza proliferacja, co doprowadza
do wigkszego (w przypadku braku §rodkéw odzywcezych
i tlenu) wycofywania komorek z fazy G1 do GO. Gléwnie
z tego powodu w litych guzach liczba komérek nowotwo-
rowych w fazie GO jest znacznie wigksza.

W 1995 r. roli Baisch i wsp. [15] zaproponowali
nowy model proliferacji (the growth retardation model),
uwzgledniajacy opOznienia komdrek nowotworo-
wych w przechodzeniu przez cykl podziatowy (Ryc. 3).
W przeciwienstwie do poprzedniego modelu zatozono,
ze komorki kraza w cyklu w szybkim tempie, dopoki nie
ulegna spowolnieniu w fazie S lub ulegna apoptozie albo
procesowi roznicowania. W modelu tym, w odroznieniu
od poprzedniego, zatozono réwniez, ze w przypadku nie-
sprzyjajacych warunkéw, wycofywanie komorek do fazy
spoczynkowej (G0) moze mie¢ miejsce w kazdej fazie
cyklu, a nie tylko w fazie G1. Réwniez utrata komoérek
moze zachodzi¢ w kazdej fazie cyklu, takze w fazach S
i G2 (Ryc. 3). Subpopulacja komérek majacych dobre
warunki do wzrostu moze proliferowaé szybko. Jednak
wraz ze wzrostem odlegtoSci od naczyfn krwionoSnych
tempo wzrostu moze ulega¢ spowolnieniu, a komorki

Szybko proliferujgce komorki

G1 s G2 M
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Komorki zatrzymane w cyklu
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Ryc. 3. Model zroznicowanej proliferacji komorek wg Baischa i wsp. [15].

Rycina w modyfikacji wlasnej wg Wilsona [21]. Brak tlenu i Srodkow

odzywczych w wyniku niewystarczajacego unaczynienia, brak czynnikow

wzrostu lub duza gesto$¢ komorek moga powodowaé zatrzymanie

komorek w kazdej fazie cyklu, co doprowadza do wydiuzenia czasu

trwania cyklu (Tc — ang. time cycle), a w skrajnych przypadkach moga
powodowacé §mieré komorki



moga podlega¢ opdznieniu w cyklu, co zachodzi wraz ze
wzrostem guza. Model Baischa i wsp. dobrze ttumaczy
zjawisko zroznicowania komodrek w guzie pod wzgledem
przebiegu cyklu komérkowego. Jednak jego wadg jest
zalozenie, ze wolno proliferujace komorki powstaja z puli
komorek szybko dzielacych si¢ i ich udzialem jest wigksza
Smiertelno$¢ komorek.

Opisywany model nie zyskal powszechnej akceptacii,
dlatego w 1999 r. Shackney i Shankey [16] zaproponowali
wielopoziomowy model proliferacji komérek nowotwo-
rowych (the proliferation plane model) (Ryc. 4). Laczy
on cechy poprzednich modeli, a takze zwraca uwage
na wystgpowanie w obrebie jednej populacji réznych
subpopulacji komorek, réznigcych si¢ tempem wzrostu
oraz cechami fizjologicznymi i molekularnymi. Model
uwzglednia zaré6wno rozne tempo przechodzenia komo-
rek przez cykl, jak i ich rekrutacji do cyklu. W celu lep-
szego przedstawienia tego modelu czas przejscia komorki
przez cykl, autorzy przedstawili graficznie w plaszczyz-
nie poziomej (liniowo), w ktorej poczatek cyklu (faza
G1/0) znajduje si¢ w punkcie 0, na poczatku drogi, faza
S w potowie drogi (0,5), a podzial komorki (1) na koncu
jej celu. Opoznienie w cyklu (strzatka w dot na Rycinie

4) jest wyrazone czasem trwania cyklu komdrkowego (tj.
czasem, jaki uplywa od zakoficzenia jednej mitozy do
konca nastepnej), czyli od krotkiego (8-12 godz.) do dtu-
giego cyklu (kilka tysigecy godzin w niektorych ludzkich
nowotworach) (Ryc. 4 A) [16]. Rekrutacja komdrek do
cyklu jest zaznaczona linia wznoszaca i oznacza przejscie
komorek z diugiego do krotkiego cyklu. Kazdy punkt na
schemacie cyklu ma okreSlony zwigzek z szybkosScia syn-
tezy DNA i jego zawartoScig.

Model prezentuje ograniczong plaszczyzne, w kto-
rej komorki przechodzg z lewej do prawej strony; oS x
przedstawia cze$¢ przebytej drogi do mitozy, oS y okre-
§la catkowity czas trwania cyklu komoérkowego. Gorna
granica (najciemniejszy kolor) na schemacie prezentuje
komorki z najkrétszym cyklem, w ktorym faza S zajmuje
najwieksza czeS¢ cyklu komodrkowego i charakteryzuje sie
najwyzsza szybkoscig syntezy DNA (najwyzszy odsetek
IWBrdUrd). Dolna granica natomiast prezentuje najwol-
niej dzielace si¢ komorki, gdzie szybkoS¢ przejscia przez
cykl jest tak powolna, ze niemozliwe jest odroznienie ich
od komdrek zatrzymanych w cyklu (przedziat Q). W tych
komorkach wolno przesuwajacych si¢ w cyklu, faza S zaj-
muje znacznie mniejszg cze$¢ cyklu i mniejsza jest tez

A. frakcja podwojonego DNA komorki

komérki szybko -0 z ’ .
proliferujgce

0,5 1

wydluzenie G1
Te zbyt duza gestosc komdrek
hipoksja
roZnicowanie
G2
apoptoza
M
l G0/G1 _
reoksygenacja
komérki wolno nabor do cyklu
proliferujace
0 0,1 0,5 1

czesc¢ drogi przebytej w cyklu

B. szybko proliferujace nowotwory C. wolno proliferujace nowotwory

cykl

0 0,1 0,5

10 0,1 0,5 1

Ryc. 4. Przestrzenny model proliferacji komérek wg Shackneya i Shankeya [16]
w modyfikacji wlasnej. A. Gtéwny schemat modelu. OS x przedstawia liniowo droge
przejscia komorek w cyklu, od lewej strony do prawej (na podstawie ilosci podwojonego
DNA komdrki), natomiast 0§ y obrazuje czas trwania cyklu komorkowego. Komorki
szybko proliferujace charakteryzuje krotki czas trwania cyklu Te (gorna czg$¢ plaszezyzny),
a komorki najwolniej proliferujace — diugi Tc; znajduja si¢ one w dolnej czgsci plaszczyzny.
Najciemniejszy odcien szaroSci na plaszczyZnie przedstawia szybka proliferacj¢ komorek,
ktora cechuje krotki cykl komorkowy. Na rycinie przedstawiono rowniez hipotetyczne
modele rozkladu komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu (zakreskowane pola) dla
szybko (B) i powoli dzielacych si¢ nowotworéw (C), w ktérych wigkszos¢ komorek znajduje
si¢ w fazach GO/1
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szybko$¢ syntezy DNA (najnizsze warto§ci IWBrdUrd),
a wickszos¢ z nich przebywa w fazie GO/1.

Model jest proba dostosowania réznego tempa
przechodzenia komérek przez cykl i ich rekrutacji do
cyklu. Mozna go zastosowa¢ zaréwno do szybko (Ryec.
4B), jak i powoli proliferujacych komoérek (Ryc. 4C). Pro-
ces przechodzenia komorek z jednego stanu aktywnosci
mitotycznej w drugi jest mozliwy przy zalozeniu, ze punk-
ty restrykcyjne komorek roznigcych si¢ szybkoscia wzro-
stu nie sa zamkni¢te (powolna proliferacja) czy otwarte
(szybka proliferacja), ale sa otwarte w szybko dzielacych
si¢ komorkach, a czg§ciowo zamknigte w powoli prolife-
rujacych komoérkach [16].

Charakterystyczng cecha cyklu komdrek szybko pro-
liferujacych jest stosunkowo krotki czas trwania fazy G1
w stosunku do czasu trwania fazy S. W przypadku komo-
rek o powolnym tempie podziatéw dochodzi do odwro-
cenia tych proporcji, najwiecej czasu zajmuje komérkom
przejécie przez fazy G0/G1, a stosunkowo najmniej przez
faze S. Guzy szybko i powoli dzielace si¢ r6znig si¢ takze
rozktadem komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu.
W przypadku nowotwordw szybko dzielacych si¢ stosun-
kowo niewiele komorek znajduje si¢ w przedziale GO/G1
(Ryc. 4B), natomiast w guzach powoli proliferujacych
przedzial ten obejmuje wigkszo$¢ komorek (Ryc. 4C).
Przypuszcza sig, ze czgS¢ subpopulacji wolno dzielacych
si¢ komorek po zakonczeniu leczenia zachowuje zdolnos¢
do podziatéw (prawdopodobnie klonogenne komorki
nowotworowe) i staja si¢ one odpowiedzialne za pdzniej-
szy odrost guza. Tak wigc wykazanie powolnego tempa
proliferacji nowotworu moze wskazywac¢ na potencjalnie
duzg pulg komorek zdolnych do podziatu po zakoficzeniu
leczenia [17].

W 2003 r., po serii publikacji [18-20] wykazujacych
pozytywne znaczenie prognostyczne szybkiego tempa
proliferacji komdérek nowotworowych w radioterapii,
George Wilson zaproponowal nowy model — zintegrowa-
ny model wzrostu nowotworu [21, 22], ktory jest modyfi-
kacja modelu Shackneya i Shankeya [16]. Uwzglednia on
nie tylko r6zne subpopulacje w nowotworze, ale bierze
pod uwage réwniez rozne czynniki wplywajace na wzrost
nowotworu, takie jak: zr6znicowanie, apoptoze i czyn-
niki mikroSrodowiska. W modelu tym, za podstawowa
subpopulacje komérek, odpowiedzialng za repopula-
cje w trakcie i po radioterapii, uwaza si¢ subpopulacje
powoli proliferujacych komorek, z ktorej komorki moga
wchodzi¢ i wychodzi¢ z cyklu w wyniku rekrutacji, roz-
nicowania, apoptozy i nekrozy (Ryc. 5). Jest to subpo-
pulacja komorek zroéznicowana pod wzgledem kinetyki
podziatéw i trudna do wyrdznienia. Sktada si¢ ona nie
tylko z powoli dzielacych si¢ komorek, ale rowniez
z takich, ktoére w odpowiedzi na niesprzyjajace warunki
Srodowiskowe wyszly z cyklu do fazy spoczynkowej (G0),
a takze z komorek charakteryzujacych si¢ szybkim tem-
pem podzialéw, ktore ulegly zatrzymaniu w fazie S.

Rekrutacja do tej puli powoli proliferujacych komo-
rek moze by¢ utatwiona, szczeg6lnie dla komorek nowo-
tworowych, ktére w duzej czesci charakteryzuja si¢ rozre-
gulowaniem procesoéw kontrolujacych cykl podzialowy, na

skutek mutacji genéw kodujacych biatka odpowiedzialne
za ten proces (TP53, cyklina D1). Pula wolno prolife-
rujacych komoérek moze decydowaé o odpowiedzi na
radioterapig, poniewaz stanowi swoisty rezerwuar, z kto-
rego komorki mogg by¢ rekrutowane do krotkiego cyklu
i powodowa¢ przyspieszona repopulacje (poprzez aktywa-
cje receptora kinazy tyrozynowe;j ras-raf-MAP), w wyniku
odpowiedzi na uszkodzenie lub redystrybucje komorek.
Z populacji tej komorki moga by¢ réwniez wycofywane
z cyklu w procesie np. r6znicowania, czy tez na skutek
niesprzyjajacych warunkéw srodowiskowych (Ryc. 5)
[16]. W procesie tym odgrywa rolg gen supresorowy Rb,
punkt restrykeyjny w G1, oraz cykliny D, ktore chronia
powoli proliferujace komorki nowotworowe przed apop-
tozg i umozliwiaja prawidlowe réznicowanie, natomiast
w szybko proliferujacych nowotworach ochronna rola
tych czynnikow jest watpliwa [16]. Jak wykazaly badania
kliniczne, dobrze zréznicowane raki ptaskonabionkowe
maja wigkszy potencjal do przyspieszonej repopulacji po
radioterapii niz raki anaplastyczne [23]. Mutacja genu Rb
moze powodowacé nasilenie apoptozy, czego kompensacja
moze by¢ szybka proliferacja komoérek nowotworowych.

W populacji komérek nie poddanej dziataniu czyn-
nikow cytotoksycznych apoptoze i roznicowanie komorek
stwierdza si¢ preferencyjnie w powoli proliferujacej lub
nieproliferujacej populacji komorek [16]. Przyktadem sg
tkanki prawidtowe (np. nablonek jelitowy, skora wtasci-
wa, szpik kostny) lub lite guzy, gdzie rejony réznicowania
i $mierci komorek sg przestrzennie oddzielone od obsza-
ru szybkiej proliferacji, zwigzanej z doptywem krwi.

‘ apoptoza ‘ ‘ nekroza ‘ koncowy etap
1 réznicowania
Rb, c-myc, T
53, bel-2, Bax\ | NIPOKSja o~ = L P -
ps3, be *| réznicowanie
” komorek |
szybka [— | powolna /
proliferacja

proliferacja |

Rb, c-myc, E2F, PCNA, p21,
cykliny A, E, B1, cdc25A

EGFR, ras, MAPK, cyklina D1,
p16, p21, p27, p53

rekrutacja komoérek
do krotkiego cyklu

Ryc. 5. Schemat kluczowych gendw i szlakow zaangazowanych w proces

wzrostu nowotworu, uwzgledniajacy zroéznicowanie komorek nowo-

tworowych pod wzgledem tempa proliferacji. Rycina wg Wilsona [21],
w modyfikacji wlasnej

Z wielu badan wynika, Ze komorki spowalniajg
tempo podzialdéw, gdy zaczynaja proces roéznicowania
i opuszczenia cyklu. Podobna reakcja wystgpuje w przy-
padku braku tlenu, §rodkéw odzywczych i czynnikow
wzrostu. Schemat ten bardzo dobrze odpowiada konfi-
guracji kluczowych gendw, bardzo czgsto zmutowanych
w procesie onkogenezy.

Wydaje si¢, ze najwazniejsza zaleta modeli Shan-
keya i wsp. [16] oraz Wilsona [21] jest zwrOcenie uwagi
na potencjalne prognostyczne i predykcyjne znaczenie
subpopulacji wolno proliferujacych komoérek w guzie



nowotworowym, jak tez przedstawienie molekularnych
mechanizméw kontroli cyklu podzialowego komoérek
nowotworowych. Jest to wazne, poniewaz wykazano,
ze w tkankach prawidiowych system kontroli cyklu jest
jednakowy, natomiast w nowotworach rozni si¢ znacznie
nawet w obrebie nowotwordw tego samego typu histolo-
gicznego [24]. Nalezy jednak pamigtac, ze identyfikacja
subpopulacji komorek nowotworowych wolno krazacych
w cyklu jest bardzo trudna. Jest to heterogenna sub-
populacja komérek, w ktorej sktad wchodza zaréwno
komorki majace znaczenie dla radioterapii, ktére moga
z powrotem wejS¢ w cykl, jak rowniez takie, ktorych prze-
znaczeniem jest Smieré. W tej grupie moga znajdowac
si¢ rOwniez nowotworowe komorki macierzyste, ktore
moga przebywaé w fazie GO (przez analogi¢ do komorek
macierzystych tkanek prawidlowych) lub proliferowac
bardzo powoli, a wykazanie ich obecnoSci na podstawie
dostepnych metod, stosowanych w ocenie proliferacji,
jest bardzo trudne.

Metody oceny proliferacji komoérek nowotworowych

W praktyce klinicznej stosowanych jest wiele metod do
oceny kinetyki komorek nowotworowych. Najprostsza
i najtansza, czesto wykorzystywana przez patologéw do
oceny stopnia zlosliwosci nowotworu, jest liczba mitoz
(Tab. I). Stosowane sg rowniez metody wyrdzniajace licz-

be komoérek przeprowadzajacych syntezg DNA (faza S)
i indeks wigzania bromodeoksyurydyny (IWg_ji,q)-

W celu oceny IWBrdUrd fragmenty nowotworu
inkubuje si¢ w medium z BrdUrd przez 1 godz. w 37°C.
W czasie godzinnej inkubacji BrdUrd (ktora jest ana-
logiem tymidyny, nukleotydu wykorzystywanego przez
komorke do syntezy DNA) wbudowuje si¢ do komo-
rek aktualnie syntetyzujacych DNA. Po ich utrwaleniu
i wybarwieniu przeciwcialami monoklonalnymi, sprze-
zonymi z barwnikami fluorescencyjnymi, analizg prze-
prowadza si¢ w cytofluorymetrze lub immunohistoche-
micznie. Indeks wigzania ocenia si¢ na podstawie odsetka
komorek, ktore wbudowaty BrdUrd.

Generalnie w analizie jednoparametrycznej IWg 1.4
koreluje z wyleczalno$cia miejscowa nowotworu; wyzsze
wartoSci IWg_ 4,4 Wskazujg na gorsze wyniki leczenia,
ale ten parametr nie ma wplywu na przezycie chorych.
Wyniki sa jednak niespojne.

Przeprowadzona w naszym oSrodku analiza
IWBrdUrd dla ponad 1000 chorych wykazata odwrotne
wyniki. Szybkie tempo wzrostu raka szyjki macicy (leczo-
nego napromienianiem), odbytnicy (przedoperacyjnym
napromienianiem) i ptuca (operacyjnie) byto korzystnym
czynnikiem rokowniczym [20, 25-26]. Jednak dla leczo-
nych operacyjnie nowotworé6w mozgowia to powolne
tempo wzrostu (niskie wartoSci IWg_;.;,4) byto pozytyw-
nym czynnikiem rokowniczym [27]. Mozna przypuszczac,

Tab. I. Metody oceny szybkoSci wzrostu komoérek nowotworowych

Metoda

Opis

Zalety

Ograniczenia

Indeks mitotyczny

Odsetek komérek
w fazie S

Markery proliferacji:

1. Cykliny (A, B, E)

2. Antygeny
proliferacyjne
(Ki-67/MIB, PCNA)

PET

Ocena liczby mitoz w preparatach
histologicznych w mikroskopie
Swietlnym

Ocena indeksu wigzania
bromodeoksyurydyny (IW
BrdUrd) przy uzyciu przeciwciata
monoklonalnego skierowanego
przeciwko BrdUrd:

1. analiza cytofluorymetryczna

2. analiza immunohistochemiczna

Immunohistochemiczna ocena
ekspresji bialek w preparatach
histologicznych przy zastosowaniu
odpowiednich przeciwciat

Wyroéznienie zwiazkow
fluorotymidyny (FLT) za pomocg
obrazowania PET

Metoda tania i prosta
Mozliwos¢ oceny preparatow
archiwalnych

Wymaga niewielkiej objetosci tkanki
Mozliwos¢ szybkiej analizy tysigcy
komorek

Metoda powtarzalna

Mozliwos¢ oceny in vivo po dozylnym
podaniu BrdUrd

(bez udziatu BrdUrd - ocena odsetka
komorek w fazie S)

Wzglednie prosta i tania

Wymaga niewielkiej objetosci tkanki
Mozliwos¢ oceny preparatow
archiwalnych

Wzglednie tania i prosta

Mozliwos¢ oceny typu proliferacji

Metoda nieinwazyjna

Mozliwos¢ oceny proliferacji w trakcie
leczenia

Mozliwos¢ oceny calej tkanki
NOWOtWOrowej

Eliminacja heterogennosci, zwiazanej
z pobieraniem materiatu z r6znych
miejsc guza

Subiektywizm w ocenie preparatow
Zwiazek z proliferacja moze nie byé¢
liniowy

Brak mozliwosci oceny preparatow
archiwalnych,wymaga §wiezej tkanki
Staba powtarzalno$¢ wynikow ze
wzgledu na heterogenno$¢ wewnatrz
nowotworu

Staba zgodno$¢ migdzy oSrodkami, ze
wzgledu na brak standaryzacji metody

Brak standaryzacji metody
Subiektywizm w ocenie preparatow

Staba powtarzalno§¢ wynikow, ze
wzgledu na brak standaryzacji metody
Subiektywizm w ocenie preparatow

Metoda droga, wymagajaca podania
promieniotworczych znacznikow,

a wigc zwigzana z narazeniem
chorego na promieniowanie
Ograniczone zastosowanie ze wzgledu
na wysoki wychwyt FLT w watrobie
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ze znaczenie prognostyczne oceny szybkoSci wzrostu
moze zaleze¢ od histologicznego typu nowotworu, jego
lokalizacji lub sposobu leczenia. Generalnie, ta metoda
uwazana jest za najlepsza do oceny proliferacji komoérek,
poniewaz na jej podstawie uzyskano najlepsze korela-
cje pomigdzy tempem proliferacji a wynikami leczenia.
Doktadniejsze wyniki uzyskuje si¢ po dwukrotnej analizie
materiatu: przed i w czasie leczenia [20, 28-29], co jednak
znacznie komplikuje stosowanie tej metody w praktyce
kliniczne;.

Na podstawie ekspresji cykliny A, ktora jest marke-
rem fazy S, mozliwe jest wyr6znienie komorek syntetyzu-
jacych DNA. Cyklina B jest regulatorem fazy mitotycznej.
Wozrost odsetka komodrek wykazujacych ekspresje cyklin
A, B i E wskazuje na szybka proliferacje nowotworu.

Kolejna metoda polega na wyrdznieniu komorek
krazacych w cyklu na podstawie antygenu, znajdujacego
si¢ na powierzchni jadra komorki. NajczeSciej wykorzy-
stuje si¢ antygeny Ki-67 i PCNA. Ta metoda mozna okre-
§li¢, w przyblizeniu, frakcje wzrostowa nowotworu.

W celu oceny IWKi-67 preparaty histologiczne
nowotworu barwi si¢ przeciwcialem monoklonalnym anty
— Ki-67 o nazwie MIB-1. Poprzez zastosowanie drugo-
rzgdowego przeciwciala i barwnika otrzymuje si¢ barwna
reakcje, w ktorej komorki znajdujace si¢ w cyklu zosta-
ja wybarwione na brazowo. Odsetek komoérek wybar-
wionych pozytywnie odzwierciedla szybko$¢ wzrostu
nowotworu, a sposdb utozenia wybarwionych komdrek
wskazuje na typ proliferacji, ktory moze by¢ uwazany za
czynnik rokowniczy dla wynikéw leczenia [16]. Do oceny
szybkosci proliferacji stosuje si¢ tez cykliny, biatka cha-
rakterystyczne dla cyklu komorkowego.

W latach 80. ubiegtego wieku za najlepsza metode
oceny szybkosci wzrostu komérek nowotworowych uzna-
wano potencjalny czas podwojenia nowotworu (Tpot),
ktory okresla najkrdtszy czas, w ktorym populacja komo-
rek nowotworowych podwaja swa liczbe, bez uwzgled-
nienia utraty komorek (Tpot = lambda x Ts/IW, gdzie
lambda oznacza poprawke na nieréwny rozdzial komorek
w cyklu, T5 — czas trwania fazy S, a IW odsetek komorek
prowadzacych synteze¢ DNA) [30]. Metoda ta jednak oka-
zala si¢ stabym czynnikiem predykcyjnym i prognostycz-
nym. W wielu badaniach klinicznych wykazano, ze Tpot
nie ma zwiazku z wyleczalnoScia miejscowsq i przezyciem
chorych [31]. Tpot wykorzystano ostatnio w europejskim
badaniu wieloo§rodkowym (EORTC 22851), w ktoérym
wykazano brak przydatnos$ci oceny Tpot. Badanie prze-
rwano przed czasem ukonczenia, ze wzgledu na zbyt duze
roznice w wynikach, otrzymane w 11 oSrodkach bioracych
w nich udzial. Z tego powodu metoda ta nie jest reko-
mendowana do stosowania w praktyce kliniczne;j.

Pomiar kinetyki komorek per se okazat si¢ nieprzy-
datny do indywidualizowania leczenia, poniewaz na ten
parametr moze mie¢ wplyw wiele czynnikdw, jak np.
stan zréznicowania komorek, czynniki mikrosrodowiska
obejmujace stopiefi utlenowania i dostepnos¢ do Srod-
kéw odzywezych, poziom lokalnych czynnikéw wzrostu
czy deregulacja gendéw kontrolujacych cykl komorkowy.

Wszystkie te czynniki powoduja wysoki stopienh wewnatrz-
nowotworowej zmiennosci.

Wymienione techniki maja szereg ograniczen. Sa
metodami inwazyjnymi, wymagajacymi pobrania wycinka,
co jest trudne w przypadku giebiej polozonych guzow.
Ponadto, biopsja moze nie by¢ reprezentatywna (guzy sa
heterogenne pod wzgledem proliferacji), a takze metody
oceny sg czesto subiektywne. Niestety, zadna ze stoso-
wanych metod stosowana pojedynczo nie zyskata cech
czynnika predykcyjnego. Dodatkowo, niektorzy badacze
[32] sugeruja, ze na rozbieznos$ci w ocenach prognozy
moga mie¢ wplyw rdéznice piciowe miedzy chorymi, co
moze wskazywac na wplyw hormondéw na przebieg pro-
cesu nowotworowego. Wykazano ostatnio [32], ze nade-
kspresja EGFR w przerzutowych rakach jelita grubego
u kobiet byla pozytywnym, a u mezczyzn negatywnym
czynnikiem rokowniczym. Na tej podstawie autorzy suge-
ruja, ze markery molekularne powinny by¢ analizowane
oddzielnie dla kobiet i m¢zczyzn. Jesli to okaze si¢ praw-
da, to moze réwniez wyjasni¢ przyczyn¢ réznic w oce-
nie wartoSci predykcyjnej szybkiej proliferacji komoérek
nowotworowych pomi¢dzy chorymi na raka terenu glowy
i szyi (gtéwnie mezczyzni) i szyjki macicy.

Problem reprezentacyjnej probki materialu do
analizy i heterogennoSci w obrgbie nowotworu moze
pokona¢ nowa, nieinwazyjna metoda oceny szybkoSci
wzrostu nowotworoéw — technika czynnoSciowego obrazo-
wania, jaka jest pozytonowa tomografia emisyjna — PET,
z wychwytem 18-fluoro-3-deoksy-3-fluorotymidyny (FLT)
[33]. Jej atutem sa: mozliwo$¢ ujawnienia przestrzennej
organizacji proliferujacych komoérek w guzie (czego
metoda cytofluorymetryczna nie zapewnia) i mozliwos¢
wykonania wielokrotnych pomiardw in vivo. Istnieja
dane wskazujace na korelacje pomiedzy wychwytem
FLT a aktywnoScia proliferacyjng guza [34]. FLT nie jest
toksyczna, ma diugi polowiczny czas rozkladu wynoszacy
110 minut [33]. Ograniczeniem tej metody jest wysoki
wychwyt FLT w watrobie (raki watroby wykluczone)
i niemozliwo$¢ wykonania wielu skandw.

Najnowsza metoda oceny proliferacyjnego poten-
cjalu komorek polega na zastosowaniu mikromacierzy
DNA, wykazujacych aktywnos$¢ gendéw zwigzanych
z cyklem komdrkowym, lecz przydatnoSc¢ tej metody musi
by¢ dopiero zbadana.

Wraz z rozwojem technik radiobiologii molekularne;j
kladzie si¢ rowniez nacisk na obecno§¢, niewykrywanych
dostepnymi metodami, ,,dtugo zyjacych” nowotworowych
komorek macierzystych, odpowiedzialnych za repopula-
cje w czasie i po leczeniu. Jak wykazano ostatnio, komor-
ki te moga zawiera¢ mniejszg liczbe reaktywnych form
tlenu (RFT), odgrywajacych znaczaca rol¢ w radioterapii
i wieksza liczbe enzymoéw antyoksydacyjnych, w poréw-
naniu do komoérek prawidtowych, co moze powodowac
ich promieniooporno$¢ [35]. Identyfikacja przeciwciata-
mi monoklonalnymi tych komdrek i opracowanie metod
ich eliminacji moze okazac si¢ przefomem w leczeniu
nowotworow ztosliwych i moze wyznacza¢ nowe kierunki
badan.



Podsumowanie

W ostatnich latach, dzigki postepowi badan nad me-
chanizmami zjawisk biologicznych, odpowiedzialnych
za odpowiedz popromienng nowotworu, zrewidowano
poglad dotyczacy proliferacji komorek nowotworowych.
Obecnie, za istotnie majace wplyw na leczenie, zamiast
szybko proliferujacych, uwaza si¢ pule powoli prolife-
rujacych komorek, ktéra moze zawiera¢ nowotworowe
komorki macierzyste. Ze wzgledu na wykazany wplyw
innych czynnikéw biologicznych na szybkos¢ wzrostu ko-
morek nowotworowych i stwierdzang heterogennosc tej
cechy w obrebie jednego typu histologicznego, prolifera-
cja komorek nowotworowych stracita swoje predykcyjne
znaczenie w praktyce kliniczne;.
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