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Znaczenie cech biologicznych guza
dla jednoczesnej chemioradioterapii nowotworow ztosliwych

Beata Biesaga, Agnieszka Adamczyk

Jednoczesna chemioradioterapia znalazia zastosowanie w leczeniu wielu typow nowotworow ziosliwych. Obecnie coraz cze-
Sciej, oprocz uznanych klinicznych czynnikow rokowniczych, probuje si¢ wykorzystywac parametry biologiczne nowotworu dla
oceny skutecznosci leczenia. Intensywnie badane czynniki zwigzane sq z hipoksjg, tempem proliferacji komdrek nowotworo-
wych i procesem apoptozy. W przypadku hipoksji najczesciej stosowanymi metodami sq: bezposredni pomiar stezenia tlenu
w tkance i immunohistochemiczne oznaczanie bialek, ulegajgcych ekspresji w przypadku niedotlenienia komorek. Badania
dotyczgce proliferacji komadrek nowotworowych koncentrujq sie na analizie wartosci predykcyjnej indeksu wigzania bromo-
deoksyurydyny, potencjalnego czasu podwojenia guza, a takze na oznaczaniu ekspresji bialek zwigzanych z cyklem komdrko-
wym, takich jak Ki-67 i PCNA. Czestym przedmiotem badari jest takze biatko P53, odpowiedzialne za regulacje cyklu komor-
kowego i apoptozy. W przypadku apoptozy analizowane sq takze: indeks apoptotyczny oraz ekspresja takich bialek kontrolu-
Jacych ten proces, jak Bax i Bcl-2. Wsrod innych parametrow biologicznych predykcyjng wartos¢ posiadac moze ekspresja
enzymow: cyklooksygenazy-2, topoizomerazy I1 i endonukleazy HAP1. Najbardziej jednoznaczne wyniki dotyczg wartosci pre-
dykcyjnej poziomu hipoksji oraz indeksu apoptozy i wskazujg, ze wysoki poziom hipoksji i niski apoptozy wigzq sig¢ z krotszy-
mi przezyciami chorych oraz brakiem odpowiedzi nowotworow po jednoczesnej chemioradioterapii.

The significance of tumour biological parameters
for concurrent chemoradiotherapy of malignancies carcinomas

Concomitant chemoradiotheraphy is a popular form of treatment in case of many malignancies. At present, not only well
known clinical prognostic factors but also the biological parameters of the tumours are studied in order to predict treatment
results. The parameters describing hypoxia, the proliferative rate of tumour cells and apoptosis are being investigated in
detail. In case of hypoxia, the methods used most frequently consist of direct measurement of the oxygen level in the tissues and
immunohistochemical evaluation of proteins expressed in hypoxic cells. Studies concerning the proliferation rate of tumour
cells mainly investigate the predictive power of the bromodeoxyuridine labelling index, the potential doubling time of the tumour,

and the expression of proteins involved in the cell cycle, such as Ki-67 and PCNA. Many studies investigate the P53 protein,

which controls cell cycle and apoptosis. Apoptosis is usually measured by the apoptotic index. Evaluation of the expression of
proteins controlling this process, mainly Bax and Bcl-2, is also used. Among other biological parameters, the expression of such
enzymes as cyclooxygenase 2, topoisomerase II and endonuclease HAP1, might have a predictive potential. At present the
apoptotic index and the level of hypoxia are considered the most promising parameters. Study results suggest that a high level
of hypoxia and a low level of apoptosis correlate with poor patient survival and lack of tumour response to chemoradiotherapy.
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Wprowadzenie

Prawdopodobienstwo wyleczenia nowotworéw ztosliwych
o wysokim stopniu zaawansowania klinicznego jest ni-
skie. Poprawe wynikow leczenia bardziej zaawansowa-
nych guzow wiaze si¢ z zastosowaniem potaczonego lecze-
nia promieniowaniem jonizujacym i lekami przeciwno-
wotworowymi. W ciagu ostatnich dziesiecioleci skojarzone
leczenie z udziatem chemio- i radioterapii stato si¢ w wie-
lu typach nowotwordw postgpowaniem standardowym
[1]. Opracowano kilka schematow taczenia chemioradio-
terapii (CRT): neoadiuwantowa, jednoczesna, adiuwanto-
wa i sekwencyjng. Wyniki wielu randomizowanych badan
klinicznych [2-8] i meta analiz [9-11], dotyczacych za-
awansowanego raka plaskonabtonkowego (SCC) narza-
dow glowy i szyi, a takze randomizowanych badan kli-
nicznych nad rakiem przetyku [12-14], niedrobnokomor-
kowym rakiem pluc [15-17], rakiem szyjki macicy [18-21]
oraz odbytu [22, 23] wykazuja, ze stosowanie jednoczesne-
go napromieniania i leczenia chemicznego poprawia sku-
teczno$¢ tego leczenia, w poréwnaniu do samodzielnej
radioterapii (RT) i innych schemat6w leczenia skojarzone-
go (Tab. I). Istnieje kilka biologicznych mechanizmdéw
przemawiajacych na korzy$¢ jednoczesnego stosowania

lekdw przeciwnowotworowych i promieniowania jonizuja-
cego. Jednymi z najwazniejszych sa: hamowanie naprawy
uszkodzen subletalnych pod wplywem cytostatyku oraz
wzrost promieniowrazliwoséci komdrek nowotworowych
po zadzialaniu leku. Przy tym sposobie leczenia wyste-
puje tez zmniejszone ryzyko powstania opornosci krzy-
zowej, czyli selekcji pod wplywem jednego czynnika, klo-
néw opornych rowniez na dziatanie drugiego czynnika.
Jednoczesna CRT nie wiaze si¢ takze z ryzykiem wywola-
nia przyspieszonej repopulacji komérek nowotworowych,
spowodowanym wydluzeniem catkowitego czasu lecze-
nia. Jednak wada tego schematu leczenia jest wzrost tok-
Sycznosci.

Chorzy sa kierowani do jednoczesnej CRT na pod-
stawie parametrow klinicznych nowotworu, przy czym de-
cydujace znaczenie ma wysoki stopiefi zaawansowania
klinicznego. Obecnie, a zwlaszcza w ciagu ostatniego roku,
obserwuje si¢ wzrost liczby badan radiobiologicznych, do-
tyczacych predykcyjnego znaczenia cech biologicznych
nowotworu dla réwnoczesnej CRT.

Parametry biologiczne moglyby by¢ przydatne przy
doborze schematu leczenia dla indywidualnego chorego
[24-28]. W przypadku nowotworéw wrazliwych na dziata-
nie lekow przeciwnowotworowych byloby wskazane za-

Tab. I. Jednoczesna chemioradioterapia nowotwordow zlo$liwych w réznych lokalizacjach
Table 1. Concurrent chemoradiotherapy of malignant tumours in varies localization

Typ nowotworu [pozycja piSmiennictwa]

Rodzaj chemioterapii

Zysk terapeutyczny

Nowotwory SCC narzadéw glowy i szyi [1, 9-11, 69]
Rak SCC przetyku [12-14]

Niedrobnokomoérkowy rak ptuc [15-17]

Rak ptaskonabtonkowy (SCC) szyjki macicy [18-21]

Rak SCC odbytu [22, 23]

Pochodne platyny

Pochodne platyny
Mitomycyna-C
S-fluorouracyl

Pochodne platyny
Mitomycyna-C
Winblastyna
Windezyna

Pochodne platyny
S-fluorouracyl
hydroksymocznik

S-fluorouracyl
mitomycyna-C

Poprawa przezy¢ catkowitych o okolo 8-12%

Poprawa przezy¢ catkowitych o okoto 1-10%

Poprawa 5-letnich przezy¢ catkowitych o okofo 7-17%
Poprawa wyleczalnosci miejscowej o okoto 20%

Poprawa 5-letnich przezy¢ catkowitych o okoto 9-17%

Poprawa wyleczalnosci miejscowej o okoto 15%

Tab. II. Potencjalne biologiczne czynniki predykcyjne dla jednoczesnej chemioradioterapii nowotworéw zlosliwych
Table I1. Potential predictive biological factors for concurrent chemoradiotherapy of malignant tumours

Proliferacja Apoptoza

Hipoksja

Na poziomie tkankowym

Bezpos$redni pomiar utlenowania w guzie histografem Eppendorfa

VEGF - czynnik wzrostu §rodblonka naczyn

Na poziomie komérkowym

IM’ IWBrdUrd’ Tpot’ IA

MIBI, Ki-67, PCNA, cyklina D1

Anhydraza weglanowa 9

Na poziomie regulacji w komorce

Oznaczanie ekspresji biatek
kontrolujacych cykl komorkowy
P53, P21, PRb, Mdm?2

Oznaczanie ekspresji biatek
kontrolujacych apoptoze
P53, Bcl2, Bax, Fas

Oznaczanie ekspresji czynnikow transkrypceyjnych, aktywnych
w stanie hipoksji
HIFla, HIF2a




stosowanie jednoczesnej CRT [1], natomiast dla guzéw
bardziej opornych na cytostatyki nalezaloby rozwazy¢ za-
stosowanie innych sposobow uwrazliwiania na promie-
niowanie jonizujace. Ze wzgledu na nasilong toksycznos¢
polaczonego sposobu leczenia przydatne byloby tez ozna-
czenie wrazliwosci tkanek prawidlowych na stosowane
leki i radioterapie.

Potencjalne biologiczne parametry predykcyjne dla
jednoczesnej CRT, bedace obecnie przedmiotem inten-
sywnych badan, mozna generalnie podzieli¢ na czynniki
zwigzane z poziomem niedotlenowania tkanki nowotwo-
rowej, czyli hipoksja komorek, tempem proliferacji ko-
morek nowotworowych i procesem apoptozy (Tab. II).
Czynniki te badane sa na poziomie tkanki, komorki oraz
na poziomie regulacji proceséw zachodzacych w komérce.

Hipoksja

Wystgpowanie hipoksji w tkance nowotworowej jest jed-
nym z najwazniejszych czynnikdéw determinujacych od-
powiedz na promieniowanie jonizujace. W przypadku ba-
dan okreslajacych warto$¢ predykcyjna dla jednoczesnej
CRT, jest to jedyny czynnik badany na poziomie tkanko-
wym. Vanselow i in. [29] wykazali dla 27 rakéw SCC noso-
wej 1 krtaniowej czeSci gardia, w oparciu o metode bezpo-
Sredniego pomiaru stezenia tlenu histografem Eppendor-
fa w przerzutowych weztach chlonnych, ze wysoki poziom
utlenowania przed rozpoczeciem jednoczesnej CRT jest
istotnie zwigzany z regresja przerzutéw w weztach chton-
nych po leczeniu. Natomiast Hironaka i in. [30] oznaczy-
li poSrednio stopien utlenowania raka SCC przelyku przed
rozpoczeciem leczenia poprzez pomiar gestosci unaczy-
nienia guzéw metoda immunohistochemiczna. Autorzy
ci, w oparciu o analize Kaplana-Meiera, stwierdzili, ze
chorzy z guzami o wysokiej gestoSci unaczynienia cha-
rakteryzowali si¢ dluzszym czasem 3-letnich przezy¢ catko-
witych, w poréwnaniu do chorych, ktérych guzy wykazy-
waly nizsza gestos¢ unaczynienia. Posrednia metoda wnio-
skowania o stopniu niedotlenienia tkanek jest takze
oznaczanie poziomu hemoglobiny (Hb) w krwi obwodo-
wej. W badaniu Glasera i in. [31], przeprowadzonym
w grupie 191 chorych na raki SCC narzadéw glowy i szyi
leczonych przedoperacyjnie jednoczesng CRT, zbadano
warto$¢ predykcyjna poziomu Hb w krwi obwodowej. Au-
torzy wykazali u chorych z poziomem Hb =14,5 g/dL istot-
nie wyzszy odsetek wyleczalnoSci miejscowej w poréwna-
niu do chorych z nizszym poziomem Hb. Natomiast Ko-
ukourakis i in. [32] w grupie 75 chorych na raka SCC
narzadow glowy i szyi, u ktorych zastosowano réwnocze-
$nie chemio- i radioterapig, oznaczyli immunohistoche-
micznie gesto$¢ unaczynienia guzow (MVD) i ekspresje
anhydrazy weglanowej 9 (CA9) w komoérkach nowotworo-
wych. Anhydraza ta jest enzymem uczestniczacym w me-
tabolizmie tlenowym, ktorego poziom wzrasta w komor-
kach niedotlenowanych. Wspomniani autorzy wykazali,
ze grupa guzow z silng ekspresjg anhydrazy w komorkach
nowotworowych charakteryzuje si¢ istotnie nizszym odset-
kiem wyleczalno$ci miejscowej w odniesieniu do guzéw
o niskiej ekspresji tego enzymu. Takze dla chorych z gesto

unaczynionymi nowotworami wykazano krotszy czas prze-
zy¢ catkowitych i nizszy odsetek wyleczen miejscowych
po jednoczesnej CRT. Na podstawie gestoSci unaczynienia
guzdw i ekspresji anhydrazy w komérkach nowotworo-
wych autorzy podzielili badane nowotwory na trzy gru-
py: hipoksyczne (wykazujace ekspresje CA9) niezaleznie
od MVD, utlenowane (CA9 negatywne) o wysokiej gesto-
$ci unaczynienia i utlenowane (CA9 negatywne) o niskiej
lub $redniej MVD. Fakt wystepowania guzow o wysokiej
MVD i CA9 pozytywnych badacze tltumacza poprzez moz-
liwos$¢ wystepowania komorek hipoksycznych niezalez-
nie od gestosci unaczynienia nowotworu. Moze to wynikac
z nastgpujacych faktow: (a) zr6znicowania poziomu meta-
bolizmu i zapotrzebowania na tlen w komorkach nowo-
tworowych, (b) zamykania si¢ naczyn krwiono$nych
w tkance nowotworowej, co zmniejsza przeptyw krwi
w guzie, a nie wplywa na gestos¢ jego unaczynienia, (c) za-
lezno$ci migdzy ekspresja CA9 i szlakiem metabolicznym
biatka HIF 1, ktorego wysoki poziom w komdrkach nowo-
tworowych moze by¢ skutkiem mutacji genetycznych.
W omawianej pracy autorzy wykazali w nowotworach hi-
poksycznych i w guzach utlenowanych o wysokiej gestosci
unaczynienia istotnie krotszy czas wolny od nawrotu cho-
roby i nizszy odsetek przezy¢ catkowitych chorych, w po-
réwnaniu do guzéw utlenowanych o przecigtnej lub niskiej
MVD.

Na poziomie regulacji procesow, ktore zachodza
w komorkach hipoksycznych, badania dotyczace réwno-
czesnego leczenia cytostatykami i napromienianiem skon-
centrowaly si¢ na oznaczaniu ekspresji biatek HIF. Biatka
HIF sa to biatka jadrowe, aktywowane w komorce w wa-
runkach niedoboru tlenu i petnigce role czynnikOw trans-
krypcyjnych. Wplywaja one na syntez¢ naczyniowo-§rod-
btonkowego czynnika wzrostu (VEGF), a takze stymu-
luja produkcje erytropoetyny i syntazy tlenku azotu —
biatek bioracych udzial w procesie erytropoezy. Kouko-
urakis i in. [33] wykazali dla 75 rakéw SCC narzadow gto-
wy 1 szyi leczonych jednoczesng CRT, ze silna ekspresja
bialek HIF w komorkach nowotworowych (ocena immu-
nohistochemiczna przed leczeniem) jest zwiazana z bra-
kiem calkowitej regresji guzow po leczeniu oraz, ze nad-
ekspresja biatka HIF 1o jest skorelowana z krotszym cza-
sem wolnym od nawrotu choroby.

Podsumowujac omawiane badania wydaje si¢, ze po-
ziom hipoksji w tkance nowotworowej posiada warto$§¢
predykcyjna dla jednoczesnej chemioradioterapii oraz,
ze niski stopief utlenowania jest zwigzany z brakiem re-
gresji nowotworow po tym leczeniu.

Angiogeneza

Nieco odmiennym zagadnieniem, aczkolwiek poSrednio
zwigzanym z hipoksja w tkance nowotworowej, jest
problem angiogenezy, czyli powstawania nowych naczyn
krwiono$nych w guzie. Jednym z najwazniejszych czyn-
nikow wzrostowych w procesie angiogenezy jest VEGE
Dziata on na drodze parakrynnej poprzez receptory zloka-
lizowane w komorkach §rédblonka naczyn. Shimada i in.
[34] wykazali predykcyjne znaczenie poziomu VEGE, oce-
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nianego metoda immunoenzymatyczng w surowicy krwi
96 chorych na raka SCC przelyku leczonych réwnoczesna
CRT. Badacze ci wykazali, ze nizszy poziom VEGF w su-
rowicy wskazuje na czg¢Sciowa lub catkowitg regresje
guzow, a takze na wyzszy odsetek 3-letnich przezy¢ catko-
witych. W badaniach tych samych autoréw [35], obejmu-
jacych grupe 52 chorych na zaawansowanego plaskona-
btonkowego raka przelyku, leczonych jednoczesng CRT,
oznaczono w komoérkach nowotworowych, metoda im-
munohistochemiczna, ekspresj¢ VEGF i fosforylazy tymi-
dyny (TP), innego enzymu takze zaangazowanego w pro-
ces angiogenezy. Badacze wykazali, ze niska ekspresja
VEGF i TP, wykazana przed leczeniem jest istotnie skore-
lowana z catkowitg lub czeSciowa regresja guzdw po lecze-
niu. Natomiast w analizie Coxa tylko ekspresja VEGF
okazata si¢ by¢ niezaleznym czynnikiem predykcyjnym
dla przezy¢ chorych. Autorzy ttumacza otrzymane wyniki
hipoteza, ktora glosi, ze VEGF i TP obecne w komor-
kach nowotworowych w podwyzszonym poziomie, chronia
naczynia krwiono$ne guza przed skutkami promieniowa-
nia, co pociaga za soba wzrost promienioopornosci nowo-
tworu. Hipoteza ta znajduje oparcie w badaniach Gor-
skiego i in. [36], ktorzy w doSwiadczeniach na myszach
wykazali zmniejszenie objetosci nowotworéw pluc po po-
daniu w trakcie napromieniania przeciwcial skierowa-
nych przeciwko mysiemu VEGE Jednak badania Shima-
dy i in. [34, 35] nie znalazly dotychczas potwierdzenia
w pracach innych autoréw, w ktorych wykazano brak za-
lezno$ci miedzy wynikami leczenia jednoczesng CRT 44
rakéw przetyku [37] i 31 rakéw odbytu [38], a poziomem
VEGF mierzonym w surowicy i plazmie krwi pozyskane;j
od chorych. By¢ moze rozbieznoSci te wynikaja z r6znych
sposobdéw pomiaru poziomu VEGF zastosowanych
w omawianych publikacjach. Pomiar stezenia VEGF w su-
rowicy i plazmie krwi moze bowiem dawac rdzne wartosci,
zalezne od sposobu pobierania materialu, izolacji surowi-
cy i plazmy oraz zastosowanych metod analizy [39].

Proliferacja

Badania na poziomie komoérkowym dotyczace proliferacji
komorek nowotworowych, koncentruja si¢ na oznacza-
niu wartoSci predykcyjnej takich wskaznikow szybkoSci
podzialéw komorkowych, jak: indeks wigzania bromode-
oksyurydyny (IWg_,,4)> POtencjalny czas podwojenia no-
wotworu (T,,,). Dotycza takze oznaczania ekspresji bialek
obecnych w btonie jadrowej komorek krazacych w cyklu,
takich jak Ki-67 i PCNA. Jednak prace te nie przyniosly
do tej pory jednoznacznych wynikéw. Corvo i in. [40],
w grupie 72 rakéw SCC narzadow glowy i szyi, oznaczyli
cytofluorymetrycznie dwa wskazniki proliferacji komo-
rek nowotworowych: IWp, ;.4 1 T, (BrdUrd podana in
vivo przed rozpoczeciem leczenia). Tylko IWy ;.4 POsia-
dat potencjal predykcyjny. Mianowicie szybciej prolife-
rujace guzy, dla ktorych IWp ;.4 byt wyzszy lub rowny
8%, charakteryzowaly si¢ wyzszym prawdopodobiefistwem
wyleczalnosci miejscowej po jednoczesnej CRT, w porow-
naniu do nowotwor6éw o szybkim tempie podziatow komo-
rek, u ktorych zastosowano konwencjonalng radiotera-

pie. Autorzy nie znaleZli takiej zaleznoSci dla guzéw wol-
no proliferujacych (IWg, 41,4 <8%). Najprawdopodob-
niej istnieje kilka mechanizmé6w, na podstawie ktorych
mozna tlumaczy¢ zwickszong efektywno$¢ jednoczesne;j
CRT dla nowotworéw o szybkim tempie podzialéw ko-
morkowych, w poréwnaniu do konwencjonalnego lecze-
nia. Zahamowanie przyspieszonej repopulacji komoérek
nowotworowych, zwigkszone prawdopodobienstwo zabi-
cia chemioopornych klondéw komoérek oraz lepsza rekru-
tacja komorek z przedzialu spoczynkowego do cyklu ko-
morkowego to najbardziej prawdopodobne przyczyny
wiekszej efektywnosci tego sposobu leczenia w przypadku
szybko proliferujacych nowotworéw. Jednak Dobrowsky
i in. [41], w grupie 62 chorych na raka SCC narzadow
glowy i szyi, nie wykazali wartosci predykcyjnej IWg 41,4
i Tt (ocenianych przed rozpoczgciem terapii, po podaniu
in vivo BrdUrd, metoda cytoflourymetrii przeptywowej)
dla nastepujacych sposob6éw leczenia: konwencjonalnej
RT (70 Gy/35 frakcji), przyspieszonej ciaglej hiperfrakcjo-
nacji (CHART: 55,3 Gy/2 dawki frakcyjne dziennie/1,65
Gy) i CHART potaczonego z jednoczesng CRT (mito-
mycyna C). W oparciu o przedstawione wyniki wydaje
si¢, ze potrzebne sa dalsze badania, obejmujace duze,
jednorodne grupy nowotwor6w, dla zbadania przydatno-
Sci predykcyjnej tych parametréw dla jednoczesnej CRT.

Takze badania immunohistochemiczne nad warto-
Scia predykcyjna ekspresji bialek Ki-67 i PCNA nie przy-
niosly do tej pory jednoznacznych wynikéw. Lavertu i in.
[42] w badaniach obejmujacych nowotwory SCC narza-
dow glowy i szyi wykazali w analizie wieloczynnikowe;j,
ze raki wykazujace pozytywne barwienie Ki-67 (za guzy
Ki-67 pozytywne przyjeto takie, w ktorych znaleziono
cho¢ jedna wybarwiong komorke) charakteryzuja sig istot-
nie nizszym catkowitym czasem przezycia po zakoficzeniu
jednoczesnej CRT. Takze Zhang i in. [43] dla raka SCC
przelyku wykazali, ze wyzszy IWMIB-1 (MIB-1 — mono-
klonalne przeciwcialo wykrywajace antygen Ki-67) wska-
zuje na nizszy odsetek przezy¢ calkowitych chorych oraz
wyzsze prawdopodobiefistwo wystgpowania przerzutow
w weztach chtonnych. Podobnie, Hickey i in. [44] w grupie
14 rakéw SCC przelyku leczonych jednoczesna CRT wy-
kazali, ze chorzy u ktérych nie wykryto nadekspresji
PCNA, charakteryzowali si¢ istotnie dluzszym czasem
przezycia. Z kolei, dla gruczolakorakéw odbytu leczo-
nych przedoperacyjnie jednoczesna CRT, Nasierowska-
-Guttmejer [45] wykazala, ze niski IWMIB1 w materiale
biopsyjnym byl skorelowany z catkowitg regresja guzéw po
leczeniu. Jednak przeciwne wyniki uzyskali Kitamura i in.
[46] w grupie 95 nowotworéw SCC przelyku oraz Kim
iin. [47] dla 23 rakéw SCC odbytu, leczonych przedopera-
cyjnie jednocze$nie cytostatykami i promieniowaniem jo-
nizujacym. Stwierdzili istotnie wyzszy odsetek wyleczalno-
$ci miejscowe]j w grupie nowotwordw o wysokim IWKi-67.
Z drugiej strony, wyniki wielu badan przecza przydatnosci
tych parametrow proliferacji jako czynnikéw predykceyj-
nych. Homma i in. [48] dla raka SCC krtani, Rees i in.
[49], Hironaka i in. [50] dla raka SCC przelyku oraz Rodel
iin. [51] w raku SCC odbytu nie wykazali istotnego zwiaz-
ku migdzy poziomem proliferacji komdrek nowotworo-



wych, okre§lanym na podstawie takich markeréw prolife-
racji, jak: IWMIBI1, IWKi-67, (ocena immunohisto-
chemiczna przed rozpoczgciem leczenia), a odpowiedzia
guz6w na jednoczesng CRT; jak i czasem przezy¢ catkowi-
tych. Wydaje sie, ze opisywane rozbieznosci mozna tluma-
czy¢ tym, ze badane biatka nie wykazuja ekspresji we
wszystkich komorkach nowotworowych krazacych w cyklu,
a wiec ich analiza moze wskazywa¢ tylko na mozliwoSci
proliferacyjne guza, ale nie dostarcza informacji o do-
ktadnej szybkosci podziatéw. Ponadto na rdznice w opisy-
wanych wynikach wplyw moga mie¢ takze: niejednorod-
no$¢ badanych grup chorych oraz ich mata liczebnos¢.

Biatko P53

Znaczna czeS¢ badan dotyczacych regulacji tempa po-
dzialéw komorek nowotworowych dotyczy oznaczania
obecnosci w komorkach nowotworowych zmutowane;j for-
my biatka P53. Prawidtowe biatko P53 w formie aktywne;j
dziata jako czynnik transkrypcyjny, uruchamiajac produk-
cj¢ biatka P21, ktére hamuje cykl komdrkowy. Biatko P53
uczestniczy takze w procesie regulacji apoptozy, poprzez
pobudzanie syntezy bialka Bax i hamowanie produkcji
biatka Bcl-2. We wszystkich omawianych w tym przegla-
dzie pracach obecno$¢ zmutowanej postaci biatka P53
wykrywano w komoérkach nowotworowych dzigki zastoso-
waniu techniki immunohistochemicznej. Niestety, wyniki
tych badan nie sa jednoznaczne. W przypadku nowotwo-
réow SCC narzadéw glowy i szyi publikacje Lavertu i in.
[42], Bandoh i in. [52], Tatemoto i in. [53] wykazaly, ze
obecno$¢ zmutowanej formy biatka P53 w komoérkach
nowotworowych jest zwigzana z krotszym czasem do na-
wrotu choroby oraz z krotszym czasem przezy¢ chorych.
Roéwniez Kishi i in. [54] oraz Michel i in. [55] w bada-
niach nad rakiem SCC przelyku stwierdzili istotny zwiazek
miedzy obecnosciag zmutowanego biatka P53, a brakiem
catkowitej regresji guzéw po jednoczesnej CRT. Takze
dla gruczolakorakéw przetyku, leczonych jednocze$nie
cytostatykami i promieniowaniem jonizujacym, Yang i in.
[56] zaobserwowali, ze wystgpowanie zmutowanej formy
bialka P53 jest istotnie zwigzane z obnizeniem odsetka
pozytywnych odpowiedzi na indukcyjna chemioradiote-
rapie. Z kolei, na podstawie materiatu operacyjnego gru-
czolakoraka odbytu, uzyskiwanego juz po zakoficzeniu
jednoczesnej CRT, Nasierowska-Guttmejer [45] wykazata
korelacj¢ migdzy obecnoscia zmutowanego biatka P53
i brakiem catkowitej regresji guz6w po leczeniu. Odwrot-
ne wyniki uzyskali Giatromanolaki i in. [57] dla 76 gu-
z6w SCC narzadow glowy i szyi, stwierdzajac, ze obec-
nos¢ zmutowanej formy biatka P53 jest istotnie zwigzana
z wyzszym odsetkiem wyleczalnoSci miejscowej. Jednak
w szeregu publikacji dotyczacych raka SCC krtani [48], ra-
ka SCC przelyku [56, 58-61] oraz raka SCC odbytu [47,
51] nie wykazano istotnego zwigzku migdzy wystepowa-
niem zmutowanej postaci biatka P53 (oznaczanej immu-
nohistochemicznie przed rozpoczgciem leczenia), a wyni-
kami jednoczesnej CRT. Opisywane rozbieznoSci w ocenie
predykcyjnej wartoSci wystgpowania zmutowanej postaci
biatka P53 mozna ttumaczy¢ ograniczeniami metody im-

munohistochemicznej, zastosowanej do oceny obecnosci
zmutowane] formy biatka P53. U podstaw tej metody lezy
zalozenie, ze zmutowana posta¢ P53 charakteryzuje sie
znacznie diuzszym czasem pottrwania (kilka godzin),
w porownaniu do prawidfowej formy tego biatka (20 mi-
nut) [62]. Co za tym idzie, nieprawidlowe biatko P53 wy-
barwia si¢ swoistymi przeciwciatami monoklonalnymi,
podczas gdy prawidiowe biatko bardzo szybko rozktada
si¢ w komorce i nie jest wykrywane. Nadekspresja P53
moze by¢ zwigzana nie tylko z uszkodzeniami genetyczny-
mi, a wynikac takze z oddzialywan prawidlowego biatka
P53 z antygenem T wirusa SV40 i biatkiem E6, pochodza-
cym z wirusa HPV [62], czy tez zaburzen procesu degra-
dacji P53 w systemie ubikwityny [63]. Takze negatywna
reakcja immunohistochemiczna nie musi oznaczaé, ze
biatko to wystepuje w prawidlowej formie. Wykazano
mianowicie, ze wystgpowanie wielu mutacji typu ,,zmiany
sensu” w bialku P53, wykryte na podstawie analizy mole-
kularnej, nie byto zwigzane z dodatnig reakcja immunolo-
giczng [63]. Ocenia si¢, ze tego typu mutacje stanowig
okoto 15% wszystkich mutacji wykrywanych w biatku P53
[63]. Wydaje sie wigc, Zze immunohistochemiczna metoda
oceny wystepowania zmutowanego biatka P53 nie pozwa-
la na wycigganie jednoznacznych wnioskOw i konieczne
jest wprowadzenie technik biologii molekularnej, pozwa-
lajacych na doktadne okreslenie lokalizacji i typu mutacji.

Apoptoza

Badania wartosci predykcyjnej poziomu apoptozy dla jed-
noczesnej CRT koncentruja si¢ na oznaczeniach na pozio-
mie komoérkowym i molekularnym. Na poziomie komor-
kowym dotycza one indeksu apoptotycznego (IA), czyli
odsetka komorek ulegajacych apoptozie w tkance nowo-
tworowej. Bandoh i in. [52] dla 57 rakéw SCC zatoki
szczekowej (metoda immunohistochemiczna z zastoso-
waniem przeciwciala przeciwko jednoniciowemu DNA)
oraz Shears i in. [64] dla 46 rakdw SCC przelyku (metoda
tunelowa) i Rodel i in. [51] dla 44 rakéw odbytu (metoda
tunelowa) wykazali, Ze niski poziom IA, oceniany przed
rozpoczeciem CRT, jest istotnie skorelowany z krotszym
czasem wolnym od nawrotu choroby oraz z brakiem cat-
kowitej lub czesciowej regresji guza, ocenianym po lecze-
niu. Jednak Rees i in. [49] dla 58 rakéw SCC przetyku
wykazali brak zwiazku miedzy 1A, ocenianym metoda tu-
nelowg przed rozpoczgciem réwnoczesnej chemio- i ra-
dioterapii, a odpowiedzia guzow na leczenie. Wigkszo$¢
przedstawionych powyzej wynikoéw, cho¢ uzyskanych
w oparciu o mate grupy chorych, sugeruje, ze indeks
apoptotyczny moze posiadaé pewien potencjal predyk-
cyjny dla jednoczesnej CRT, jednak w celu ostatecznego
zweryfikowania wartoS$ci tego parametru konieczne sa
dalsze badania, prowadzone w duzych grupach chorych.

Badania wartoSci predykcyjnej ekspres;ji biatek kon-
trolujgcych proces apoptozy w komdrkach nowotworo-
wych dotycza najczedciej poziomu bialek Bax i Bel-2. O
znaczeniu tych bialek wspomniano juz przy omawianiu
roli biatka P53. W cytowanych ponizej pracach wszyscy
autorzy stosowali metod¢ immunohistochemiczna. Naj-
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bardziej obiecujace wyniki dotycza biatka Bax. Mianowi-
cie, Bandoh i in. [52] dla raka SCC zatoki szczgkowe;j,
Ikeguchi i in. [65] dla nowotworéw SCC przelyku oraz
Nasierowska-Guttmejer [45] dla gruczolakoraka odbytu,
wykazali, ze wysoki poziom tego biatka w komorkach no-
wotworowych przed rozpoczgciem jednoczesnej CRT
wskazuje na catkowita regresje guza po zakonczeniu lecze-
nia i wyzszy odsetek przezy¢ calkowitych chorych. Nato-
miast tylko w jednym doniesieniu, dotyczacym 59 rakow
SCC krtani, autorzy stwierdzili istotny zwiazek miedzy
ekspresja biatka Bcl-2, a wyzszym poziomem przezy¢ cal-
kowitych chorych po zakoficzeniu terapii [48]. Inne prace
nie potwierdzaja wartosci predykcyjnej poziomu tego biat-
ka dla raka SCC przelyku [61] i odbytu [47, 51], dla lecze-
nia cytostatykami i promieniowaniem jonizujacym. Te
sprzeczne wyniki mozna wytlumaczy¢ faktem istnienia
w komorce, poza omawianymi biatkami, co najmniej jesz-
cze jednej, niezaleznej od nich, grupy regulatoréw apop-
tozy. Naleza do niej biatka okreSlane IAP, ktére hamuja
apoptoze [66].

Inne potencjalne czynniki predykcyjne

Wsrod innych cech biologicznych charakteryzujacych
tkanki nowotworowe, predykcyjna warto$¢ dla jednocze-
snej CRT moze posiadaé ekspresja enzymow takich, jak:
cyklooksygenaza-2 (COX-2), topoizomeraza II oraz endo-
nukleaza HAP1. Cykloosygenaza 2 jest enzymem uczest-
niczacym w procesie syntezy prostaglandyn, ktére sa me-
diatorami reakcji zapalnych. Kim i in. [67] w grupie 75 ra-
koéw SCC szyjki macicy wykazali, ze nadekspresja COX-2
w komorkach nowotworowych, oceniana immunohisto-
chemicznie przed rozpoczeciem leczenia, jest istotnie sko-
relowana z dtuzszym czasem wolnym od nawrotu choroby.
Natomiast topoizomeraza II jest enzymem odpowiedzial-
nym za zmiany w organizacji przestrzennej DNA pod-
czas procesu replikacji. Rees i in. [49] w grupie 58 rakow
SCC przetyku wykazali, ze silna ekspresja tego enzymu
(oceniana immunohistochemicznie przed rozpoczeciem
jednoczesnej CRT) jest istotnie zwigzana z odpowiedzia
guzéw na leczenie. Z kolei endonukleaza HAP1 jest jedna
z najwazniejszych endonukleaz rozpoznajacych w tancu-
chu DNA miejsca z brakujacg zasada (apurynowe/apiry-
midynowe) w procesie naprawy DNA. Ponadto ma ona
wplyw na aktywno$c¢ niektérych czynnikéw transkrypceyj-
nych, miedzy innymi C-fos, C-jun i P53. Koukourakis i in.
[68] w grupie 95 chorych na miejscowo zaawansowane
raki SCC narzadow glowy i szyi leczonych réznymi sche-
matami chemioradioterapii, wykazali, Ze wysoka ekspre-
sja endonukleazy HAP1 (ocena immunohistochemiczna
przed leczeniem) jest istotnie zwigzana z brakiem catkowi-
tej regresji guzow po leczeniu.

Podsumowanie

Podsumowujac wyniki omawiane w tym przegladzie nale-
zy stwierdzi¢, ze warto§¢ parametroéw biologicznych, cha-
rakteryzujacych tkanki nowotworowe dla jednoczesnej
chemioradioterapii nowotwordw zlo§liwych, jest obecnie

przedmiotem intensywnych badan. Poniewaz badania te
nie przyniosly do tej pory jednoznacznych wynikéw, zaden
z parametrOw biologicznych nie zostal uwzgledniony
w doswiadczeniach klinicznych. Rozbieznosci we wnio-
skach opisywanych w tym przegladzie prac moga wyni-
kac z szeregu przyczyn.

W wigkszosci publikacji badania obejmowaly nie-
wielkie liczebnie grupy chorych, co moze prowadzi¢ do
otrzymania nieistotnych statystycznie roznic. Z drugiej
strony, wyniki statystycznie istotne w nielicznych grupach
moga nie odzwierciedla¢ zaleznoSci wystepujacej w rzeczy-
wisto$ci. Zwraca tez uwage niejednorodno$¢ analizowa-
nych nowotworéw. Dotyczy to badan nad grupami no-
wotwordow, do ktdrych wiaczono guzy o rdznej lokalizacji,
na przyktad w obrebie raka narzadow glowy i szyi. Wyda-
je sig, ze spoS§rod nowotwordw glowy i szyi jednoczesna
CRT jest najbardziej uzasadniona w przypadku nosowe;j
czesci gardta [69], co moze by¢ zwigzane ze wzglednie
duza chemioradiowrazliwo$cig i znaczna sktonnoscig do
rozsiewu tego nowotworu.

Nastepna trudnoscia jest poréwnywanie doniesien,
w ktdrych stosowano rézne schematy chemio- i radiotera-
pii dla tych samym typéw nowotwordéw. Wiele os§rodkéw
rOzni si¢ bowiem schematami radioterapii, dawkami cyto-
statykow i sposobem ich podawania w trakcie jednocze-
snej CRT.

Odrgbnym problemem jest brak standaryzacji me-
tod stosowanych w opisywanych do$wiadczeniach.
W wigkszosci badan dotyczacych ekspresji bialek wykorzy-
stano metody immunohistochemii, ktore z r6znych przy-
czyn moga dawac niejednoznaczne wyniki. W niektérych
przypadkach obecnos¢ tego samego bialka wykrywano za
pomoca réznych przeciwcial o odmiennej czutosci i specy-
ficznosci. Przykladem sa tutaj przeciwciata stosowane do
oznaczenia biatka Ki-67. Takze przy ocenie tego samego
barwienia immunohistochemicznego badacze stosuja rdz-
ne metody i kryteria ocen. Nie zawsze tez wynik tego bar-
wienia odzwierciedla stan rzeczywisty w komdrce. Muta-
cje punktowe moga bowiem zmieni¢ funkcje biatka, nie
wplywajac na jego strukture, a w zwiazku z tym na jego
zdolno$¢ do wigzania si¢ z przeciwciatem.

Przy oznaczaniu wartoS$ci predykcyjnej parametrow
biologicznych dla jednoczesnej CRT nalezy tez uwzglednié
fakt, ze chemiopromieniowrazliwo$¢ komérek ma cha-
rakter zlozony i wieloczynnikowy. Molekularne podstawy
chemio- i promieniowrazliwoSci nie sa w pelni poznane.
Chemio- i promieniowrazliwo$¢ najprawdopodobniej za-
lezy od stanu genomu komorek tkanek eksponowanych na
leczenie, na ktora znaczny wplyw maja mutacje w wielu
genach, tacznie z onkogenami, genami supresorowymi
oraz genami poreplikacyjnej naprawy DNA [70, 71]. Na
poziomie komoérkowym mutacje te prowadza do spadku
szybkosci akumulacji cytostatyku w komoree (gen mdrl),
zaburzen mechanizméw naprawczych DNA (geny p53,
rb, c-fos, oraz geny rodziny ras kodujace biatko P21) oraz
zaburzen w sygnatach aktywujacych proces apoptozy (ge-
ny p53, bcl-2) [72, 73]. Podatnos¢ komoérek nowotworo-
wych na chemioradioterapi¢ moze takze zaleze¢ od lo-
sow leku w organizmie, a zwtaszcza od dystrybucji i wyda-



lania cytostatyku, zwigzanych z unaczynieniem tkanki no-
wotworowej. Wydaje si¢ wiec, ze dla okreslenia chemio-
i promieniowrazliwos$ci komorek niezbg¢dna jest charakte-
rystyka ekspresji wielu genéw, odpowiedzialnych za zjawi-
ska proliferacji, apoptozy, naprawy uszkodzeh DNA i an-
giogenezy. Zastosowanie mogtaby znaleZ¢ tutaj metoda
,»plytek genowych” pozwalajaca na jednoczesne okreslenie
ekspresji wielu tysigcy genow.

W pojawiajacych si¢ do tej pory publikacjach nie ba-
dano wartoSci predykcyjnej chemiopromieniowrazliwosci
tkanek prawidtowych dla jednoczesnej CRT. Ten sposdb
leczenia jest zwigzany z wysoka wczesna toksycznoscia,
czesto utrudniajaca czy tez uniemozliwiajaca zakonczenie
planowane;j terapii. Istnieje tez ryzyko nasilenia pdZnych
odczyndw popromiennych. Zachodzi wigc pilna potrzeba
opracowania testOw oznaczajacych toksycznos¢ jednocze-
snej CRT dla tkanek prawidtowych.

Wielu badaczy zwraca uwage, ze oznaczanie jednego
parametru moze nie by¢ wystarczajace do uzyskania istot-
nosci statystycznej w analizie korelacji migdzy chemio-
promieniowrazliwoscia komoérek nowotworowych i prawi-
dlowych, a danymi klinicznymi. Dlatego upatruja oni
w rownoczesnej ocenie wielu cech biologicznych jeden
z najwazniejszych kierunkéw dalszych prac badawczych
nad testami predykcyjnymi. W przyszio§ci moze to do-
prowadzi¢ do indywidualizacji jednoczesnej CRT, bowiem
na podstawie takiej kompleksowej charakterystyki bedzie
mozna wyselekcjonowaé chorych odnoszacych najwick-
sze korzysci z tego typu leczenia.
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