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Niestabilnos$¢ mikrosatelitarna w raku pluca

Liliana Krasinska

Uwaza sig, ze zaburzenia molekularne odgrywajg zasadniczg role w patogenezie raka pluca. Najlepiej dotychczas poznanymi
zmianami sq mutacje w obrebie gendw supresorowych, protoonkogenow oraz zaburzenia dziatania bialek regulujgcych pro-
cesy apoptozy i naprawy DNA. Szereg badari przeprowadzonych w ostatniej dekadzie wykazato, ze w raku jelita grubego z wy-
sokg czestoscig wystepujg zaburzenia w dzialaniu produktow genow grupy MMR (mismatch repair genes), w tym hMSH?2,
AMSH6, h(MLHI, hPMS1 i hPMS2, zaangazowanych w naprawe bledow powstajgcych w czasie replikacji DNA. Efektem tych
zmian jest wystgpowanie niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI). Nieprawidlowos¢ te stwierdzono nastepnie w innych nowo-
tworach, w tym takze w raku pluca. Kolejne lata badari pozwolily lepiej poznac zmiany molekularne wystepujgce w obrebie ge-
now MMR oraz ich ekspresje w tym nowotworze. Zwrocono uwage na znaczenie kliniczne MSI oraz zwigzek z patologiczny-
mi cechami raka pluca. Stwierdzono takze, ze MSI wigze si¢ z podwyzszong czestoscig wystgpowania innych mutacji, charak-
terystycznych dla raka ptuca. W ostatnich latach wykryto wystegpowanie zmian MSI typowych dla komorek nowotworowych
w DNA plynow ustrojowych, co stwarza nadzieje rozwoju nowych metod przesiewowych.

Microsatellite instability in lung cancer

Molecular alterations are considered a key factor in lung cancer pathogenesis. Mutations in supressor genes and protoonco-
genes, as well as the malfunction of proteins involved in apoptosis and DNA repair regulation, are among the most widely stu-
died. During the recent decades numerous investigations in colorectal cancer have reported a high frequency of defective func-
tioning of mismatch repair gene (MMR) products, such as h(MSH2, hMSH6, h(MLH1, hPMS1 and hPMS?2, involved in DNA
replication error repair. These alterations result in microsatellite instability (MSI). It has been later reported that MSI occur al-
so in other tumors, including lung cancer. Further studies have analysed genetic alterations and expression of MMR genes in
this malignancy. The correlation between MSI and clinical and pathologic features of lung cancer has been studied. It was de-
monstrated that MSI is associated with a higher rate of other mutations characteristic of lung cancer. Recent studies have de-
monstrated that MSI is detectable in soluble DNA derived from body fluids thus creating prospects for its use in the early de-
tection of lung cancer.

Stowa kluczowe: niestabilno$¢ mikrosatelitarna, rak ptuca
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Wstep

Rak pluca jest w skali calego §wiata jednym z najczest-
szych i jednoczes$nie obarczonych najwigksza umieralno-
$cia nowotworow ztosliwych. W Polsce wskazniki zachoro-
wan utrzymuja si¢ od kilku lat na wyzszym poziomie w po-
rownaniu ze Srednig Swiatowa — rocznie notuje si¢ okoto
17.000 nowych zachorowan na raka pluca u mezczyzn
i okoto 4.000 u kobiet [1].

Rozwoj biologii molekularnej umozliwit lepsze po-
znanie genetycznych i epigenetycznych zaburzen w prze-
biegu kancerogenezy. Uwaza si¢, ze zaburzenia te odgry-
waja zasadnicza role w patogenezie nowotworow. Najle-
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piej dotychczas poznanymi zmianami sa mutacje genow
supresorowych (p53, FHIT, P16INK4/MST1), protoonko-
genéw (EGFR, HER2/neu) oraz genow regulujacych pro-
cesy apoptozy (Bcl2). W ostatnich latach zwraca si¢ uwa-
g¢ na znaczenie zaburzen naprawy DNA. Skutkiem tych
nieprawidtowosci moze by¢ zaburzenie wiernosci odtwa-
rzania genomu.

W niniejszej pracy przedstawiono stan wiedzy doty-
czacy tego zagadnienia, ze szczegdlnym uwzglednieniem
klinicznego znaczenia niestabilnos$ci mikrosatelitarne;j
w raku pluca.

Co to jest niestabilno$¢ mikrosatelitarna?
Niestabilno$¢ mikrosatelitarna (microsatellite instability —

MSI) odpowiada zmianom dtugosci krétkich, polimor-
ficznych, tandemowo powtarzajacych si¢ sekwencji DNA
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(mikrosatelitow), losowo rozsianych w ludzkim genomie.
Zaburzenie to zwiazane jest z mutacjami w okre$lonych
genach naprawczych DNA, a obserwowane jest zar6wno
w nowotworach wystepujacych rodzinnie, jak i sporadycz-
nie. MSI wynika z inaktywacji obu alleli genu napraw-
czego DNA. W nowotworach wystepujacych rodzinnie
dziedziczona jest mutacja jednego z alleli genu napraw-
czego DNA; do MSI dochodzi po utracie aktywnoSci dru-
giego allelu w tym samym locus. W nowotworach spora-
dycznych dochodzi do somatycznego unieczynnienia obu
alleli w locus genu odpowiedzialnego za naprawe DNA.
MSI zwigzana jest z nieprawidlowa czynnoscig gendéw na-
prawy DNA typu mismatch repair (MMR). Produkty ge-
néw MMR rozpoznaja i naprawiaja btedy powstale pod-
czas replikacji DNA, zapobiegajac w ten sposob groma-
dzeniu si¢ zmian sekwencji w komoérkach potomnych.
Dotychczas u ludzi poznano sze$¢ gendw naprawy DNA
typu MMR: 3 homologi bakteryjnego genu MutS
(hMSH2, hMSH3 i hMSHG6) oraz 3 homologi bakteryjne-
go genu MutL (hMLHI, hPMS1 i hPMS2). Inaktywacja
systemu naprawy DNA typu mismatch repair moze prowa-
dzi¢ do niestabilnoSci genomu, zwigkszenia czestosci wy-
stepowania przypadkowych mutacji oraz do mutacji w ge-
nach bioracych udzial w karcinogenezie, w obrebie kto-
rych wystepuja sekwencje mikrosatelitarne. Obserwowano
m.in. somatyczne mutacje w sekwencjach mikrosatelitar-
nych w obrebie IGFIIR (insulin- like growth factor I recep-
tor) w guzach trzonu macicy, zotadka i jelita grubego
MSI+ [2, 3]. W rakach jelita grubego MSI+ stwierdzono
mutacje obu alleli genu BAX, bioracego udzial w apopto-
zie oraz w genie TGFBIIR (receptor typu 11 transforming
growth factor, bedacego inhibitorem wzrostu komorek na-
blonkowych) [4, 5]. W raku jelita grubego nie obserwowa-
no zwiazku MSI z wystepowaniem mutacji w genie su-
presorowym p53, jednakze rownoczesna obecno$¢ obu
tych zmian genetycznych w raku wstepujacej czesci okrez-
nicy zwigzana byla z przerzutami do weziéw chtonnych
[6]. Istnieja takze przypuszczenia, ze system MMR bierze
udzial w regulacji cyklu komdrkowego, a zwigkszona eks-
presja biatek hMSH?2 i hMLH1 prowadzi do apoptozy
[7-9].

MSI po raz pierwszy opisano i do tej pory najlepiej
zbadano w rodzinnym niepolipowatym raku jelita grube-
go (hereditary non-poliposus colorectal cancer - HNPCC).
W nowotworze tym MSI stwierdza si¢ u okoto 90% cho-
rych [6, 10, 11]. W sporadycznie wystepujacych nowotwo-
rach jelita grubego MSI wystepuje z mniejsza czestoscia
(13-28%) [6, 10]. W przypadku innych nowotworéw sko-
jarzonych z HNPCC, opisywanych jako zespdt Lynch II,
stwierdzono wyzsza czgsto$¢ MSI w rakach trzustki (67-
-75%), zotadka (17-48%), trzonu macicy (9-23%) i stercza
(15-20%). MSI wystepuje takze w wielu innych nowotwo-
rach (nowotworach mozgu, raku zotadka, jajnika, trzo-
nu i szyjki macicy, piersi, pluca, skory, stercza, pecherza
moczowego i chfoniakach) [10, 12].

Pod koniec 1997 roku z inicjatywy amerykanskiego
Narodowego Instytutu Onkologii (NCI) ujednolicono no-
menklature oraz opracowano kryteria rozpoznawania
MSI w raku jelita grubego. Wyniki zostaly podsumowane

i opublikowane przez Bolanda i wsp. w 1998 roku [12].
Zalecany przez NCI panel markeréw sktada si¢ z dwoch
mononukleotydowych (BAT26 i BAT2S5) oraz trzech dwu-
nukleotydowych powtdrzen (D5S346, D2S123 i D17S256).
Guzy wykazujace niestabilno$¢ w dwu lub wigcej marke-
rach sposrod tego panelu okredla si¢ jako nowotwory
o wysokiej czgstosci MSI (MSI-H), natomiast te, w kto-
rych stwierdza si¢ niestabilno$¢ w tylko jednym lub zad-
nym z markerdw — jako, odpowiednio, guzy z niska czesto-
§cig MSI (MSI-L) lub nie wykazujace MSI (microsatellite
stable — MSS). Ten zestaw markeréw referencyjnych po-
zwala wykry¢ nowotwory charakteryzujace si¢ nieprawi-
diowoSciami pierwotnie w obrebie dwoch gléwnych genéw
MMR: hMSH?2 i h(MLH] [11]. W przypadku, gdy w bada-
niu zostaje uzytych ponad pi¢¢ markerdw, grupe MSI-H
stanowia nowotwory wykazujace MSI w = 30% marke-
16w, a grup¢ MSI-L — gdy MSI stwierdza si¢ w <30% ba-
danych markeréw.

W licznych badaniach potwierdzono, ze wSrdéd nowo-
tworow zlokalizowanych poza jelitem grubym mozna wy-
odrebni¢ dwie grupy ze zwickszona czgstosciag MSI, w kto-
rych niektore loci wykazuja szczegdlnie wysoka niestabil-
no$¢ [12]. Grupa pierwsza, dotyczaca gitéwnie raka
zotadka i trzonu macicy, posiada fenotyp podobny do
raka jelita grubego i wykazuje niestabilno$¢ w obrebie
mono- i dinukleotydowych markeréw. Druga grupa guzéw
wykazuje podwyzszona czg¢sto$¢ niestabilnoSci tylko
w wybranych tri- i tetranukleotydowych powtdrzeniach.
Pewna grupa spo$réd zmian tetranukleotydowych
(AAAG), szczego6lnie czesto ulega MSI, m.in. w raku ptu-
ca, pecherza moczowego oraz gtowy i szyi.

Dotychczasowe badania wykazuja zalezno$¢ pomie-
dzy MSI a obnizona ekspresja bialek MMR. W bada-
niach MSI w raku jelita grubego stwierdzono brak ekspre-
sji itMSH?2 i htMLH1 w guzach, w ktorych wystepuja muta-
cje w tych genach. Zaden z guzow bez MSI nie wykazywat
obnizonej ekspresji biatek MMR. Co wigcej, obnizona
ekspresj¢ MMR stwierdzano takze przy braku mutacji
w genach MMR, co sugeruje, ze przynajmniej w niekto-
rych przypadkach moga wystepowac inne mechanizmy
unieczynniajace [6, 11-15].

W licznych badaniach prébowano okresli¢ zwigzek
pomigdzy MSI, a cechami klinicznymi i histologicznymi
nowotworow. W HNPCC i raku zotadka wykazano zwia-
zek MSI z lokalizacja nowotworu, jego typem histologicz-
nym oraz innymi cechami morfologicznymi [12, 16, 17].
Nieco zaskakujaco, pomimo ze genetyczna niestabilno$¢
powinna prowadzi¢ do przyspieszonego nowotworzenia
i ztego rokowania, MSI w HNPCC oraz raku zotadka
zwiazane jest z lepszym rokowaniem i wydiuzonym prze-
zyciem. Z kolei w raku piersi stwierdzono znaczaco krot-
szy czas przezycia calkowitego wérdd chorych z guzami
MSI+. Co wigcej, guzy MSI+ byly rozpoznawane w wyz-
szym stopniu zaawansowania i czg¢sciej tworzyly przerzu-

ty [18].



Czestos$¢ wystepowania oraz mechanizmy
odpowiedzialne za MSI w raku pluca

Doniesienia dotyczace wystgpowania MSI w raku pluca sa
nieliczne i niejednokrotnie sprzeczne. W drobnokomorko-
wym raku pluca (SCLC) w 45-76% guzdéw pierwotnych
stwierdzono MSI w postaci zmniejszenia lub zwigkszenia
liczby powtarzajacych si¢ di- lub tetranukleotydowych se-
kwencji [19, 20]. W niedrobnokomdrkowym raku ptuca
(NSCLC) czestos¢ wystepowania MSI waha si¢ w szero-
kich granicach (0-69%). Tak duze réznice w wynikach ba-
dan moga by¢ uwarunkowane wieloma czynnikami. Suge-
rowano na przykltad, ze rozbieznoSci w czestoSci wyste-
powania MSI w NSCLC moga by¢ zwigzane z r6znymi
typami histologicznymi i r6znym zaawansowaniem choro-
by w badanych grupach. By¢ moze takze na wystgpowanie
MSI wplywaja geograficzne i/lub etniczne czynniki. Po-
nadto, odmienne wyniki moga wynika¢ z r6znic w rodza-
ju i liczbie analizowanych primeréw, jak réwniez z rdéznic
w definiowaniu MSI w poszczeg6lnych badaniach. Do tej
pory bowiem nie ustalono, jakie powinny by¢ kryteria
rozpoznawania MSI w raku ptuca. Opublikowane w 1998
roku przez Bolanda i wsp. [12] miedzynarodowe kryte-
ria dotyczace nazewnictwa i rozpoznawania MSI dotycza
tylko raka jelita grubego. Dotychczas nie opracowano po-
dobnego referencyjnego panelu markeréw, pozwalaja-
cych jednoznacznie rozpoznawa¢ MSI w innych nowo-
tworach, w tym rowniez w raku pluca. W ostatnich pieciu
latach wiele laboratoriéw opracowalto wlasne sposoby
okreslania MSI w raku ptuca, co powoduje, ze poréwna-
nie wynikow roznych grup badawczych jest niezwykle
trudnym zadaniem. Tabela 1. stanowi probe przedstawie-
nia wynikow dotychczasowych badafn MSI w raku ptuca,
ze zwrdceniem uwagi na zastosowane markery oraz kryte-
ria definiowania MSI.

Ciekawa analize przeprowadzili Ahrendt i wsp. [21,
22]. Zbadali oni wystgpowanie nowych alleli w sekwen-
cjach mikrosatelitarnych w NSCLC przy uzyciu 73 4-nu-
kleotydowych markeréw w celu okre§lenia loci czesto ule-
gajacych niestabilno$ci w raku ptuca. Zidentyfikowano
panel 12 markerdw, przy uzyciu ktérych mozna bylo wy-
kry¢ niestabilno$¢ mikrosatelitarng przynajmniej w jednym
z badanych loci wérdd 55% pierwotnych guzéw. Nastepnie
przeprowadzono analiz¢ sekwencji mikrosatelitarnych
w 88 guzach pluca. W 35% sposrod nich wykazano nowy
allel z przynajmniej jednym sposréd badanych 13 mar-
keréw (do wybranych 12 dodano jeszcze jeden, ktéry w in-
nych badaniach odznaczat si¢ czesta niestabilno$cia w ra-
ku ptuca), a 29% z tych nowotwordw miato zmiany w dwu
i wigcej loci. Nastepnie wszystkie te nowotwory byly bada-
ne przy uzyciu zdefiniowanego przez Bolanda i wsp. [12]
referencyjnego panelu jedno- i dwunukleotydowych mar-
kerow. Tylko jeden spos$rod 31 MSI+ guzow (3%) wyka-
zal niestabilno$¢ z jednym markerem (MSI-L). Ahrendt
1 wsp. [23] powtOrzyli ostatnio analize, wybierajac 12 czte-
ronukleotydowych markeréw sposréd 61 badanych; 11
z 12 wybranych zawieralo powtarzajaca si¢ sekwencje
AAAG. Za ich pomocg stwierdzono zmiany w sekwen-
cjach mikrosatelitarnych w 51% guzach NSCLC, 56%

nowotworach regionu glowy i szyi oraz tylko w 21% rakow
pecherza i 12% rakow nerki.

Prace Ahrendt i wsp. [21, 22, 23] skupiaja si¢ na opi-
sanej klinicznie i genetycznie, a wystepujacej w raku plu-
ca i innych nowotworach (rakach glowy i szyi oraz pe-
cherza moczowego) swoistej formie MSI, w ktorej zmiany
mikrosatelitarne zlokalizowane sa w wybranych 3- i 4-nu-
kleotydowych powtdrzeniach. W tych nowotworach po-
wtorzenia dluzsze wykazuja zmiany czesciej niz 1- i 2-nu-
kleotydowe, ktdre sa charakterystyczne dla nowotworow
jelita grubego i rodziny nowotwordw zwiazanych
z HNPCC. Te swoista odmiang¢ MSI nazwano EMAST
(elevated microsatellite alterations at selected tetranucleoti-
de repeats). Badania wskazuja, ze w pierwotnym raku piu-
ca wystepuje binominalny rozktad niestabilno$ci w 3- i 4-
-nukletydowych powtorzeniach. Maly szczyt guzow wy-
kazuje calkowitg czesto$¢ tego zaburzenia rzedu >10%
w pewnych, najbardziej wrazliwych markerach, podczas
gdy dla wigkszoSci guzoéw pluca istnieje duzy szczyt w ob-
rebie 0-2% wrazliwych powtdrzen [12].

Mimo, ze zaburzenia genetyczne, lezace u podstaw
MSI, zwiazane z nieprawidlowa naprawa DNA typu mi-
smatch repair s3 coraz lepiej poznane, mechanizm po-
wstawania niestabilnoSci mikrosatelitarnej typu EMAST
pozostaje nadal niewyjasniony. Niepokrywanie si¢ rozle-
glych zmian MSI z EMAST sugeruje udzial innej drogi niz
zaburzenia w systemie MMR. Uwaza si¢, ze zmiany
EMAST moga by¢ zwigzane z uszkodzeniem szlakéw na-
prawy zaleznych od p53. Biatko p53 odgrywa wazna role
w odpowiedzi komorki na uszkodzenie DNA. Jego na-
gromadzenie w komérce prowadzi do zatrzymania cyklu
komorkowego w celu zapobiezenia replikacji uszkodzone-
go DNA, a kiedy DNA nie ulega naprawie, moze pro-
wadzi¢ do apoptozy takiej komorki. Gen p53 czesto ulega
mutacjom w raku pluca. Podobnie do guzéw EMAST,
mutacje genu p53 czgSciej wystepuja w ptaskonabtonko-
wym niz gruczolowym raku piuca. Wykazano czestsze wy-
stepowanie EMAST w guzach zawierajacych nieprawi-
dlowy gen p53 [22].

Rownoczes$nie, wyniki ostatnich badafn zmienily
takze wczesniejsze poglady na temat roli genéw MMR.
Wykazano bowiem, ze nadekspresja AMSH2 i hMLHI
prowadzi do apoptozy, zar6wno w komorkach zdolnych
do naprawy DNA, jak i z uszkodzonymi mechanizmami
naprawczymi [9]. Mierzac ekspresj¢ biatek hMSH2
i hMLH1, nie stwierdzono istotnych zmian w ich po-
ziomach w przebiegu cyklu komoérkowego [7]. Sugero-
waloby to, ze bialka MMR odgrywaja wazna rolg
w ochronie komorki przed skutkami biedéow w replika-
cji oraz prawdopodobnie uszkodzeniem DNA. Réwno-
cze$nie, wywolywanie apoptozy w wyniku nadekspre-
sji AIMSH?2 i hMLH1 wskazuje na ich podobiefistwo ra-
czej do gendw supresorowych, takich jak APC czy p53,
niz gendéw naprawy DNA. Wyniki tych badafh pokrywa-
lyby si¢ z wezedniej stwierdzona wzgledna opornoscia
niedrobnokomérkowych rakéw ptuca na napromienia-
nie oraz na niektdre cytostatyki (cisplatyne, doksorubicy-
ne¢ i etopozyd), co sugerowatoby udziat genow MMR
w aktywacji Sciezek, przekazujacych sygnat do apoptozy
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po rozpoznaniu uszkodzenia DNA lub adduktéw DNA
(]

Zmiany molekularne w genach MMR

Molekularne zmiany w jednym lub obu genach (hWMSH2
i hMLHT) stwierdza si¢ w znacznej cz¢Sci HNPCC oraz,
nieco rzadziej, w sporadycznie wystepujacych rakach jeli-
ta grubego. Obserwuje si¢ m.in. utrate heterozygotycz-
nosci (LOH) w obrgbie loci genow MMR, metylacje re-
gionu promotorowego AMLH] i punktowe mutacje w ob-
rebie sekwencji kodujacych [10-12, 14, 24]. Analiza
mutacji w obrebie genow AMSH?2 i hMLH1 w przypadku
raka pluca nie wykazala zadnych mutacji ani polimorfi-
zmu w obszarze promotora i egzonéw tych genéw. Nie
stwierdzono takze zwigzku pomiedzy ekspresja genow
MMR, a utratg heterozygotycznosci (LOH) na ramio-
nach 3p i 2p chromosoméw, w ktorych zlokalizowane sa te
geny. Wykazano ponadto zwigzek obnizonej ekspresji ge-
nu 7AMLH1 i LOH w locus 3p21. Sugeruje to, ze utrata
jednego z alleli moze by¢ jedna z giéwnych przyczyn inak-
tywacji tego genu. Podobnego zwiazku nie stwierdzono
dla genu AMSH?2. Wykazano natomiast ujemny zwigzek
ekspresji AMSH2 z LOH w locus 3p, co mogtoby wskazy-
wac na obecno$¢ genu regulatorowego dla hAMSH?2 oraz
na istnienie ujemnego sprzezenia zwrotnego [15].

Ekspresja genow MMR

Istniejg liczne badania potwierdzajace zwiazek wystepo-
wania MSI w raku jelita grubego z obnizong ekspresja
bialek hMSH2 i hMLH1, odpowiadajaca mutacjom
stwierdzanym w genach MMR [6, 11, 12, 14-16, 24]. Mnigj
jest natomiast danych dotyczacych tego zagadnienia w od-
niesieniu do raka pluca. W jednym z badan wykazano
obnizong ekspresj¢ przynajmniej jednego z badanych bia-
tek w 82% guzow, w tym w 59% hMLH1, 58% hMSH?2
i w 34% przypadkéw obu bialek [15]. Chang i wsp. [25]
wykazali bliski zwigzek pomigdzy ekspresja hMLHI, a wy-
stepowaniem MSI. U 77% chorych z MSI nie stwierdzono
ekspresji biatka hMLHI1.

Zwiagzek pomiedzy MSI, a patologicznymi i klinicz-
nymi cechami raka pluca

W niektorych pracach stwierdzono czestsze wystepowanie
MSI w raku ptaskonablonkowym, w poréwnaniu z ra-
kiem gruczolowym. Wskazywato by to na istnienie r6znic
w rodzaju zmian genetycznych, prowadzacych do rozwoju
obu wymienionych typow histologicznych [22, 26, 27].
Rozbiezne sa wyniki badan dotyczacych zwiazku po-
miedzy czestoscia wystepowania MSI, a klinicznym stop-
niem zaawansowania raka pluca. W niektérych badaniach
nie stwierdzono zadnej zalezno§ci pomiedzy wymienio-
nymi cechami, co mogltoby sugerowaé wczesne pojawienie
si¢ MSI w procesie karcinogenezy [21, 28]. Niektorzy au-
torzy wykazali jednak znamiennie czestsze wystepowanie
tej zmiany genetycznej w guzach w III i IV stopniu za-
awansowania [29]. Co wigcej, zmiany te wystepowaly cze-

Sciej w guzach przerzutowych, w poréwnaniu z guzami
pierwotnymi. W badaniu Adachi i wsp. [29] poddano ana-
lizie 10 par guza pierwotnego i odpowiadajacego mu prze-
rzutu. W 4 z par zaré6wno guz pierwotny, jak i przerzut,
wykazywaly MSI w tych samych loci, co wskazywatoby,
ze MSI pojawila si¢ wczeSnie w procesie wzrostu guza
pierwotnego i ze komdrki nowotworowe z MSI byly tymi,
ktore daty przerzuty. W 2 przypadkach w przerzutach
stwierdzono MSI, ktdrej nie obserwowano w guzach pier-
wotnych. Wskazywalo by to, ze MSI musiata pojawic si¢
poZno w przebiegu progresji guza pierwotnego lub juz
w komorkach przerzutowych. Z badania tego wynika, ze
zmiany typu MSI gromadza si¢ w trakcie progresji
NSCLC oraz ze fenotyp MSI jest potencjalnym markerem
ztosliwosci klinicznej NSCLC.

Zwiazek zmian w systemie MMR z bardziej agre-
sywnym fenotypem ptaskonabtonkowego raka ptuca wyka-
zali Xinarianos i wsp. [15]. Obnizona ekspresja genu
hMLH]I (ale nie AMSH?2) zwiazana byla z przerzutami
do weztéw chlonnych. W badaniu tym obnizona ekspresja
hMLH]I miala takze zwigzek zaréwno z liczba papieroséw
wypalanych dziennie, jak i w ciggu catego zycia. Sugerowa-
to by to wplyw karcynogenéw dymu tytoniowego na unie-
czynnienie AMLH1 oraz mozliwo$¢ addytywnego dziatania
obu tych czynnikdw. Wynik ten wydaje si¢ potwierdzac
wysunigte poprzednio przypuszczenia, ze czynniki §rodo-
wiskowe biora udzial w powstawaniu niektérych zmian
mikrosatelitarnych. Zwrdcono zwlaszcza uwage na prowa-
dzace do MSI uszkodzenia DNA przez wolne rodniki tle-
nowe i addukty lipidowe. Sugeruje si¢ udziat palenia i die-
ty w tym procesie. Narazenie na te czynniki moze samo-
dzielnie lub 1acznie ze zmianami w Sciezkach naprawy
DNA prowadzi¢ do swoistych fenotypdw w réznych rodza-
jach nowotwordéw [12].

Zwigzek MSI z innymi mutacjami

W badaniach nad zmianami genetycznymi typu MSI w ra-
ku ptuca probowano okreéli¢ ich zwigzek z mutacjami
genu p53, czestymi w tym nowotworze. Podobnie do MSI,
mutacje genu p53 wystgpuja czesciej w ptaskonabtonko-
wym raku pluca, w por6éwnaniu z rakiem gruczotowym.
W badaniu Ahrendt i wsp. [22] mutacje genu p53 wyste-
powaly w 81% guzoéw MSI+ i tylko w 44% guzéw MSI-.
Wyzsza czgstos¢ mutacji genu p53 w guzach MSI+ wyka-
zali takze inni autorzy [25, 30]. Z kolei Miozzo i wsp. [31]
w swoim badaniu nie zaobserwowali zaleznoSci pomie-
dzy MSI, a nadmierng ekspresja biatka p53. Wspoiwy-
stepowanie MSI i mutacji genu p53 moze sktania¢ do wy-
suni¢cia dwdch réznych wnioskow. Z jednej strony brak
mozliwoSci odroczenia podziatu komorki i naprawy DNA,
na skutek utraty funkcji supresorowego biatka p53, zwiek-
sza prawdopodobienistwo, ze nie dojdzie do naprawy
DNA uszkodzonego podczas replikacji. Moze to prowa-
dzi¢ do proliferacji genetycznie zmienionych komorek.
Alternatywna hipoteza zaktada, ze zwigkszona czestos¢
zmian w sekwencjach mikrosatelitarnych, wystepujacych
w obrebie gendéw kontrolujacych cykl komoérkowy, moze
ufatwia¢ wzrost komorek ze zmutowanym genem p53.
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Badano takze zwigzek MSI z innymi mutacjami. Wy-
kazano m.in. zwickszona czg¢sto$¢ mutacji genu K-ras,
utrate alleli na chromosomach 3p i 18q (do akumulacji
tych zaburzen dochodzi wraz z progresja NSCLC) i obec-
no$¢ rzadkich alleli w locus H-ras1 VNTR (variable num-
ber of tandem repeats) [29, 30, 32].

Wykorzystanie MSI w rozpoznawaniu raka pluca

Chirurgiczne leczenie wezesnego raka ptuca pozwala uzy-
ska¢ 60-80% 5-letnich przezyc¢ [33]. Na ogot jednak chorzy
zglaszaja si¢ w zaawansowanych, nieoperacyjnych sta-
diach choroby. Pomimo znacznej czestosci zachorowan
i zgondw z powodu raka pluca, nie istniejg skuteczne testy
przesiewowe wsrdd grup wysokiego ryzyka. Tradycyjne
metody, oparte na konwencjonalnej cytologii plwociny
i zdjeciach radiologicznych klatki piersiowej, okazaly sie
nieskuteczne w obnizeniu umieralnosci z powodu raka
pluca. Wigksze mozliwosci w tej dziedzinie stwarza spiral-
na tomografia komputerowa, ale z uwagi na wysoki koszt
tej metody, mozliwosci jej zastosowania w badaniach ma-
sowych sa ograniczone.

Analiza mikrosatelitarna moze si¢ okaza¢ wazna
i wzglednie fatwa alternatywa w wykrywaniu nowotwo-
row. W przeciwiefistwie do koniecznosci zastosowania
specyficznych wskaznikéw dla okreSlenia mutacji w obre-
bie onkogenéw (np. genu p53 czy ras), ta zmiana moleku-
larna jest latwo rozpoznawana przy uzyciu jednego ze-
stawu primeréw dla wszystkich probek. Analiza sekwencji
mikrosatelitarnych od kilku lat stuzy wykrywaniu zmian
genetycznych w réznych nowotworach. Opisuje si¢ dwa
rodzaje zmian mikrosatelitarnych: utrate heterozygotycz-
nosci (LOH) oraz niestabilno$¢, przy czym MSI jest fa-
twiejsza do wykrycia w materiale biologicznym niz subtel-
ne réznice, na podstawie ktorych stwierdza si¢ LOH [22].
MSI jest obecna tylko w komoérkach nowotworowych.
Swoiste dla guza zmiany mikrosatelitarne zostaly uzyte
do identyfikacji komo6rek nowotworowych w moczu cho-
rych na raka pecherza moczowego oraz w surowicy cho-
rych na nowotwory glowy i szyi [34, 35].

W NSCLC swoiste zmiany mikrosatelitarne wykryto
w plwocinie, poptuczynach z drzewa oskrzelowego (BAL
— bronchoalveolar lavage) oraz w osoczu. Ciekawe wyniki
uzyskali Miozzo i wsp. [31], ktdrzy u 29% chorych, ktérych
nowotwor nie wykazywal MSI, stwierdzili wystgpowanie
zmian mikrosatelitarnych w nabtonku oskrzelowym, odle-
glym od nowotworu i prawidfowym w badaniu histopato-
logicznym. Wskazywato by to na rozrost bezimiennych
klonéw komdrkowych, réznych od wystepujacych w obre-
bie nowotworu. Mozna sadzié, ze rozszerzenie tego rodza-
ju analizy na inne oskrzela pozwoli na wykrycie klonow
komorkowych, charakteryzujacych si¢ potencjalem trans-
formacji. W badaniu przeprowadzonym przez Ahrendt
i wsp. [21], zmiany mikrosatelitarne okazaly si¢ najmniej
czute spofrod 4 markeréw molekularnych (p53, K-ras,
pl16 i MSI), analizowanych w popluczynach z drzewa
oskrzelowego. Powodem byto prawdopodobnie zbyt duze
zanieczyszczenie badanego plynu komoérkami nienowo-
tworowymi. Stwierdzono bowiem, ze progiem dla wykry-

cia MSI jest obecno$¢ 5-7% komorek nowotworowych
w plynie BAL. Co wigcej, badanie to okazato si¢ najmniej
pomocne w sytuacjach, w ktorych ulepszone metody dia-
gnostyczne sa najbardziej przydatne — u chorych z matymi,
obwodowo potozonymi guzami.

Ostatnie badania wykazaly, Zze zmiany genetyczne
moga by¢ wykrywane w DNA, krazacym w osoczu lub su-
rowicy chorych z r6znymi nowotworami (m.in. SCLC, je-
lita grubego, trzustki, glowy i szyi) [34, 35]. Sozzi i wsp.
[26] przeprowadzili badanie czestosci i rozlegio$ci zmian
mikrosatelitarnych w DNA osocza chorych, z ograniczong
postacia NSCLC. U 61% chorych zmianom MSI w ko-
morkach nowotworowych towarzyszyly zmiany w DNA
osocza i w wigkszoSci przypadkoéw byly one takie same.
Ponadto u pigciu chorych wykazano MSI w DNA oso-
cza, podczas gdy zmian tych nie bylo w guzie. Wyniki te
stwarzaja perspektywy wykorzystania analizy MSI w prak-
tyce kliniczne;j. Jesli rzeczywiScie zmiany w DNA osocza
wystepuja czesto w I 1 II stopniu zaawansowania NSCLC
(kiedy choroba jest potencjalnie uleczalna), a rownocze-
$nie ilos¢ DNA, uwalnianego z nowotworu, jest w 0so-
czu wybidrczo zwigkszona, analiza genetyczna takiego
DNA mogtaby by¢ uzyta w celach diagnostycznych i prze-
siewowych.

Podsumowanie

Niestabilno§¢ mikrosatelitarna jest czgstym zjawiskiem
w raku pluca, jednak rola biologiczna tego zaburzenia,
jak rowniez jej zwiazek z cechami klinicznymi oraz innymi
nieprawidlowosciami genetycznymi wymaga dalszych ba-
daf. Obiecujaca wydaje si¢ mozliwos$¢ zastosowania te-
stow wykrywajacych MSI w badaniach przesiewowych
i w rozpoznawaniu raka ptuca.

Lek. med. Liliana Krasifska
Klinika Onkologii i Radioterapii
Akademii Medycznej

ul. Debinki 7, 80-211 Gdansk
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