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Rak ptaskonabtonkowy gtowy i szyi (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC)
jest széstym pod wzgledem czestosci wystepowania nowotworem na swiecie. Gtéwna
metoda leczenia jest radioterapia, stosowana wytgcznie u chorych na nowotwory we
wczesnym stadium zaawansowania lub w skojarzeniu z chemioterapig u chorych na
nowotwory bardziej zaawansowane. Piecioletnie przezycie catkowite wynosi okoto 50%,
co $wiadczy o tym, ze leczenie czesto jest nieskuteczne. Mozliwo$¢ przewidywania
odpowiedzi na leczenie z jednej strony pozwoli uchroni¢ chorych przed nieskutecznym

i szkodliwym postepowaniem, z drugiej zas utatwi wybor skuteczniejszej metody.
Opracowano testy czynnosciowe i genetyczne umozliwiajgce przewidywanie wrazliwosci
nowotworu na radioterapie, niedotlenienie oraz na ocene jego zdolnosci do repopulaciji.
W wielu badaniach wykazano jednak, ze wyniki niewielu z nich korelujg z wynikami
leczenia. Pewne nadzieje w ocenie niedotlenienia wigze sig z oznaczaniem profilu

mRNA i mikroRNA, podczas gdy ekspresja receptora naskérkowego czynnika wzrostu

w potgczeniu z metodami oceny stopnia zréznicowania nowotworu sg obiecujgcym
narzedziem okreslania szybkosci repopulacji. Dotychczasowe testy oceniajgce wrazliwosé
nowotworu na radioterapie sg nieskuteczne. Zachecajace wyniki przyniosty badania
przedkliniczne poswiecone testom oceny biatek naprawy DNA. Pewne nadzieje wigze sig
takze z metodami oceny populacji nowotworowych komérek macierzystych w badaniach
klinicznych. Wyjatkowo obiecujgcymi narzedziami pozwalajgcymi przewidzie¢ wyniki
leczenia chorych na HNSCC sg rowniez analiza wykrywajgca obecno$¢ wirusa brodawczaka
ludzkiego oraz analiza ekspresji receptora naskérkowego czynnika wzrostu. Zadne

z tych badan, podobnie jak analiza komoérek macierzystych, nie wskazujg alternatywnych
i skuteczniejszych metod leczenia chorych obcigzonych ztym rokowaniem. Bardzo cenna
bytaby mozliwo$¢ postugiwania sie testem pozwalajgcym przewidzie¢ korzysci wynikajace
z zastosowania u danego chorego postepowania kojarzgcego nowe leki o dziafaniu
ukierunkowanym molekularnie z radioterapig w celu uzyskania lepszej odpowiedzi.
Szczegolnie potrzebne sg testy wykorzystujgce mutacje nowotworu i utatwiajgce wybér
metody swoiste] skutecznej wobec niego. Trwajg prace nad testami przepowiadajgcymi
oceniajgcymi zaburzenia w szlakach naprawy peknie¢ pojedynczej i podwadjnej nici DNA.
Umozliwig one dobér lekéw, dla ktérych dziatania punktami uchwytu beda odpowiednie
zastepcze szlaki naprawy. Wykorzystuje sie tu koncepcje tzw. syntetycznej letalnosci.
Jest to jeden z najbardziej obiecujgcych obszaréw badan nad przewidywaniem wynikow
leczenia, zarowno dzi$, jak i w przysziosci.
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glowy i szyi (HNSCC) naleza raki jamy ust-

nej, gardta i krtani. Zajmuja one szdste miej-
sce wérdd nowotworéw najczesciej wystepujacych na
$wiecie, ! a zachorowalnos¢ na nie siega rocznie 600 000
0s6b. Pigcioletnie odsetki przezycia catkowitego wyno-
sza w tej grupie chorych najwyzej 50%, dlatego nalezy
dazy¢ do opracowania skuteczniejszych metod ich le-
czenia. Werdd metod wykorzystywanych obecnie s3 ra-
dioterapia w polaczeniu z chemioterapia lub bez niej,
leczenie chirurgiczne stosowane wylacznie lub wraz
z radioterapig badz chemioterapia, a ostatnio rowniez
radioterapia w polaczeniu z lekami o dziataniu ukierun-
kowanym molekularnie, takimi jak cetuksymab. Wybér
leczenia zalezy od czynnikéw klinicznych, takich jak
umiejscowienie nowotworu, stopiefl jego zaawansowa-
nia i wielko§¢. Wykorzystywany obecnie system okresla-
nia stopnia zaawansowania HNSCC tlumaczy zblizona
do 30% zmienno$¢ w obserwowanych odsetkach prze-
zycia.23 Poza tym systemem (klasyfikacja pierwotnego
guza, stanu weztéw chlonnych i przerzutéw odlegtych)
waznym czynnikiem klinicznym pozwalajacym przewi-
dzie¢ wynik leczenia jest objeto$é nowotworu.*© Nawet
jednak po uwzglednieniu stopnia zaawansowania i ob-
jetosci nowotworu prawdopodobiefistwo przezycia po-
szczegblnych chorych i nawrotu nowotworu jest bardzo
zmienne. Bioragc pod uwage typowa dla nowotwordw,
w tym nowotworow narzadow gtowy i szyi, niestabil-
no$¢ genomu, mozna przypuszczal, ze za pozostale
réznice odpowiadaja czynniki biologiczne, znacznie
zréznicowane migdzy poszczeg6lnymi nowotworami.

Cenna bytaby zatem mozliwo$é wczeSniejszego
przewidzenia, ktorzy z chorych odniosa korzys$é dzieki
radioterapii. Jeszcze lepiej byloby méc zaoferowad cho-
rym na nowotwory oporne na radioterapie alternatywne
lub dodatkowe metody leczenia. Znaczng korzy$¢ przy-
niostoby tez przewidywanie odpowiedzi na leki cyto-
toksyczne, ktére mozna kojarzy¢ z radioterapig. Dzigki
opracowywaniu modyfikatoréw odpowiedzi biologicz-
nej nasilajgcych odpowiedz na napromienianie i prze-
widywaniu ich skuteczno$ci w odniesieniu do danego
nowotworu znacznie fatwiej bytoby dobraé¢ wtasciwe
leczenie. Najlepiej bytoby stworzy¢ metody oceniajace
prawdopodobiefistwo nawrotu nowotworu po zastoso-
waniu kazdej z opgji terapeutycznych.

Opierajac sie na wynikach wielu badan, zidentyfi-
kowano trzy gtéwne czynniki biologiczne decydujace
o odpowiedzi HNSCC na radioterapig frakcjonowana:
wrazliwo$¢é komérek nowotworu na dzialanie promie-
niowania,” stopiefi niedotlenienia nowotworu®? oraz
zdolnos¢ jego komorek przetrwalych po napromienianiu
do repopulacji podczas przerw w leczeniu.1%11 Nastep-
nie wykazano, ze wystepowanie w obrebie nowotworu
wirusa brodawczaka ludzkiego (human papilloma virus,
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HPV) jest znaczacym czynnikiem przepowiadajacym
przezycie, zwlaszcza chorych na raka ustnej czesci gar-
dla (Leemans CR i wsp.!% wraz z pi§miennictwem). Na
odpowiedz nowotworu mogg tez wplywaé czynniki za-
lezne od organizmu gospodarza, takie jak unaczynienie
nowotworu i naciekanie jego komérek przez komérki
gospodarza. Niewykluczone, ze zar6wno HPV, jak
i czynniki zalezne od gospodarza wplywaja na odpo-
wiedz nowotworu na radioterapie przez modyfikowanie
co najmniej jednego z trzech najwazniejszych proceséw
biologicznych (wewngtrznej wrazliwosci na napromie-
nianie, niedotlenienie i zdolno$¢ do repopulacji).

W leczeniu chorych na zaawansowane nowotwory
radioterapi¢ czesto laczy sie z chemioterapia, zwy-
kle cisplatyng lub taksoidami.!3 Leki te wywoluja na
og6t dziatania niepozadane o r6znym nasileniu, mogg
zatem zwiekszy¢ chorobowo$¢ powodowang przez ra-
dioterapi¢. Dlatego dostepnos¢ rzetelnych czynnikéw
przepowiadajacych skuteczno$¢ ich dziatania powinna
utatwi¢ podjecie decyzji o ich zastosowaniu. Mozliwo$¢
uchronienia chorych przed powiktaniami w nastepstwie
stosowania mato skutecznego leku bytaby kolejnym kro-
kiem w kierunku ulepszenia postepowania.

Obok klasycznych lekéw stosowanych w chemio-
terapii w ostatniej dekadzie opracowano wiele lekow
o dziataniu ukierunkowanym molekularnie, projekto-
wanych w celu uzyskania wigkszej swoistoSci i mniejszej
toksycznosci. Przykladem takiego leku stosowanego
u chorych na nowotwory narzadéw gltowy i szyi jest ce-
tuksymab, inhibitor receptora naskérkowego czynnika
wzrostu (epidermal growth factor receptor, EGFR).14
Opracowano tez inne leki, dla ktorych dziatania punk-
tami uchwytu s3 geny lub szlaki przemian czesto ule-
gajace zaburzeniom w komdrkach nowotworowych.
Przydatno$¢ wielu z nich jest obecnie oceniana w ba-
daniach klinicznych. Przyktadami szlakow przemian,
bedacych punktami uchwytu dziatania takich lekéow,
sg szlak kinazy 3 fosfoinozytydu (phosphoinositide
3-kinase, PI3K), szlak wzmacniacza genu faficucha lek-
kiego czynnika jadrowego kappa w komorkach B (nuc-
lear factor kappa light polypeptide gene enhancer in
B cells, NF-KB1), szlak kinazy biatkowej aktywowanej
mitogenem (miogen-activated protein kinase, MAPK)
oraz angiogeneza.l® Skutecznos¢ lekéw o ukierunko-
wanym dzialaniu jest odmienna u chorych na rézne
nowotwory, poza tym ich stosowanie niemal zawsze
wywoluje dziatania niepozadane. Dlatego mozliwo$¢
wykorzystania dobrych czynnikéw przepowiadajacych
ich skuteczno$¢ u poszczegdlnych chorych bytaby bar-
dzo korzystna, pozwolitaby bowiem poprawié¢ wyniki
leczenia i zmniejszy¢ jego toksyczno$C.

Najbardziej pozadane bytyby leki swoiste dla okres-
lonego nowotworu, a jednocze$nie nieznacznie lub sta-
biej oddziatujace na tkanki prawidtowe. Opracowanie
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takich lekéw jest od dziesiecioleci celem wielu badan
uznawanych za Swietego Graala w badaniach nad no-
wotworami i ich leczeniem. W ostatnich latach opra-
cowano koncepcje tzw. syntetycznej letalnosci, czyli
mechanizmu polegajacego na uszkadzaniu wyltacznie
komoérek nowotworowych. Zaktada ona, ze spowodo-
wanie $mierci komérki wymaga inaktywacji dwdch szla-
kow przemian, poniewaz inaktywacja jednego z nich nie
wystarcza. Jeden ze szlakéw moze by¢ szlakiem zastep-
czym dla drugiego i w razie jego uszkodzenia przejmuje
jego funkgje, ratujac komorke przed Smiercig.

Nowotwory s3 z definicji niestabilne genetycznie
i wystepuja w nich tysigce mutacji.1%17 W komérkach
wielu nowotwordw zaburzenia genetyczne wplywaja na
szlaki przemian odpowiedzi na leczenie. Swoiste dla da-
nego nowotworu mutacje mozna wykorzystaé, podajac
lek inaktywujacy zastepcze szlaki naprawy. Takie poste-
powanie nie wplynie wyraZnie na komoérki prawidlowe,
w ktérych gtéwny szlak dziala sprawnie i wylaczenie
szlaku zastepczego nie bedzie miato znaczenia. Najbar-
dziej obiecujacym przykladem jest wykorzystanie inhi-
bitoréw polimerazy poli(ADP-rybozy) (poly ADP ribose
polymerase, PARP) u chorych na raka piersi, w ktérego
komoérkach nie doszto do uaktywnienia genu wezesnego
raka piersi (breast cancer early onset, BRCA).13-20 Nie-
naprawione pekniecia pojedynczych nici DNA (single
strand breaks, SSB) podczas préb replikagji ulegaja kon-
wersji do peknie¢ podwodjnych (double strand breaks,
DSB), naprawianych w szlaku naprawy DSB w mecha-
nizmie homologicznej rekombinacji (HR). Produkty
gendéw BRCA1 i BRCA2, odpowiedzialnych za podat-
no$¢ na zachorowanie na raka piersi, s3 czeScig szlaku
przemian HR. Inhibitory PARP utrudniajg naprawe SSB,
dlatego podczas naprawy uszkodzeii DNA komérki bar-
dziej polegaja na szlaku HR. Nowotwory, w ktérych
nastgpilo zaburzenie szlaku HR, czyli powstate u nosi-
cielek mutacji genéw BRCA, s3 zatem bardzo wrazliwe
na dziafanie lekéw tej grupy. Opisana sytuacja jest do-
brym przykladem syntetycznej letalnosci, czyli hamo-
wania przez lek jednego szlaku w potaczeniu z mutacja
inaktywujacg inny. Nowym bardzo cennym czynnikiem
przepowiadajacym byloby zatem ustalenie, w ktorych
szlakach przemian danego nowotworu nastgpity zabu-
rzenia. Ulatwitoby to dobdr leczenia ukierunkowanego
na szlak zastepczy.

Rézne aspekty przewidywania omdéwiono nizej,
zwlaszcza w odniesieniu do leczenia chorych na
HNSCC, polegajacego m.in. na zastosowaniu radiote-
rapii. Najpierw zostang omdéwione metody oparte na
hipotezach, w ktérych poszukiwano czynnikéw przepo-
wiadajacych odpowiedZ na znane procesy biologiczne
o potwierdzonym wplywie na przebieg choroby. Proce-
sami tymi s3 wrazliwos¢ na dzialanie promieniowania,
niedotlenienie, wskaznik repopulacji i inne. Nastepnie
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zostang oméwione takze strategie oparte na danych,
w tym na prowadzonych na szeroka skale badaniach
przesiewowych calego genomu, podczas ktorych po-
szukuje sie genéw pojedynczych lub grup genéw naj-
lepiej korelujacych z przebiegiem choroby. Moga one
dostarczy¢ informagji o genach, ktérych wczesniej nie
brano pod uwage, a ktére rowniez moga wplynaé na
wynik leczenia.

PROMIENIOWRAZLIWOSC

Poczatkowo opracowano testy czynnoSciowe dla
zawiesiny komorek uzyskanych podczas biopsji poprze-
dzajacej operacje. Oceniano ich wrazliwo$é na dziata-
nie promieniowania in vitro. Pierwsze takie badania
przeprowadzono na komérkach raka szyjki macicy,?!
a w nastepnych wykorzystano komérki nowotwordéw
narzadéw glowy i szyi.” U wszystkich tych chorych wy-
niki radioterapii byly gorsze, gdy nowotwoér byt oporny
na napromienianie # vitro w poréwnaniu z wynikami
chorych na nowotwory wrazliwe na napromienianie i
vitro. Przyjeto zatem zasade, ze wrazliwo$¢ na dziatanie
promieniowania jest waznym czynnikiem pozwalajagcym
przewidzie¢ wyniki leczenia chorych na HNSCC. Tech-
niki tej nie mozna jednak wykorzystywaé rutynowo,
poniewaz jest zbyt czasochtonna i musi by¢ stosowana
w laboratoriach specjalistycznych przez wyszkolony
personel, a takie warunki s3 w wiekszosci szpitali nie-
dostepne.

Nastepnie oceniono przydatnosé¢ kilku mniej czaso-
chtonnych testow zastepczych badajacych wrazliwo$é na
dziatanie promieniowania, w tym testy oceniajace pek-
nigcia DNA, zaburzenia chromosomalne i apoptoze.22
Ich przydatno$é w praktyce klinicznej w roli czynnikéw
przepowiadajgcych byta zmienna i czesto trudno ja byto
potwierdzi¢. Stwierdzono tez stabg korelacje z wyni-
kami testéw bezposrednio oceniajacych promieniowraz-
liwos¢ w liniach komérkowych. W tescie, ktory mozna
uzna¢ za rozszerzenie metod analizy chromosomalne;j
lub peknie¢ DNA, oznaczano amplifikacje i delecje
w calym genomie, stosujac wydajng metode poréwnaw-
czej hybrydyzacji genomowej (comparative genomic hy-
bridization, CGH).23 Wykazano, ze w liniach komérek
HNSCC swoiste zaburzenia genomu korelujg z promie-
niowrazliwoscig.24 van den Broek i wsp.2® wykorzystali
CGH do badan wycinkéw HNSCC pobranych droga
biopsji. Wykazali znamienng korelacje wystepowania
dodatkowych lub utraty okreSlonych regionéw chro-
mosomalnych z wynikami radioterapii pofaczonej z po-
daniem cisplatyny. Podobnie jak dla wielu innych badan
nad czynnikami predykcyjnymi, réwniez wiarygodnosci
wynikow tego badania nie oceniono niezaleznie, nie do-
starczylo tez ono informacji mechanistycznych. Nadal
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nie wiadomo zatem, jak leczy¢ chorych opornych na na-
promienianie. Konieczne jest przeprowadzenie dalszych
badan, ktére potwierdza uzyskane dotychczas wyniki
i pozwolg odnaleZé geny sprawcze w zmienionych frag-
mentach genomu.

Ostatnio badania molekularne poswiecone odpo-
wiedzi na uszkodzenia DNA doprowadzity do opra-
cowania kolejnego testu czynnoSciowego. Najbardziej
$mierciono$nym dla komoérki uszkodzeniem DNA
indukowanym przez promieniowanie jonizujace jest
DSB. W ciggu kilku minut od wystgpienia DSB pod-
typ histonu zwany H2AX (biatko chromatyny) ulega
miejscowej fosforylacji, zwykle przez kinaze ulegajaca
mutacji w ataksji-teleangiektazji (AMT, gen ulegajacy
mutacji u chorych z tym zaburzeniem). Fosforylacja
jest rozlegla, siega do megabazy z obu stron miejsca
wystepowania DSB. Opracowano przeciwciala, ktore
z duzg swoistoécig rozpoznaja ufosforylowany H2AX
(gamma-H2AX lub y-H2AX). Przeciwciala te ujawniaja
wystepowanie dyskretnych skupisk y-H2AX po napro-
mienianiu. Kazde takie ognisko (z kilkoma wyjatkami)
odpowiada wystepowaniu DSB. To pozwala na cechu-
jace sie duza czutoScig oznaczenie indukgji i naprawy
DSB, jednego z najwazniejszych czynnikéw w okres-
leniu promieniowrazliwos$ci. W wielu badaniach wy-
kazano dobra korelacje ognisk y-H2AX wykrytych
24 godziny po napromienianiu a wrazliwoscig danego
nowotworu na radioterapie.26 Metoda jest obecnie oce-
niana w badaniach klinicznych i stanowi, obok innych
metod wykrywania takich ognisk, obiecujace narzedzie
przewidywania odpowiedzi na radioterapie. Do dzi$
przeprowadzono tylko jedno stosunkowo niewielkie
badanie kliniczne, w ktérym nie wykazano znamien-
nej korelacji migdzy wystepujacymi ogniskami y-H2AX
a wynikami stosowania radioterapii u chorych na raka
szyjki macicy.2” Rezultaty przeprowadzonego niedawno
badania przedklinicznego pozwalajg natomiast przy-
puszczal, ze ognisk y-H2AX nalezy poszukiwal jedy-
nie w regionach nowotworu cechujacych sie¢ dobrym
przeplywem,?8 czego nie uwzgledniono w oméwionym
badaniu klinicznym. Konieczne jest przeprowadzenie
dalszych duzych badan klinicznych poswieconych temu
zagadnieniu.

W ostatnich latach dokonano logicznego przejs-
cia od badan funkcjonalnych do badafi genetycznych
o duzej sile statystycznej. Obejmujace caly genom testy
ekspresji gendw, prowadzone z zastosowaniem techno-
logii mikromacierzy, wykorzystano do identyfikacji grup
genéw korelujacych z promieniowrazliwoscia, a tym
samym pozwalajgcych na jej przewidzenie. Dwie prze-
powiadajace sygnatury genowe wykryto, analizujac caly
lub czes$¢ panelu obejmujacego 60 linii komoérek nowo-
tworowych National Cancer Institute.2%30 Niestety,
panel ten nie zawiera komérek HNSCC. W laborato-
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rium, w ktérym pracuje autor tego artykutu, podjeto
zatem probe identyfikacji zwigzanej z promieniowraz-
liwoscig sygnatury genowej w panelu 33 linii komor-
kowych HNSCC. Zidentyfikowano zestawy genéw
o stabej i nieznamiennej korelacji (deJong M i Begg
AC, dane niepublikowane). Sygnatura opisana przez
Torres-Roce i wsp.2? nie korelowata z przebiegiem no-
wotworu w grupie chorych otrzymujacych radioterapie
z cisplatyna.31 Wykryto tez zmodyfikowana sygnature
o marginalnej znamiennoéci.32 Sygnatura opisana przez
Amundsona i wsp., 3%okreslona w analizie 60 linii ko-
morek nowotworowych (petny panel National Can-
cer Institute), nie wykazala wartoéci przepowiadajacej
w grupie chorych na raka krtani poddanych wylacznie
radioterapii.33

Przyczyn niewielkiej mocy przepowiadajacej oma-
wianych sygnatur moze by¢ kilka. Promieniowrazliwo§é
danego nowotworu nie zawsze jest znamiennym czyn-
nikiem pozwalajacym przewidzie¢ wynik leczenia, cho¢
jest to raczej nieprawdopodobne, biorgc pod uwage
znaczng zmienno§¢ wrazliwos$ci réznych linii komor-
kowych HNSCC na dziatanie promieniowania oraz
czas, w jakim przeprowadzano badania czynnosciowe.”
Bardziej prawdopodobng przyczyng s3 ograniczenia wy-
nikajace z modeli linii komérkowych in vitro, zwykle
poddawanych wielokrotnemu pasazowaniu w sztucz-
nych warunkach wzrostu, co sprawia, ze mogg one nie
odzwierciedla¢ doktadnie sytuacji in vivo. Niedawno
wykryto ponad 2200 znamiennych réznic w metylacji
promotoréw miedzy komérkami linii HNSCC a ich
guzami pierwotnymi. Takich znamiennych réznic nie
stwierdzono miedzy przeszczepami guza do obcego
gatunku a pierwotnymi nowotworami chorych,3* co
odzwierciedla nasilenie zmian, do ktérych moze dojs¢
w warunkach hodowli komérkowej. Niezbedne sg lep-
sze modele i vitro i obecnie trwajg prace nad ich stwo-
rzeniem.

NIEDOTLENIENIE

Pierwsze badania typu proof-of-principle dowo-
dzace waznej roli niedotlenienia w napromienianych
nowotworach réwniez oparto na testach czynnoscio-
wych, zwlaszcza bezposrednim pomiarze wysycenia
tlenem, przeprowadzanym za pomoca elektrod wpro-
wadzanych do ogniska nowotworu.3%3¢ Wykazaly
one, ze niedotlenienie jest niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym odpowiedzi nie tylko na radioterapie,
lecz réwniez na leczenie operacyjne i chemioterapie.
Prawdopodobnym wyjasnieniem odpowiedzi na ra-
dioterapie jest 2-3-krotnie wigksza oporno$é niedotle-
nionych komérek na napromienianie w poréwnaniu
z opornoscig komoérek o prawidtowej zawartosci tlenu.
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U chorych poddawanych chemioterapii komérki nie-
dotlenione czgsto tworza skupiska oddalone od naczyfi
krwionos$nych, a tym samym niedostepne dla leku. Cykl
komoérkowy w warunkach niedotlenienia jest ponadto
wolniejszy lub zatrzymuje sie, co poglebia opornosé na
dziatanie lekbw. W zwiazku z leczeniem chirurgicznym
niedotlenienie moze sprzyjaé wiekszej opornosci komé-
rek na apoptoze!” i tworzeniu sie fenotypu zwigkszaja-
cego sklonnosé¢ do powstawania przerzutéw.38 W kilku
badaniach, podczas ktérych wykorzystano elektrody
tlenowe, stwierdzono silny zwigzek mi¢dzy niedotlenie-
niem a gorszymi wynikami radioterapii uzyskiwanymi
u chorych na HNSCC.83? Przydatnos¢ tej metody jest
jednak ograniczona do fatwo dostepnych ognisk nowo-
tworu, poza tym badanie jest inwazyjne. Podejmowane
obecnie wysitki skupiajg sie na opracowaniu skutecz-
nych alternatywnych metod oceny niedotlenienia guza.
Kilka genowych sygnatur niedotlenienia zidenty-
fikowano w hodowlach komérkowych, w ktorych po
ekspozycji komorek na warunki niedoboru tlenu o réz-
nym nat¢zeniu i czasie trwania monitorowano zmiany
w ekspresji genéw.#041 Opisana w badaniach in vitro
sygnatura genowa niedotlenienia okazala si¢ czynni-
kiem przepowiadajacym w raku piersi.*? U chorych na
raka krtani poddanych wylacznie radioterapii analiza
jednoczynnikowa réwniez wykazata znamienna kore-
lacje z miejscowym opanowaniem nowotworu, choé
znamienno$¢ ta zanikala po przeprowadzeniu analizy
wieloczynnikowej.33 Winter i wsp.4? postuzyli sie inng
metoda w celu okre§lenia metagenu niedotlenienia
zlozonego z gendéw podlegajacych wspoélnej regulacji
z 10 genami podstawowymi, o ktérych wiadomo, ze s3
zwigzane z odpowiedzig na niedotlenienie (poniewaz
naleza do szlaku czynnika indukowanego niedotlenie-
niem [hypoxia induced factor, HIF]). Badania prowadzili
w serii nowotworow narzagdéw glowy i szyi. Uzyskany
zestaw 99 gendéw odpowiada sygnaturze niedotlenienia
in vivo. Okazala si¢ ona znamiennym czynnikiem prze-
powiadajacym wynik leczenia chirurgicznego chorych na
HNSCC.*2 Nie pozwala jednak przewidzie¢ odpowiedzi
na skojarzone leczenie takich chorych napromienianiem
i cisplatyna,33 cho¢ wykazano nieznamienng tendencje
do przewidywania wyniku radioterapii u chorych na
raka krtani we wczesnym stopniu zaawansowania.>3
MikroRNA (miRNA) reguluja ekspresje nawet do
50% ludzkich genéw, w tym takze gendéw zwigzanych
z promieniowrazliwoscia.*3*5 W przebiegu nowotwo-
réw czesto obserwuje sie zachodzace w nich zmiany.#6
Ocena profilu ekspresji miRNA jest zatem cennym
narzedziem w poszukiwaniu czynnikéw pozwalaja-
cych przewidzie¢ wynik leczenia, przynoszacym do-
datkowg informacje, niezalezng od okreslania profilu
mRNA. Stwierdzono pobudzenie niektérych miRNA
w warunkach niedotlenienia, dostrzezono tez znacze-
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nie rokownicze jednego z nich u chorych na HNSCC
poddawanych radioterapii po operacji.*” Moze by¢ to
przydatny i stosunkowo tatwy do oznaczenia wskaznik
niedotlenienia, dostepny w wiekszosci os§rodkdw, choé
uzyskane wyniki wymagaja potwierdzenia w niezalez-
nych badaniach.

Odpowiedz na niedotlenienie na poziomie trans-
krypcji, translacji i obrébki potranslacyjnej skupita na
sobie uwage wielu badaczy, co zaowocowalo m.in. do-
ktadnym poznaniem szlaku przemian HIF. W uprosz-
czeniu w warunkach niedotlenienia HIF-1a ulega
nasilonej ekspresji przez zahamowanie degradaciji.
Wiaze sie ze swoim niezaleznym od niedotlenienia
partnerem, HIF-1pB. Obie czasteczki dziataja wspélnie
jako czynnik transkrypgji uruchamiajacy ekspresje kilku
genoéw zawierajgcych w swoich regionach promotoro-
wych sekwencje odpowiedzi na niedotlenienie.*8 Wéréd
genéw odpowiadajacych na HIF znajdujg si¢ m.in. gen
anhydrazy weglanowej (carbonic anhydrase, CA9), geny
transporteréw glukozy, takie jak GLUT1, a takze gen
czynnika wzrostu §rédblonka naczyfi. Nastepnie oce-
niano ekspresje wylacznie HIF-1a. oraz aktywowanych
przez niego gendéw jako mozliwych markeréw niedotle-
nienia. Wykorzystano w tym celu standardowe metody
immunohistochemiczne. Korelacja z wynikiem leczenia
byla zmienna,*’ a jednym z czynnikéw utrudniajacych
interpretacjg jest to, ze niemal wszystkie te geny sa takze
regulowane przez czynniki inne niz niedotlenienie. Sg
one odmienne w réznych nowotworach, co wynika
z niestabilnosci genetycznej nowotworéw. Na przyktad
wszystkie komorki nowotworu mogg zawiera¢ HIF-1a
mimo jedynie niewielkiej frakcji komoérek niedotlenio-
nych, albo odwrotnie, mimo niedotlenienia brakuje ko-
mérek z HIF-10..5 Poniewaz jednak w wielu badaniach
wykazano zwigzek migedzy HIF-1a i ekspresja spokrew-
nionego z nim HIF-2a, a wynikiem leczenia, rodzina
tych genéw moze wplywaé na odpowiedz niezaleznie
od niedotlenienia. CA9 jest jednym z genéw najsilniej
aktywowanych w warunkach niedotlenienia, ale
w duzym randomizowanym badaniu z udziatem cho-
rych napromienianych z powodu HNSCC nie potwier-
dzono jego roli jako czynnika przepowiadajacego.’!
Jest to prawdopodobnie zwigzane z brakiem jego swo-
istoSci jako wskaznika niedotlenienia, poniewaz w po-
dobnej kohorcie chorych wykazano, ze niedotlenienie
jest czynnikiem ograniczajacym (nimorazol, czynnik
uwrazliwiajacy komoérki niedotlenione na dziatanie
promieniowania, znamiennie zwicksza odpowiedZ na
radioterapie’?). Mozliwe, ze polaczenie wiecej niz
jednego wskaznika zaleznego od HIF zwigkszy ich
swoisto$¢ w okreslaniu stopnia niedotlenienia, co juz
wykazano w badaniu oceniajacym CA9 i GLUT1.53
Wyniki te takze wymagaja potwierdzenia w niezalez-
nych badaniach.
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Czynnikiem wplywajacym na stopiei niedotlenie-
nia nowotworu jest rowniez jego unaczynienie, cz¢sto
chaotyczne i niewystarczajace, by zapewnié wiasciwy
przeptyw we wszystkich regionach guza. Poszczegélne
nowotwory roznia sie takze pod tym wzgledem. W kilku
badaniach podjeto probe wykorzystania parametréw
sieci naczyn nowotworu jako czynnikéw przepowia-
dajacych, ich skutecznos$é okazata sie jednak zmienna.
W jednym z najwiekszych randomizowanych badad,
przeprowadzonym z udziatem ponad 400 chorych na
HNSCC, stwierdzono, ze gesto$¢ sieci mikronaczyn
nie koreluje znamiennie z wynikiem leczenia.>* Mato
prawdopodobne zatem, by parametry te byly przydat-
nymi mocnymi czynnikami przepowiadajacymi przebieg

HNSCC.

SZYBKOSC REPOPULACJI

Na podstawie do§wiadczenia pochodzacego z wielu
badan poswieconych radioterapii chorych na HNSCC,
podczas ktdrych czas napromieniania byt rézny, dobrze
wiadomo, ze krétsze leczenie (z przyspieszonym frakcjo-
nowaniem dawki) pozwala na uzyskanie lepszej kontroli
miejscowej.’> Wynika to prawdopodobnie ze zdolnosci
komérek HNSCC do szybkiej repopulacji w przerwach
w leczeniu. Skrocenie czasu calkowitego zmniejsza
szans¢ na taka repopulacje, co sprawia, ze pod wply-
wem dziatania okreSlonej dawki promieniowania ginie
wigcej komoérek. Chociaz pézna odpowied? ze strony
komorek prawidlowych (z definicji proliferujacych wol-
niej) pozostaje stata mimo zmiany catkowitego czasu
napromieniania, prawidlowe komérki szybko dzielace
sie, takie jak komorki blony §luzowej policzkéw lub je-
lita, ulegng jednak dodatkowym uszkodzeniom, ponie-
waz ich zdolno§¢ do naprawy bedzie ograniczona przez
skrdcenie odstepéw miedzy podaniem kolejnych frakeji
promieniowania. Oznaczanie czynnika pozwalajacego
przewidzie¢ szybkos¢ repopulacji komérek nowotwo-
rowych byloby zatem przydatne, poniewaz pozwolitoby
chorym na nowotwory o wolniejszej repopulacji komé-
rek na unikniecie dodatkowych dziataii niepozadanych
powstalych w nastepstwie stosowania przyspieszonego
frakcjonowania dawki lub lekéw antyproliferacyjnych.

Podczas wezesnych badai czynnos$ciowych poda-
wano §$ladowe dawki analogéw tymidyny, ktére po
wbudowaniu do proliferujgcych komérek byly wy-
krywane metodami immunohistochemicznymi lub za
pomocg cytometrii przeplywowej. Umozliwialo to
bezposredni pomiar proliferacji nowotworu. W takich
badaniach przeprowadzonych dla HNSCC wykazano,
ze odsetek znakowanych komorek (indeks znakowania,
labelling index, LI) mial jedynie marginalne znaczenie
jako czynnik pozwalajacy przewidzie¢ miejscowe opa-
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nowanie choroby, natomiast potencjalny czas podwo-
jenia objetoéci nowotworu nie odgrywat zadnej roli.>®

Poniewaz pomiary te wymagaja podania znacznika
i nie sg przydatnymi czynnikami przepowiadajgcymi,
podjeto poszukiwania alternatywnych wskaznikéw
stopnia repopulacji. Naleza do nich ekspresja genéw
zaleznych od proliferacji, takich jak geny roéznych cy-
klin (A, D, E), Ki-67 (MKI67), a takze antygen jadrowy
komérek proliferujacych. W jednym z kilku badan prze-
prowadzonych z udzialem stosunkowo wielu chorych
na HNSCC poddanych wytacznej radioterapii Couture
i wsp.3” stwierdzili, ze niewielka ekspresja Ki-67, oce-
niona metodami immunohistochemicznymi, jest ztym
czynnikiem rokowniczym. Podobne wnioski przedsta-
wili autorzy dwéch innych bada. 859 Spostrzezenie
to podwaza shusznos¢ pogladu o gorszych wynikach le-
czenia nowotwordw szybko proliferujacych (duza eks-
presja Ki-67). Wskaznik proliferacji przed rozpoczeciem
leczenia nie musi odzwierciedla¢ szybkosci repopulacji
w trakcie leczenia, ktora moze by¢ przyspieszona w od-
powiedzi na uszkodzenie, co cze$ciowo tlumaczy zaist-
nialg sytuacje.!? Nowotwory wolno proliferujace przed
leczeniem bywaja zdolne do gwaltownej repopulacji
w jego trakcie.

Stusznosé tej hipotezy potwierdzaja wyniki dwoch
badaf po$wieconych napromienianiu z przyspieszonym
frakcjonowaniem.6%:61 W obu wykazano, ze chorzy
na nowotwor z silng ekspresjg EGFR odnoszg korzys$é
dzieki zastosowaniu takiego schematu radioterapii.
Stwierdzono tez silng korelacje miedzy ekspresja EGFR
a stopniem zr6znicowania nowotworu (im silniejsza eks-
presja, tym lepsze zrdznicowanie). Mozna zatem przy-
puszczaé, ze nowotwory dobrze zréznicowane reaguja
na uszkodzenie przyspieszong repopulacja komorek,
podobnie jak prawidtowa tkanka nabtonkowa. Wyniki
te potwierdzono réwniez w badaniu, w ktérym nowo-
twory pozbawione ekspresji TP53 i BCL2 oraz cechu-
jace sie stabym znakowaniem przeciwcialami przeciw
Ki-67 wykazuja nasilong repopulacje komorek po za-
stosowaniu schematéw przyspieszonego frakcjonowania
dawki i jest to zgodne ze stopniem ich zréznicowania.®2
Wydaje si¢ zatem, ze waznym czynnikiem przepowiada-
jacym zdolnos¢ do repopulacji komoérek jest raczej zdol-
no$¢ do odpowiedzi na uszkodzenie niz niezaburzona
proliferacja.

Opisano kilka sygnatur genowych swoistych dla
komorek ulegajacych proliferacji. Oceniono przydat-
nos$¢ predykcyjng niektérych sposrdd nich w praktyce
klinicznej. Wysoka warto$¢ wskaznika proliferacji jest
w wielu rodzajach nowotworéw niekorzystnym czyn-
nikiem rokowniczym.®3 U chorych na HNSCC leczo-
nych napromienianiem skojarzonym z cisplatyna3! lub
wylacznym napromienianiem33 sygnatury proliferacji
nie wykazaly natomiast warto$ci przepowiadajacej.
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Czas od randomizaciji (lata)

Wartosé przepowiadajaca ekspresji receptora naskérkowego czynnika
wzrostu u chorych na nowotwory narzadéw gtowy i szyi poddanych tradycyijnie
frakcjonowanej radioterapii. Duza ekspresja receptora naskérkowego czynnika
wzrosgg pozwala przewidzieé¢ gorszy wynik leczenia. (Przedrukowano z: Ang
i wsp.°®).

Niektore sygnatury proliferacyjne korelujg z LI analogu
tymidyny w obcogatunkowych przeszczepach nowo-
tworéw ludzkich.®4 Udowodniono jednak, ze LI nie
jest przydatnym czynnikiem rokowniczym u chorych na
HNSCC,° co jest zgodne z nieskutecznoécia sygnatur
genowych. Wytlumaczeniem moze by¢ fakt, ze szybko$é
proliferacji komérek nowotworu przed rozpoczeciem
leczenia nie odzwierciedla ich zdolnosci do repopulagji.

PRZEKAZYWANIE SYGNAtU

Na promieniowrazliwo$¢ wplywajg rézne szlaki
przekazywania sygnalu, w tym PI3K/AKT (homolog 1
onkogenu wirusa grasiczaka mysiego), NKKB1, MAPK
i szlaki transformujacego czynnika wzrostu.l> Szcze-
goOlne zainteresowanie wzbudza szlak PI3K/AKT. Jego
aktywacja powoduje oporno$¢ na napromienianie, nato-
miast zahamowanie moze uwrazliwi¢ komérki na dzia-
tanie promieniowania.®> Aktywacja AKT w HNSCC,
potwierdzona wykryciem ufosforylowanego AKT me-
todami immunohistochemicznymi, wiaze sie ponadto
z gorsza odpowiedzig na radioterapie.®® Fosforylowany
AKT byt tez niekorzystnym czynnikiem rokowniczym
w grupie chorych na HNSCC, kt6rych operowano, po
czym u czesci z nich zastosowano radio- lub chemio-
terapie.%” Oba te badania byly stosunkowo nieduze
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i uzyskane w nich wyniki wymagaja potwierdzenia, s3
jednak zgodne z danymi pochodzacymi z wielu badan
przedklinicznych.

Jednym z najwazniejszych receptoréw blonowych
szlaku PI3K/AKT jest EGFR, ktérego nadmierng ekspre-
sje stwierdzono w wielu HNSCC i korelowata ona ze zlg
odpowiedzia®8:6? (ryc. 1). Oznaczenie ekspresji EGFR
moze dostarczy¢ informacji rokowniczych w odpowie-
dzi na radioterapie. Poznanie waznej roli EGFR w roz-
woju nowotworu i powstawaniu opornosci na leczenie
przyczynito si¢ do opracowania inhibitoréw EGFR. Sg
to zar6wno przeciwciala przeciw receptorowi, jak i leki
hamujace aktywno$¢ kinazy tyrozynowej aktywowane;j
formy receptora. To z kolei zaowocowalo badaniami,
w ktdrych wykazano, ze dodanie cetuksymabu do ra-
dioterapii poprawialo odpowiedz na leczenie.1* Cenna
bytaby mozliwo$¢ wskazania chorych, ktérym leczenie
cetuksymabem lub innymi lekami ukierunkowanymi
przeciw EGFR przyniostoby korzys¢. Nie okreslono jed-
nak wyraznie czynnikéw determinujacych odpowiedz
na podanie cetuksymabu i innych lekéw stosowanych
u chorych na HNSCC,”? nadal jest zatem konieczne
wskazanie rzetelnych czynnikéw pozwalajacych prze-
widzie¢ odpowiedZ na leczenie ukierunkowane mole-
kularnie.

W wielu badaniach wykazano zwiazek szlakéw
NF-KB, MAPK i transformujacego czynnika wzrostu
z oporno$cig na napromienianie. Byly wérdd nich ba-
dania, w ktérych stwierdzono wigksza wrazliwos$é na
dzialanie promieniowania po zahamowaniu tych szla-
koéw przemian.!> Dotychczas nie przeprowadzono jed-
nak badania z udzialem wystarczajgco wielu chorych na
HNSCC, wykazujacego korelacje aktywacji tych szla-
kéw z wynikiem radioterapii. Obecnie nie mozna zatem
przyjaé, ze aktywacja tych szlakéw przemian moze by¢
czynnikiem pozwalajgcym przewidzie¢ odpowiedz cho-
rych na HNSCC na leczenie.

ZAKAZENIE HPV

W ostatnich latach coraz wyrazniej widaé, ze zaka-
zenie HPV jest przydatnym markerem rokowniczym
u chorych na HNSCC, zwlaszcza na raka ustnej czes$-
ci gardta.1271 Dotyczy to réwniez chorych leczonych
napromienianiem (ryc. 2).”%73 Zakazenie HPV mozna
rozpoznaé za pomocg kilku testow, w tym metodami
wykrywania integracji genomu wirusa do genomu go-
spodarza za pomoca reakeji taficuchowej polimerazy
lub fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ, wykrywania
ekspresji genomu wirusa, zwlaszcza E6 i E7, a takze
dzieki oznaczaniu ekspresji TP16 (inhibitora 2A kinazy
zaleznej od cyklin). Znakowanie za pomoca przeciwciat
w poszukiwaniu ekspresji TP16 okazato si¢ wiarygod-
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nym czynnikiem przepowiadajacym zakazenie HPV,
ktérego wartos¢ zwigksza si¢ dodatkowo w potaczeniu
z oceng integracji wirusa za pomocg reakcji faficuchowej
polimerazy.”4 Obie techniki wykorzystuje si¢ rutynowo
w wiekszosci o§rodkéw. Opracowano takze sygnatury
ekspresji genéw stuzace odrdznieniu nowotworéw zaka-
zonych HPV od niezakazonych HPV.”%7¢ Potwierdzono
ich warto$¢ przepowiadajaca u chorych na HNSCC, po-
niewaz nowotwory z silng ekspresja gendw towarzysza-
cych zakazeniu HPV lepiej odpowiadaja na leczenie.””

Nie ustalono, dlaczego wyniki leczenia chorych z za-
kazeniem HPV sg lepsze. Wyniki dwoch badafi nasuwajg
przypuszczenie, ze przyczyna tego moze by¢é niedotle-
nienie. Lassen i wsp.”® wykazali, ze jedynie chorzy na
nowotwory bez cech zakazenia HPV odniesli korzys¢
dzieki podaniu nimorazolu, leku uwrazliwiajacego na
dzialanie promieniowania. W przebiegu zakazenia
HPV niedotlenienie jest zatem mniejsze, dlatego lepsza
jest tez odpowiedz na radioterapie. Brockton i wsp.”?
stwierdzili w podscielisku nowotwordéw bez wspotist-
niejacego zakazenia HPV silng ekspresje wskaznika nie-
dotlenienia, CA9, co potwierdza wyniki uzyskane przez
Lassena i wsp. Na og6t mozna si¢ spodziewac dobrego
natlenienia podscieliska z uwagi na jego dobre unaczy-
nienie. Jesli jednak przeptyw w niektérych naczyniach
jest zmniejszy lub ustaje, obserwuje si¢ silne wybarwia-
nie CA9. Nastepuje wowczas okresowe lub nagte niedo-
krwienie. Mozna przypuszczaé, ze w nowotworach bez
cech zakazenia HPV nagle niedotlenienie przyczynia sie
do zwigkszenia ich agresywnosci (komérki sg bardziej
zywotne) w wickszym stopniu niz niedotlenienie prze-
wlekte.”

KOMORKI MACIERZYSTE ZAPOCZATKOWUJACE ROZWOJ
NOWOTWORU

Wiadomo juz, ze zaledwie niewielka frakcja komoérek
jest w stanie doprowadzi¢ do odtworzenia ogniska wielu
nowotworow. Spostrzezenie to dato poczatek koncepcji
macierzystych komérek nowotworu lub komérek zapo-
czatkowujacych rozwéj nowotworu.80 Wplyneta ona
na zrozumienie dzialania radioterapii i mozliwo$¢ prze-
widywania jej wynik6w.81:82 Nowotwory zawierajace
duzo komérek macierzystych trudniej poddaja sie radio-
terapii. Nie zalezy to od ich naturalnie wigkszej opor-
nosci na napromienianie, ale od objetosci nowotworu,
im wigksza bowiem frakcja komdrek macierzystych,
tym wiecej komorek trzeba zniszczyé. Zgromadzone
dotychczas dowody nie wystarczaja, by odpowiedzied
na pytanie, czy komoérki macierzyste sg bardziej oporne
na napromienianie niz pozostate komérki nowotwo-
rowe, choé opisywano ich wystepowanie na obszarach
niedotlenienia, co moze §wiadczy¢ o ich opornosci na
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Wyniki dwach niezaleznych badan wykazujacych, ze ekspresja TP16 zwigzana
z zakazeniem wirusem brodawczaka ludzkiego jest silnym czynnikiem
przepowiadajacym wynik leczenia raka ptaskonabtonkowego narzadow
glowy i szyi. (A) Ogétem 316 chorych poddanych konwencjonalnej radioterapii
frakcjonowanej lub przyspieszonej potaczonej z leczeniem cisplatyna
(Przedrukowano z: Ang i wsp.”3) (B) Ogétem 156 chorych poddanych wytacznej
radioterapii w ramach randomizowanego badania (Przedrukowano z: Lassen

i wsp.’2).

dzialanie promieniowania.82 Tak czy inaczej, zgodnie
z koncepcjg komoérek macierzystych, monitorowanie
liczby tych komoérek moze utatwié przewidywanie wy-
niku radioterapii.

U chorych na raka krtani we wczesnym stadium
zaawansowania leczonych wylgcznie napromienianiem
ekspresja wskaznika komorek macierzystych CD44 jest
czynnikiem przepowiadajacym miejscowe opanowanie
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Dwa badania przedstawiajace ekspresje genéw, pozwalajaca przewidzieé
odpowiedz na leczenie chorych na nowotwor narzadéw gltowy i szyi. (A) Ogétem
52 chorych na raka krtani we wczesnym stadium zaawansowania poddano
wylacznie radioterapii. Silnej ekspresji domniemanego wskaznika komérek
macierzystych CD44 towarzyszyto zte rokowanie (Na podstawie deJong
i wsp.33). (B) Ogotem 96 chorych na zaawansowany nowotwoér narzadéw
glowy i szyi poddano radioterapii skojarzonej z cisplatyna. Silnej ekspresji
sygnatury genowej Chunga®’ towarzyszyto zte rokowanie (Przedrukowano
z: Pramana i wsp.3!). W obu badaniach ekspresje genéw na poziomie mRNA
oznaczano metoda mikromacierzy w wycinkach pobranych drogq biopsji przed
rozpoczeciem leczenia.
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nowotworu. Monitorowaniu ekspresji mRNA stuzy
technologia analizy mikromacierzy, za§ monitorowa-
niu ekspresji bialek metody immunohistochemiczne
(ryc. 3A).33 Pramana i wsp.3! réwniez doniesli, ze sy-
gnatury zarébwno CD44, jak i innych komérek macie-
rzystych83 wykazaly silna, cho¢ nieznamienng tendencje
do korelacji z wynikiem stosowania radioterapii skoja-
rzonej z cisplatyng u chorych na HNSCC. W i wsp.84
wykazali, ze jednoczesna ekspresja dwoch markeréw
komoérek macierzystych GRP70 (biatko 5 szoku ciepl-
nego o masie 70kDa) i NANOG korelowala z gor-
szym rokowaniem uzyskanym u chorych na HNSCC
leczonych chirurgicznie w potaczeniu z radioterapia
lub chemioterapig albo bez nich. Duza liczba komérek
macierzystych wydaje si¢ zatem pelni¢ rol¢ czynnika
pozwalajgcego przewidzie¢ wynik zastosowania radio-
terapii u chorych na HNSCC. Wyniki te wskazuja na
przydatno$¢ monitorowania liczby tych komorek.

PRZEJSCIE NABtONEK-MEZENCHYMA

Komérki nowotworu przechodzg zmiane morfolo-
giczng z fenotypu nabtonkowego do fenotypu mezen-
chymalnego (epithelial mesenchymal transition, EMT).
Zmiana ta wplywa na inwazyjno$¢ komoérek i skton-
nos¢ do tworzenia przerzutéw.3%-86 Niedawno wykryto
zwigzek miedzy EMT a odpowiedzig na napromienia-
nie. Chung i wsp.8” okreslili sygnature genows zwiek-
szonego ryzyka, pozwalajaca przewidzie¢ odpowiedz
chorych na HNSCC na leczenie chirurgiczne zastoso-
wane wylacznie lub w skojarzeniu z radio- albo che-
mioterapig. Sygnatura zawierala kilka gendéw wigzanych
z EMT. Pranama i wsp.3! wykazali nastepnie, ze sygna-
tura ta jest czynnikiem przepowiadajacym u chorych
na HNSCC otrzymujacych radioterapie z cisplatyna
(ryc. 3B). W laboratorium, w ktérym pracuje autor tego
artykutu, stwierdzono, ze wymuszenie EMT w komér-
kach HNSCC przez ekspresje odpowiednich czynnikéw
transkrypcji zwiekszalo oporno$¢ na dziatanie promie-
niowania (de Jong M i Begg AC, dane niepublikowane).
Theys i wsp.88 wykazali niedawno, ze zwiazana z EMT
utrata E-kadheryny sprzyja powstawaniu opornoSci
ludzkich komérek nowotworowych na napromienianie.
Natomiast w badaniu przeprowadzonym z udzialem
340 chorych na HNSCC Marsit i wsp.8? stwierdzili,
ze hipermetylacja promotora E-kadheryny, a zatem
wyhamowanie ekspresji E-kadheryny, jest niezaleznym
czynnikiem przepowiadajagcym poprawe przezycia tych
chorych. Tymczasem mozna byloby sie spodziewal, ze
utrata E-kadheryny, a zatem EMT, sprzyja powstawaniu
opornosci na napromienianie . vivo. Nie wyja$niono
dotad wptywu EMT na uzyskiwane wyniki leczenia ani
jego roli jako czynnika przepowiadajacego.
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SYNTETYCZNA LETALNOSC

Jak juz wspomniano, jednym z zagadnien zwig-
zanych z leczeniem chorych na nowotwory, wzbu-
dzajacym coraz wieksze zainteresowanie w ostatnim
dziesigcioleciu, jest syntetyczna letalno$é. Gléwna zaletg
tej metody jest wybiorcze niszczenie swoistych komorek
nowotworowych. Przyktadem jest wyrazne zwiekszenie
skutecznosci inhibitoréw PARP u chorych na raka piersi
bez mutacji genu BRCA. Obserwacje z laboratorium8:19
z powodzeniem przeniesiono do praktyki klinicznej
i uzyskano zachecajace wstepne wyniki leczenia chorych
na raka piersi.’® Dwa szlaki przemian uczestniczace
w tym procesie to naprawa przez wycinanie zasad (base
excision repair, BER) w celu usunigcia SSB oraz szlak
naprawy DSB przez HR, ktory jest szlakiem zastepczym
dla wycinania zasad. Przewidywanie niedoboru HR
moze by¢ zatem przydatnym czynnikiem przepowiada-
jacym skuteczno$¢ inhibitor6w PARP.

Wystepowanie lub brak mutacji genu BRCA jest
oczywistym czynnikiem przepowiadajacym. Mozna go
ocenié za pomocg sekwencjonowania DNA w poszuki-
waniu mutacji. Ponadto metylacja promotora BRCAI,
hamujaca ekspresje tego genu, pozwala przewidzied
wrazliwoé¢ na hamowanie PARP?! Kolejna mozliwos-
cig jest wykorzystanie CGH. Wykryte t3 metoda swo-
iste powielenia i delecje mogg zdefiniowaé status genu
BRCA1 oraz zwigzanych z nim niedoboréw.”? Pozwala
to doktadniej okresli¢ niedobory niz wylaczna analiza
BRCAL.

W HR uczestnicza réwniez inne geny niz BRCA1
i BRCA2. Ich niedobory bedg wptywaé na skuteczno$é
PARP. Willers i wsp.”3 wykorzystali testy czynnosciowe
indukowanego napromienianiem RADS1, biatka D2
z grupy bialek niedokrwistosci Fanconiego i analize
ognisk BRCA2 w wycinkach pobranych drogg biopsji
ogniska nowotworu. Okazalo sie, ze odsetek nowotwo-
réw z niedoborami HR jest wigkszy niz odsetek spo-
dziewany wylacznie na podstawie analizy BRCA. Geny
niedokrwisto$ci Fanconiego takze uczestniczg w szlaku
HR. W dwoéch badaniach w niektérych HNSCC wy-
kazano metylacj¢ promotora i ograniczenie ekspresji
genéw niedokrwistosci Fanconiego.?*%% Zjawiska te
moga by¢ w przysztosci kolejnymi czynnikami prze-
powiadajacymi. Mendes-Pereira i wsp.”® wykazali
ponadto, ze mutacje w homologu fosfatazy i tensyny
(PTEN) korelujg ze zmniejszong wydajnoscig HR, co
sprawia, ze komorki o ograniczonej aktywnos$ci PTEN
bedg wrazliwsze na dziatanie inhibitor6w PARP. Zatem
monitorowanie stanu mutacji PTEN moze by¢ dodat-
kowym czynnikiem przepowiadajacym syntetyczng le-
talno$¢ z inhibitorami PARP

W niektérych nowotworach wystepuja ubytki szlaku
przemian BER, zatem hamowanie PARP powinno przy-
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nies¢ tyko nieznaczng korzy$¢.%” U chorych na takie no-
wotwory skuteczne moze by¢ zahamowanie zastepczego
szlaku HR. Zachodzi tu syntetyczna letalno$¢ odwrotna
niz w przykladzie podanym wczesniej, czyli mutacja
w BER polaczona z chemicznym zahamowaniem HR
zamiast mutacji w HR wraz z chemicznym zahamowa-
niem BER.%7-%? Przewidywanie, ktéry z nowotworéw
odpowie na zahamowanie HR, bedzie zatem wymagato
potwierdzenia niedoboréw BER takimi metodami jak
sekwencjonowanie DNA, analiza ekspresji gendéw lub
ocena metylacji promotorow.

Opisano kilka innych przyktadéw syntetycznej le-
talnosci w leczeniu chorych na nowotwory, zwlaszcza
farmakologicznym, 100 ale tylko w kilku z nich uwzgled-
niono radioterapie.

STRATEGIE OPARTE NA DANYCH

Wiekszos¢ z omawianych wezesniej zagadnien doty-
czyla opartych na hipotezie metod poszukiwania czyn-
nikéw pozwalajacych przewidzie¢ procesy biologiczne
o znanym lub domniemanym wpltywie na odpowiedz
nowotworu na frakcjonowang radioterapie. Kilka in-
nych potencjalnych czynnikéw przepowiadajacych
wykryto dzigki dziataniom opartym na danych zgroma-
dzonych we wczesniejszych badaniach, podczas ktérych
w celu wykrycia genéw lub zmian w genach koreluja-
cych z przebiegiem choroby analizowano przesiewowo
caly genom. Postugujacy sie CGH Wreesmann i wsp.101
wykryli 5 swoistych amplifikacji i delecji korelujacych
z wynikami leczenia chorych na HNSCC, ktérych pod-
dano operacji, po czym u czesci z nich zastosowano
radioterapie lub skojarzenie radioterapii z chemiotera-
pia. W badaniu obserwacyjnym van den Broek i wsp.%
wykorzystali CGH w ocenie chorych na HNSCC pod-
danych radioterapii w polaczeniu z chemioterapia cis-
platyna. Stwierdzili kilka powtarzajacych si¢ powielen
i delecji korelujacych z przebiegiem choroby. Uzyskane
przez nich wyniki tylko nieznacznie pokrywaly si¢ ze
spostrzezeniami zespotu Wreesmanna. Na razie nie
mozna uznaé tych zmian za wiarygodne czynniki prze-
powiadajace. Okazg si¢ one przydatne dopiero po po-
twierdzeniu ich wiarygodnosci i ustaleniu, ktore geny
w jakich regionach chromosomalnych odpowiadajg za
niepowodzenie.

W niektorych HNSCC zidentyfikowano geny zwig-
zane z powtarzajacymi sie zaburzeniami genomowymi.
Okazaly sie one potencjalnymi czynnikami przepowia-
dajacymi. Przyktadem sa cyklina D1 i kortaktyna, 102,103
dwa geny wystepujace w czesto powielanym obszarze
11g3. Kortaktyna wydaje sie silniejszym czynnikiem
przepowiadajacym niz cyklina D1. Nie ustalono, dla-
czego ekspresji tego genu towarzyszy zle rokowanie.
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By¢ moze jest ono zwigzane ze stymulacjg szlaku EGFR
i sygnalami przekazywanymi za jego posrednictwem.104
Inna zmiana w genomie, utrata heterozygotycznoSci
18921, pozwolita dostrzec, ze staby sygnat odpowiada-
jacy SERPINB13 w tym locus koreluje ze ztym rokowa-
niem chorych na HNSCC leczonych przede wszystkim
napromienianiem.1%5 SERPINB13 uczestniczy w ha-
mowaniu angiogenezy,1¢ a bedac jednym z czynnikéw
wywolujacych niedotlenienie, moze wptywaé na wynik
leczenia.

OMOWIENIE | PODSUMOWANIE

Wykazano korelacje wielu gendéw i genoméw z od-
powiedzig chorych na HNSCC na leczenie oparte na
napromienianiu. Pozwala to mie¢ nadzieje, ze niektdre
z nich stang si¢ wiarygodnymi czynnikami przepowia-
dajacymi odpowiedZ na takie postepowanie. W bada-
niach klinicznych stwierdzono przydatno$¢ zaledwie
kilku sposrdd tych czynnikéw. Nalezg do nich ekspresja
EGFR i zakazenie HPV. Jak juz jednak wspomniano,
wazniejsze od czynnikéw przepowiadajacych skutecz-
no$¢ odpowiedzi na radioterapie s czynniki, pozwa-
lajace przewidzie¢ odpowiedz na zastosowanie lekow
nasilajacych dziatanie promieniowania na nowotwory
oporne. Ich wykorzystanie pozwolitoby na indywidu-
alny dobér postepowania i poprawienie jego wynikow.
Nawet jednak oznaczanie EGFR i HPV nie zapewnia
wystarczajacych informacji, jak leczyé chorych obar-
czonych ztym rokowaniem. Konieczne sa dodatkowe
dane i czynniki przepowiadajace. Dotyczy to réwniez
niektérych czynnikéw przepowiadajacych ekspresje
gendw, takich jak genowa sygnatura ryzyka Chunga31:87
i ekspresja CD44.33 Przydatnoéé¢ obu potwierdzono co
najmniej raz w dodatkowym badaniu klinicznym, zaden
jednak nie wskazuje najlepszej metody leczenia chorych
zle rokujacych.

Trzy klasyczne czynniki determinujgce skutecznosé
radioterapii to promieniowrazliwo$¢, stopiefi niedo-
tlenienia i szybko$¢ repopulacji. Sygnatury genowe nie
okazaly sie dotad rzetelnymi czynnikami pozwalajacymi
przewidzie¢ wrazliwo$¢ na napromienianie, prawdopo-
dobnie ze wzgledu na niedoskonato$é¢ wykorzystanych
do ich identyfikacji modeli in vitro. Testy czynno$-
ciowe, takie jak oznaczanie ognisk biatek naprawy
DNA w wycinkach tkankowych hodowanych ex vivo,
przyniosly interesujace i zachecajgce wyniki, ktorych
wiarygodno$¢ wymaga jednak dalszego potwierdzenia.
Warto$é rokownicza sygnatury genowej niedotlenienia
potwierdzono w kilku badaniach klinicznych, cho¢ dla
chorych gléwnie napromienianych nie byla ona wiary-
godnym czynnikiem przepowiadajacym. W badaniach
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oceniajacych stezenia bialek metodami immunohisto-
chemicznymi zaden z pojedynczych gendw, ktorego
ekspresja nasilata si¢ w warunkach niedotlenienia,
nie wykazat powtarzalnej zdolno$ci rokowniczej u cho-
rych na HNSCC poddanych radioterapii. Zachecajace
sa wyniki analizy mikroRNA, ktérego ekspresja nasila
sie w warunkach niedotlenienia, ich przydatnos¢ wy-
maga jednak dalszego potwierdzenia. Wydaje sie, ze po-
przedzajace leczenie oznaczanie proliferacji klasycznych
genéw cyklu komérkowego za pomoca przeciwcial
lub okreslanie profilu ekspresji gendéw nie wystarcza,
by przewidzie¢ odpowiedzZ proliferacyjna na leczenie.
Wiecej informacji dostarcza analiza ekspresji EGFR lub
czynnikéw zwigzanych z réznicowaniem. Trzeba dodad,
ze miejscowe opanowanie choroby dzieki zmianie sche-
matu frakcjonowania przynosi zaledwie umiarkowang
korzy$¢,’ a zatem dokladne wskazanie chorych, kt6-
rych nalezatoby poddaé przyspieszonemu frakcjonowa-
niu, moze przynies¢ tylko nieznaczny zysk.

Pojawia sie wiele nowych lekow o dzialaniu ukierun-
kowanym molekularnie, ktére wkraczaja w ere badan
klinicznych. Coraz wigcej z nich ocenia si¢ w skojarze-
niu z radioterapig. Oczywistym postepem jest uwzgled-
nienie analiz genetycznych, zwlaszcza w badaniach
randomizowanych, w ktérych zastosowano nowy lek
lub nie zastosowano go. Pozwala to na opracowanie
swoistych dla danego leku wskaznikow, pozwalajacych
przewidzieé nastepstwa jego stosowania. Podczas takich
badaf mozna wykorzystaé wiele dostepnych obecnie
technik, w tym sekwencjonowanie drugiej generacji
(tzw. sekwencjonowanie gltebokie) DNA lub mRNA,
analize ekspresji mRNA, oznaczanie metylacji promo-
toréw, ekspresji miRNA i CGH. Wszystkie te metody
mozna zastosowaé w calym lub niemal calym genomie.
Whaczenie ich do nowych badan klinicznych pozwoli
potwierdzi¢ przydatnos$¢ dotychczasowych czynnikow
przepowiadajacych i wskazaé nastepne.

Przewidywanie odpowiedzi na leczenie okreSlong
metoda ma ograniczone znaczenie, jeSli brakuje metod
alternatywnych. Postepom w tej dziedzinie musi zatem
nieodlgcznie towarzyszyé opracowywanie nowych
lekéw. Powinny one sie cechowaé swoisto$cig wobec
danego typu nowotworu, ktorej osiagnieciu sprzyja
wykorzystanie syntetycznej letalno$ci. W dalszych ba-
daniach najwazniejsza role powinno odegraé ustalenie,
ktére metody oparte na syntetycznej letalnosci nalezy
zastosowaé u chorego na okreslony nowotwor.

© Published by Elsevier Inc. All rights reserved. This Article
from Seminars in Radiation Oncology 2012,22:108-118
Predicting Recurrence After Radiotherapy in Head and Neck
Cancer by Adrian C. Begg is translated and reprinted with
permission of Elsevier.
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Wyniki leczenia chorych na nowotwory gtowy i szyi,
czyli w ponad 90% przypadkéw raka plaskonablonkowego
tej okolicy, poprawiajg si¢ bardzo powoli i w sumie nalezy je
oceni¢ jako niezadowalajgce. Nawet dla raka krtani, w kt6-
rym rokowanie jest najlepsze i udaje sie wyleczy¢ ponad 70%
chorych, wyniki prawie nie zmienily sie od 20-30 lat, co
mozna interpretowac jako ograniczenie obecnie stosowanych
metod. Wprowadzenie radiochemioterapii nieco poprawilo
wyniki leczenia, ale zwigkszylo takze czesto$¢ wystepowa-
nia dziataf niepozadanych i powiklaf, ciggle zatem musimy
poszukiwaé mozliwosci udoskonalenia obecnie stosowanych
metod leczenia.

Te problemy lezg u podstaw intensywnych poszukiwan
sposob6w identyfikacji chorych, u ktérych wystarczajace mo-
globy by¢ zastosowanie tylko jednej metody leczenia — albo
standardowego leczenia skojarzonego, albo innych niestan-
dardowych obecnie metod, na przyklad terapii celowane;j.
Prawdopodobnie mozna by dzieki temu poprawié wyniki
i zaoszczedzi¢ chorym probleméw zwigzanych z dziataniami
niepozadanymi nieskutecznego leczenia.

Proby identyfikacji takich chorych na podstawie cech
klinicznych lub histopatologicznych okazaly sie niewystar-

czajaco skuteczne. Wydawalo sie, ze te cechy s3 zbyt ogdlne,
by przewidzie¢ odpowiedz na leczenie i poza bardzo ogdl-
nikowymi stwierdzeniami (np. ze mniej zréznicowane no-
wotwory s wrazliwsze na napromienianie i chemioterapie)
nie sg przydatne podczas podejmowania decyzji terapeutycz-
nych. Od czasu pojawienia sie mozliwoéci sekwencjonowania
DNA i innych metod identyfikacji znanych genéw lub ich
mutacji mamy nadzieje, ze uda si¢ znalez¢ czynniki z duza
pewnoscig wskazujace, jakie leczenie nalezy zastosowal.
Zdrowy rozsadek i mySlenie patofizjologiczne sugeruja, ze
réznice w odpowiedzi na leczenie musza byé spowodowane
konkretnymi réznicami w budowie i funkcjonowaniu ko-
morek nowotworu, te za$§ muszg wynikaé z roznic w kodzie
genetycznym. Skoro mozemy sekwencjonowaé caly genom
i uzy¢ wielkich mocy obliczeniowych do analizy tych danych,
wczesniej czy pdzniej znajdziemy te rdznice.

Obecnie nie ma powodow, by sadzié, ze zasada przedsta-
wionego rozumowania jest niewltasciwa, wyglada jednak na
to, ze przydatne dla potrzeb klinicznych réznice znajdziemy
znacznie pozniej, niz oczekiwaliémy. Praca Begga jest bardzo
dobrym przegladem aktualnego stanu wiedzy i badan po-
$wieconych czynnikom przepowiadajacym odpowiedz no-
wotwordw glowy i szyi na promieniowanie. Podsumowujac
przedstawione w niej informacje, mozna stwierdzié, ze nadal
nie udato sie znalez¢é markeréw ani gendéw dobrej (albo zlej)
odpowiedzi na radioterapie, ktére mialyby duzg warto§é
przepowiadajaca. Poza nielicznymi wyjatkami, jak np. roz-
poznanie zakazenia HPV lub ekspresja EGFR, wyniki badan
wskazujg na zaledwie nieco lepszg lub gorsza odpowiedz
i umiarkowane korelacje, ale nie daja podstaw do zmiany
standardowego postepowania, a o to nam przeciez chodzi.

Sprawdz swoja wiedze
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Jest pare ciekawych aspektdéw poznawczych tej sytuacji,
ktora zresztg dotyczy wykorzystania badan genomu takze do
innych celow, na przykltad oceny ryzyka wystepowania prze-
rzutéw. W okolicy glowy i szyi ocena cechy N jest do$¢ trudna,
przydatno$¢ oznaczef wezta wartowniczego jest ograniczona
i postepowanie z chorymi bez przerzutéw w wezlach chtonnych
jest ciagle przedmiotem dyskusji. Wiarygodne komdrkowe
wskazniki sktonnosci do tworzenia przerzutéw bardzo utatwi-
tyby decyzje, ale podobnie jak poszukiwania czynnikéw warun-
kujacych odpowiedz na radioterapie, badania nie przyniosly
na razie jednoznacznych wynikéw. Charakterystyczne jest tu
wspomniane réwniez przez Begga proponowanie czynnikéw
dobrze lub nawet bardzo dobrze korelujacych z wynikami le-
czenia, ktdrych przydatnos¢ nastepnie nie znajduje potwierdze-
nia w pracach innych autoréw ani w praktyce klinicznej. Znany
z krytycznego podejscia do mechanizméw badafi i publikacji
Ioannidis wskazuje na wiele elementéw skfadajacych si¢ na
sktonnos¢ badaczy do znajdowania korelacji i zaleznosci tam,
gdzie ich nie ma, a takze na sktonnos¢ wydawcéw do szyb-
kiego publikowania pozytywnych wynikéw.! Spore znaczenie
moze w tym procesie mie¢ wskazana w artykule Begga metoda
opierania si¢ na hipotezach zwigzanych ze znanymi procesami
biologicznymi, takimi jak promieniowrazliwo$¢, niedotlenienie
i repopulacja. Poszukiwanie potwierdzenia tych hipotez moze
powodowaé sktonnosé do uzyskiwania pozytywnych wynikéw.
Jednak odmienne podejscie, oparte na badaniach przesiewo-
wych niezaktadajacych Zadnego konkretnego mechanizmu
wywolujacego obserwowane réznice w odpowiedzi na lecze-
nie, tez dotychczas nie umozliwito znalezienia wiarygodnych
czynnikéw przepowiadajacych. Tu z kolei wystepuje problem
analizy ex post, ktora w badaniach klinicznych jest niedopusz-
czalna. Jesli przeanalizujemy dostatecznie duzg liczbe danych
bez wstepnych zatozef, na pewno znajdziemy jakie$ korelacje,
ale bez zrozumienia mechanizméw lezacych u podstaw stwier-

dzonych r6znic trudno uznad je za istotne w praktyce, nawet
jezeli analiza statystyczna takie rdznice wykaze.

Opisane przez Begga wyniki badan sugerujg wieksza, niz
sadzimy ztozono$¢ proceséw decydujacych o odpowiedzi na
leczenie i przebiegu choroby. Autor wspomina o tym przy
omawianiu zjawiska repopulacji. Zalezy ona od wielu czynni-
kéw i dostepne metody badawcze, okreslajace szybkosé pro-
liferacji w okre$lonym etapie rozwoju nowotworu i leczenia,
nie pozwalaja na przewidywanie repopulacji w zmienionych
przez leczenie warunkach.

Mamy zatem do czynienia z do$¢ typowgq sytuacja. Wiele
badan przeprowadzonych w laboratorium i wstepnych préb
klinicznych wskazuje liczne czynniki przepowiadajace odpo-
wiedzZ na leczenie napromienianiem, ale w praktyce klinicznej
przydatne okazuja si¢ bardzo nieliczne. Nieco ubocznym ko-
rzystnym produktem tych badai moga sie okazaé pozyskane
informacje o nowych celach terapeutycznych. Najbardziej
znany przyktad to ekspresja EGFR i leczenie cetuksymabem.
Mozliwo$é wykorzystania syntetycznej letalno$ci stwarza na-
dzieje na skuteczne leczenie o matej toksycznosci.

Wydaje sie jednak, ze znalezienie Swietego Graala, czyli
genu, biatka, receptora lub ich kombinacji, ktére wskazywa-
tyby, jakie leczenie nalezy zastosowaé u chorych na nowo-
twory glowy i szyi, jest jeszcze do$¢ odlegle. Szkoda, ze mimo
fantastycznego rozwoju metod badawczych i nagromadzenia
ogromnej liczby danych poznanie mechanizméw opornosci
nowotworéw na leczenie ciagle jest przed nami, bo w lecze-
niu chorych na nowotwory glowy i szyi potrzebny jest jaki$
przetom, ktdérego na razie nie widac.
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