POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 38 2011 NR 1 (85-110)

ZABURZENIA MITOCHONDRIALNE
W PROCESIE NOWOTWORZENIA*

MITOCHONDRIAL FAILURE IN CELL TRANSFORMATION

Anna M. CZARNECKA'?, Wojciech KUKWA® Tomasz KRAWCZYK®,
Anna SCINSKA®* Andrzej KUKWA?

'Instytut Genetyki i Biotechnologii, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu
Warszawskiego; “Laboratorium Onkologii Molekularnej, Klinika Onkologii,
Wojskowego Instytutu Medycznego oraz *Klinika Otolaryngologii Oddziahu

Stomatologii Uniwersytetu Medycznego w Warszawie; ‘Zaktad Patomorfologii
Klinicznej Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi

Streszczenie: Mitochondria od dawna podejrzewano o wspotudziat w karcynogenezie. Na poczatku XX
wieku Otto Warburg rozpoczat badania nad zmianami w oddychaniu komoérkowym w komdrkach nowo-
tworowych. Opisal on wowczas ,,uszkodzenie oddychania tlenowego™ jako cech¢ charakterystyczna
tych komdrek. Odkrycie to pociagngto za soba lawing badan majacych na celu ustalenie rzeczywistej roli
tych organelli w procesie nowotworzenia. Od tamtego czasu wiele grup badawczych wykazywato muta-
cje genomu mitochondrialnego w wielu typach nowotwordw. Przeprowadzone ponownie analizy publi-
kowanych danych wskazuja na liczne bledy metodyczne popelniane w poprzednich projektach. Obecna
praca ma na celu krytyczna analiz¢ oraz podsumowanie obecnosci dziedzicznych polimorfizmow i
mutacji somatycznych u pacjentow z nowotworem. Analiza danych literaturowych z uwzglednieniem
prac dotyczacych najnowszych kryteriow metodycznych w badaniu mtDNA oraz zalozen medycyny
opartej na faktach wskazuje, iz chorzy z chorobg nowotworowa sa nosicielami specyficznego ukladu
rzadkich polimorfizméw mtDNA i nielicznych mutacji mtDNA. Genotyp (w tym haplotyp) mitochon-
drialny moze by¢ czynnikiem predysponujacym do rozwoju nowotworu, cho¢ takze czynnikiem chro-
niagcym przed rozwojem nowotworu.

Stowa kluczowe: nowotwory, markery molekularne, mitochondria, mutacje mtDNA, polimorfizm, medy-
cyna oparta na faktach — EBM (evidence based medicine).

Summary: For many years mitochondria have been implicated in the process of carcinogenesis. At the
beginning of 20th century Otto Warburg has started research focused on failure of oxadative metabolism
in cancer cells. In his work he described ,,disruption of respiration” as typical for cancer cells. Warburgs
discovery resulted in establishment of many projects focused on the role of mitochondria in cell transforma
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tion. Since that time multiple reasearch groups have reported mitochondria DNA mutations in majority
types of cancer. Recently re-analyses of raw data has been published and have show multiple methodical
errors in previous reports. This paper presents critical analysis and summary of mitochondria polymorphi-
sms and somatic mutations reasearch in oncology. Literature analysis that includes latest methodological
guidelines established for mtDNA analysis and evidence based medicine reports proves that cancer patients
harbour specific pattern of inherited mtDNA polymorphisms and low number of somatic mutations. It
seems that mitochondrial genotype (including haplotype) may be classified as cancer predisposing factor.

Keywords: cancer, molecular marker, mitochondria, MtDNA mutation, mtDNA polymorphism, Eviden-
ce Based Medicine — EBM.

. Istota choroby jest tak niejasna, jak istota zycia.”
Georg Philipp Friedrich Freiherr von Hardenberg

1. WSTEP

A. Udzial mitochondrium w procesach komérkowych

Mitochondria to pétautonomiczne organella komoérek eukariotycznych. Mitochondria maja
swoj wilasny niewielki genom — 16659 pz mtDNA, ktéry koduje 13 polipeptydow — a takze
wlasny aparat syntezy bialek (tRNA, rRNA) [49]. Struktury te sa najprawdopodobniej
reliktem aparatu genetycznego endosymbiotycznych a-proteobakterii, ktore weszly w
zwiazek z przodkiem komorek eukariotycznych w drodze syntrofii, czyli metabolicznej
symbiozy [95, 102]. Obecnie w efekcie transferu genéw wigkszos¢ biatek lokalizujacych
sie w mitochondriach jest kodowana w genomie jadrowym. W mitochondrialnym DNA
sa glownie kodowane niektore sktadniki kmpleksoéw tancucha transportu elektronow [81].

Mitochondria stanowia przedziat komorki, w ktorym zachodzi wiele podstawowych reakeji
metabolizmu komodrkowego. Sa miejscem produkcji ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej
— OXPHOS (ang. oxidative phosphorylation). W mitochondriach zachodza przemiany
produktow przejsciowych wielu szlakow meabolizmu weglowodandw, nukleotydow,
aminokwasow czy kwasdw tluszczowych, takich jak np. cykl mocznikowy czy B-oksydacja.
Mitochondria pehnig takze istotng rolg w utrzymaniu homeostazy jonowej, potencjatu redoks i
pH komérki. Ze wzgledu na wymienione funkcje obserwuje sie wystepowanie mitochondriéw
nawet w liniach komérkowych pozbawionych mtDNA (tzw. linie p°). Biorac pod uwage
szerokie spektrum procesow, w ktorych uczestnicza mitochondria, mozna uzna¢ za prawdziwa
hipoteze, iz s3 one organellami regulujacymi réwniez proliferacje i $mier¢ komorek, a zatem
proces transformacji nowotworowej [31,40,41].

B. Genom mitochondrialny

Mitochondrialny DNA odkryli M.M.K. Nass i S. Nass w 1963 roku, a S. Anderson
i wspdlpracownicy opublikowali kompletng sekwencj¢ genomu mitochondrialnego
cztowieka w 1981 roku. W roku 1999 ukazata si¢ uaktualniona sekwencja mtDNA
stosowana nastepnie jako odnosnikowa, ktora obecnie nazywana jest rCRS (ang.
revised Cambridge Reference Sequence; w bazie GenBank NC 012920) [3].

Genom mitochondrialny jest to kolista, super-zwinigta czasteczka DNA (16569 pz
o m. cz. ok. 10 MDa), ktora stanowi 0,1-1,0% catkowitego DNA komorki. Nici
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mtDNA maja asymetryczng kompozycje zasad azotowych, a co za tym idzie podczas
wirowania w warunkach denaturujacych tworza dwa odrebne pasma. Ni¢ bogata w
G nosi nazwe cigzkiej — H (ang. heavy), a uboga w G — lekkiej — L (ang. light).
Ni¢ H koduje 28 gendéw — 2 dla rRNA, 14 dla tRNA i 12 dla biatlek. W sumie mtDNA
koduje 13 podjednostek tancucha oddechowego oraz 22 mt-tRNA i 2 mt-rRNA. Nie
zawiera sekwencji niekodujacych, z wyjatkiem petli D (D-loop od ang. displacement
loop) o dlugosci 1122 pz. Petla D obejmuje nukleotydy 16024-576 [49].

C. Haplogrupy mitochondrialne

Haplogrupa to zbidr osobnikéw majacych identyczne lub bardzo zblizone do siebie
genotypy mtDNA o wspdlnym pochodzeniu ewolucyjnym (od wspdlnego przodka).
W genotypach tych wystepuja charakterystyczne sekwencje nukleotydowe, wyrdz-
niajace te osobniki od innych nalezacych do odrgbnych haplogrup. Haplogrupy
powstaly w wyniku akumulacji okreslonych mutacji mtDNA w procesie ewolucji
czlowieka. Mutacje te zaszly w okreslonym miejscu i czasie, wigc dzi$ wystgpowanie
genotypow pozwala na sledzenie rozktadu geograficznego populacji oraz prehisto-
rycznej migracji cztowieka. Jak wykazaly analizy obejmujace cale genomy mitochon-
drialne, specyficzne dla haplogrup polimorfizmy wystepuja zarbwno w regionie
kodujacym mtDNA, jak i w petli D [128].

Haplotyp umownie okresla si¢ jako uklad polimorfizméw rozniacych danego
osobnika od rCRS. Haplotyp obejmuje réznice zarowno w obszarach HVR (ang.
hypervariable regions) oraz sekwencji kodujacej mtDNA [11].

Obecnie haplogrupy oznaczane sa za pomoca wielkich liter alfabetu facinskiego
wraz z numerami okreslajacymi podgrupy. Wedlug aktualnie przyjetych klasyfikacji,
drzewo ludzkiego mtDNA ,,ukorzenione” bylo w Afryce 140—180 tysiecy lat temu
i dato poczatek siedmiu gléwnym grupom nazwanym: LO, L1, L2, L3, L4, L5 i L6.
Wszystkie pozaafrykanskie haplogrupy mtDNA pochodza od haplogrupy L3, dzielac
si¢ na dwie super-haplogrupy M i N. W przypadku Europy dominuje dziewigé
haplogrup (H, U, K, J, T, V, X, I, W), wywodzacych si¢ z klasy N. W Polsce,
podobnie jak w calej Europie, najliczniej wystepuje haplogrupa H (okolo 37%),
natomiast rozklad statystyczny pozostatych haplogrup nie odbiega od sredniej
europejskiej, poza istotnymi réznicami w poréwnaniu z populacjami Wtoch oraz
Finlandii. Sekwencja mtDNA rCRS nalezy do haplogrupy H2 [135].

Podczas poszukiwania mutacji i polimorfizméw odpowiedzialnych za procesy
patologiczne konieczne jest okreslenie haplogrup badanych oséb (pacjentow). Badanie
takie powinno obejmowa¢ analize polimorfizmow specyficznych dla haplogrup tkanki
zdrowej (lub zaréwno zdrowej, jak i nowotworowej) i porownanie ich z rCRS.
Postgpowanie takie pozwala unikna¢ tak oczywistych bledéw metodologicznych jak
zakwalifikowanie powszechnych polimorfizméw definiujacych haplogrupe jako mutacji
specyficznych dla osobnikéw z choroba nowotworowa. Jednoczesnie nie wyklucza
si¢ mozliwosci, iz loci specyficzne dla haplogrup moga stanowi¢ hiperzmienne rejony
mtDNA predestynowane do intensywnej akumulacji mutacji w procesie onkogenezy,
jak proponuja Wallace i wsp. [165].
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Na skalg problemu niewlasciwej kwalifikacji polimorfizméow (w tym specyficznych
dla haplogrup) jako mutacji wskazuja takze coraz liczniejsze prace udowadniajace,
iz wiele sposrod opisanych wczesniej ,,mutacji” chorobotworczych korelowanych z
wystapieniem nowotworu to w istocie jedynie polimorfizmy specyficzne dla haplogrup
[6-9]. Szczegdlnie dotyczy to prac, w ktorych jako ,mutacje” okreslano réznice
miedzy sekwencja mtDNA pacjenta a rCRS [8, 137], co samo w sobie stanowi bfad
metodologiczny [36, 136, 137]. Jednoczesnie pomimo bardzo surowych wnioskow
wyciagnietych z ostatnio opublikowanych weryfikacji poprzednich badan, nie nalezy
odrzuca¢ catkowicie udziatu mtDNA w procesie nowotworzenia. Fakt specyficznosci
dla haplogrupy nie dyskwalifikuje potencjalnej patogennosci odkrytej mutacji [146, 163].
Obecnie wydaje sig, iz nalezy zwrdci¢ uwage na mozliwos$¢ wystegpowania dziedzicz-
nych czynnikéw predysponujacych do rozwoju nowotworu w postaci wiasnie polimor-
fizméw mitochondrialnych. Pierwsze badania wskazuja, iz niektore polimorfizmy
mtDNA moga by¢ kandydatami na markery nowotwordéw [179, 181]. Proponuje si¢
takze, iz mozliwy bedzie szybki rozwoj pewnego nurtu poszukujacego zwiazku migdzy
przynaleznoscia do mitochondrialnych haplogrup a fenotypem [1].

Czg$¢ zmian sekwencji mtDNA, czyli mutacji, ktore nastapily w czasie wyodreb-
niania si¢ haplogrup, doprowadzito do zmiany w sekwencji genow takiej, iz zmieniona
jest sekwencja aminokwaséw w ich produktach biatkowych — sa to mutacje niesyno-
nimiczne (ang. missense mutations, nonsynonymous mutations). W zwiazku z tym
obecnie uznaje si¢, iz zmiany sekwencji zwigzane z haplogrupami podobnie jak mutacje
w genomie jadrowym wg kryterium funkcjonalnosci mozna podzieli¢ na cztery kategorie:
1) mutacje utraty funkcji (ang. loss-of-function mutations), 2) mutacje uzyskania
funkcji (ang. gain-of-function mutations), 3) mutacje o efekcie dominujacym ujemnym
(ang. dominant negative mutations, in. antimorphic mutations), 4) rewersje (ang.
back mutation, in. reversion). W konsekwencji zmian sekwencji gendw i ich
produktow biatkowych moze dochodzi¢ do zmian istotnych dla funkcji komorki i catego
organizmu. Zgodnie z kryterium wplywu na dostosowanie organizmu (ang. fitness)
mozna klasyfikowa¢ jako: 1) obojetne (ang. neutral mutation), 2) szkodliwe (ang.
harmful mutation, deleterious mutation), 3) adaptacyjne (ang. beneficial mutation,
advantageous mutation), 4) o funkcji zaleznej od kontekstu.

Przykladem patogennosci zmian specyficznych dla haplogrupy jest m.in. nasilona
ekspresja objawow LHON u osobnikéw z haplogrup J i M [59,68] oraz podwyzszone
ryzyko zachorowania na chorobe Parkinsona u os6b z haplogrup U i H [72] Iub
szybki rozwoj retinopatii cukrzycowej i choroby niedokrwiennej serca u oséb z
haplogrupy T [77]. Polimorfizmy specyficzne dla haplogrup moga takze petnié¢
funkcje ochronne w stosunku do ich nosicieli, tak jak w przypadku haplogrupy N9b,
ktéra stanowi czymnik ochronny przed rozwojem zespotu X [154] i zawalu serca
[115], a takze haplogrupy H1 chroniacej przed udarem niedokrwiennym [134].

Przenoszac wyniki badan epidemiologicznych nad wymienionymi chorobami mozna
przypuszczaé¢ iz polimorfizmy mtDNA moga wywiera¢c wplyw na procesy
fizjologiczne komorki i transformacj¢ nowotworowa. Wydaje sie, iz nie mozna
wykluczy¢ roli polimorfizméw specyficznych dla haplogrup jako czynnikéw
predysponujacych do rozwoju nowotworow lub przed nimi chroniacych. Hipoteze
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taka wspieraja dane biochemiczne pokazujace, iz w komdrkach osob haplogrupy J
powstaje mniej wolnych rodnikéw niz w komdrkach innych haplogrup [100] oraz
badania molekularne pokazujace, iz polimorfizm — C295T — typowy dla haplogrupy
J zwieksza wiazanie czynnika TFAM (ang. mitochondrial transcription factor A),
a co za tym ulatwia replikacj¢ mtDNA [146]. Ponadto pokazano, iz osoby z réznych
haplogrup wykazuja odmienng kinetyke fatldowania i skfadania podjednostek tancucha
oddechowego [122]. Wydaje si¢ zatem, iz hipoteza polimorfizmow specyficznych
dla haplogrup jako czynnikéw modyfikujacych ryzyko rozwoju nowotworu wydaje
si¢ uzasadniona (ryc. 1).

Polimorfizm mtDNA
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RYCINA 1. Rola polimorfizméw genomu mitochondrialnego w zyciu komorki
FIGURE 1. The role of mitochondrial polymorphisms in cell life

D. Choroby mitochondrialne

Termin ,,choroba mitochondrialna™ stosowany jest w odniesieniu do dysfunkcji
fancucha oddechowego i zostal wprowadzony do opisu patologii cztowieka na
przetomie lat 60. i 70. XX wieku chociaz pierwsza chorobe mitochondrialng
rozpoznano w 1962 roku [96]. Stanowilo to rewolucje w diagnostyce i genetyce
klinicznej. Pierwsze delecje i mutacje punktowe mtDNA powodujace choroby zwane
pbézniej mitochondrialnymi opisano w 1988 roku [166]. Do dzi$ opisanych zostato
ponad 100 rearanzacji (delecji i duplikacji) i ponad 50 mutacji punktowych mtDNA
w wielu jednostkach chorobowych [18, 25]. Przeprowadzona ostatnio metaanaliza
sugeruje, ze sumarycznie choroby mitochondrialne moga wystepowac z czgstoscia
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raz na 5000 osob, a jedna na 200 oséb jest bezobjawowym nosicielem potencjalnie
patogennych mutacji [29].

U podstawy choréb mitochondrialnych leza zaburzenia funkcjonowania i biogenezy
sktadnikow fancucha oddechowego. Mutacje mtDNA kodujacego biatka tancucha
transportu elektrondw przyczyniaja si¢ przede wszystkim do zaburzenia konformacji bialek,
ich nieprawidlowego zwijania oraz niewlasciwego sktadania catego tancucha OXPHOS.
Z powodu zaburzen w biogenezie mitochondriéw zaburzony jest przeplyw elektrondw i
rozprzeganiu ulega potencijat blonowy oraz wzrasta produkcja wolnych rodnikow — ROS
(ang. reactive oxygen species) [124, 140]. Ma to istotne znaczenie dla metabolizmu
komorki, poniewaz integralnos¢ tancucha transportu elektronéw i jej miara, jaka jest
wydajnos¢ fosforylacji oksydacyjnej decyduja o stanie energetycznym komorki. Stan
energetyczny komorki z kolei stanowi klucz do regulacji ekspresji genow w odpowiedzi
na biezace zapotrzebowanie komodrki w kontekscie zmian w jej srodowisku, a wiec w
tkance czy calym organizmie. Utrzymanie metabolizmu na wysokim poziomie jest konieczne
dla wszelkich procesow energochtonnych, takich jak: replikacja, transkrypcja, translacja
czy naprawa DNA. Z drugiej strony to przeciez odpowiednia ekspresja genéw odpowiada
za modulacje przemian energetycznych. Oczywiste staje si¢ zatem, iz nieprawidlowo
przebiegajace procesy w mitochondrium, ktore stanowia element sieci zaleznosci
wewnatrzkomdrkowych, moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju patologii [45, 64].

Objawy chordb mitochondrialnych sa bardzo zrdznicowane i obejmuja postepujace
zmiany w mozgu, migsniach, gruczotach wydzielania wewnetrznego, narzadach zmystu.
Zmiany te sa heterogenne i wielosystemowe, co znaczaco utrudnia ich rozpoznanie i
nazewnictwo. Charakterystyczna cechg choréb mitochondrialnych jest czgsto odmienny
obraz kliniczny przy identycznym defekcie genetycznym, ktory to zalezny jest od roznic
w proporcjach zmutowanego mtDNA do mtDNA prawidlowego (heteroplazmia) i tkanki,
ktorej ten defekt dotyczy. Do schorzen wywolanych punktowymi mutacjami mtDNA
zaliczamy m.in. padaczke miokloniczng z wystepowaniem ,,wldkien szmatowatych” w
miesniach — MERRF (ang. myoclonic epilepsy and ragged red fibres), zespot z
miopatia mitochondrialng z encefalopatia, kwasica mleczanows i incydentami udaro-
podobnymi — MELAS (ang. mitochondrial myopathy, encephalopathy, lactic
acidosis, stroke-like episodes), dziedziczna neuropati¢ nerwu wzrokowego Lebera —
LHON (ang. Leber's hereditary optic neuropathy), oraz neurogenng miopati¢ z ataksja
i zwyrodnieniem barwnikowym siatkowki — NARP (ang. neurogenic myopathy,
ataxia, retinitis pigmentosa). Schorzeniami zwigzanymi z delecjami mtDNA sa m.in.
zespol Kearnsa-Sayre'a (KSS), zespol postgpujacej zewnetrznej oftalmoplegii z
oslabieniem migs$ni proksymalnych — PEO (ang. progressive external ophtal-
mophlegia), réwniez w postaci przewleklej — CPEO (ang. chronic progressive
external ophtalmoplegia), a takze zespol mitochondrialnej encefalomiopatii
dotyczacej ukladu nerwowego, zotadka i jelit — MNGIE (ang. mitochondrial
neurogastrointestinal encephalomyopathy syndrome) oraz zespo6t szpikowo-
trzustkowy Pearsona [10, 45, 99, 113].
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2. NOWOTWORY JAKO CHOROBY MITOCHONDRIALNE

Mitochondria od dawna podejrzewano o wspoétudzial w karcynogenezie. Na
poczatku XX wieku Otto Warburg rozpoczat badania nad zmianami w oddychaniu
komérkowym w komorkach nowotworowych (ryc. 3). Opisal on woéwcezas
,»uszkodzenie oddychania tlenowego™ jako ceche charakterystyczng tych komorek.
Podkreslal on tez fakt, iz komorki nowotworowe w poréwnaniu z prawidtowymi
komodrkami musza charakteryzowaé si¢ unikalnym stanem metabolicznym [171]. W
czasach Warburga przyczyna takich zmian metabolicznych pozostawata nieznana.
W ciagu ostatnich lat opublikowano szereg prac, ktdre wskazuja, ze mutacje zarowno
w genomie jadrowym, jak i mitochondrialnym oraz zwiazane z nimi zmiany ekspresji
genow odpowiedzialne sg za powstanie specyficznego profilu metabolicznego komorek
nowotworowych [23, 63].

Pierwsze doniesienia o zwiazku mutacji genomu mitochondrialnego z wystgpo-
waniem chorob nowotworowych pojawily si¢ w latach 60. XX wieku. Jedne z
pionierskich badan przeprowadzone przez D.A. Claytona i J. Vinograda wykazano
pozytywna korelacje miedzy dtugoscia mtDNA a wystepowaniem biataczek o ciezkim
przebiegu klinicznym [27]. Od tamtej pory wykazano udzial w procesie transformacji
komorkowej licznych polimorfizmoéw [16], mutacji punktowych [17] i delecji [42],
co za tym idzie takze nadprodukcje ROS [162], zmiang ekspresji genow [48] i w
koncu zmieniong liczbg kopii mtDNA w komorkach raka [83] (ryc. 2).

Dla procesu onkogenezy istotne znaczenie ma niestabilnos¢ mitochondrialnych
sekwencji mikrosatelitarnych — mtMSI (ang. mitochondrial satellite instability),
bedaca przyczyna powstania catego spektrum polimorfizméow zwiazanych z nowo-
tworzeniem, a takze mutacji somatycznych powstajacych w trakcie ewolucji
klonalnej. Kolejnym zjawiskiem przyczyniajacym si¢ do rozwoju nowotworu jest
najprawdo-podobniej niestabilno$¢ genomu mitochondrialnego — mtGI (ang.
mitochondrial genome instability) [14]. Nalezy tu zauwazy¢, ze czegsto$¢ pow-
stawania mutacji w mtDNA jest 100 razy wyzsza niz w genomie jadrowym.
Zjawisko to mozna wyjasni¢ kilkoma czynnikami. Po pierwsze mtDNA jest
zlokalizowany w macierzy mitochondrialnej, a wigc znajduje si¢ w bliskim
sasiedztwie tancucha transportu elektronow, gdzie powstaja ROS mogace je
uszkadza¢, tym bardziej ze brak jest ochronnego dziatania biatek histonowych na
mtDNA. Ponadto mitochondria maja tylko ograniczone mozliwosci naprawcze
swego genomu, gdyz podjednostka polimerazy Pol ma tylko aktywnos¢ 3'-5'-
egzonukleazowa [12, 47]. Ponadto przyczyn zmiennosci w mtDNA nalezy
upatrywac¢ w efekcie poslizgu Pol przy replikacji mtDNA (mini-insercje 1/7000
pz), blteddéw poslizgu polimerazy — SSM (ang. slipped strand mispairing) oraz
bltedéw naprawy niedopasowanych nukleotydow — MMR (ang. malfunction of
mismatch repair) [12, 14]. Wszystkie te czynniki wpltywaja na powstawanie zmian
w genomie mitochondrialnym, i to zarbwno w czasie onto-, jak i onkogenezy.
Wigkszos¢ polimorfizmow i mutacji mtDNA to tranzycje T do C lub G do A
(charakterystyczny biad Pol) [14, 71].
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RYCINA 2. Uszkodzenia genomu mitochondrialnego w komorkach nowotworowych
FIGURE 2. . Mitochondrial genome disruption in cancer cells

Na podstawie wielu prac mozna takze zaproponowac¢ model kancerogenezy
zwiazanej ze zmianami w mitochondrialnych genach, gdzie polimorfizmy przez wptyw
na strukture bialek tancucha fosforylacji oksydacyjnej zmieniajg przebieg procesow
komérkowych (OXPHOS, apoptoza, proliferacja komorki) i modyfikuja podatnosé
komorki na transformacje nowotworowa [17, 31, 32, 38, 41, 76, 129]. Przyktadem
popierajacymi te hipoteze moze by¢ zmiana w genach ND-T10970C [Trp — Arg]
w ND4 i G10176A [Gly = Ser] w ND3, ktére wraz ze zmianami T8696C [Met
-Thr], T9070G [Ser - Ala] w ATP-6, oraz A2905G w 16S rRNA i G6267A [Ala
-> Thr] w COI, sa czynnikami opornosci na staurosporyn¢ (STS) [110]. STS to
chemioterapeutyk — proapoptotyk dziatajacy poprzez uwolnienie cytochromu c z
mitochondrium. Komérki z opisanym powyzej genotypem charakteryzuje opornosé
na apoptoze indukowana STS. Nie dochodzi w nich do fragmentacji nDNA oraz
uwolnienia cyt c. Podobnie brak jest efektu proapoptotycznego SFU (5-fluorouracyl)
i CDDP (cisplatyna). Tendencja ta jest notowana zardwno w modelach in vitro,
jak i in vivo u myszy bezgrasiczych [110]. Z kolei Kulawiec i wsp. pokazata, iz
dla polimorfizmow A12308G oraz G12372A w liniach raka sutka MDA-MB-435 [80]
rézna jest efektywnos¢ wykorzystania kodonoéw (CTA) vs (CTG) w genie ND5
podczas jego transkrypcji. Co za tym idzie, taka réznica moze wptywaé na predkosé
faldowania bialka, jak wczesniej pokazano [172]. Udowodniono bowiem, iz
wykorzystanie kodonéw w biatkach (takze mitochondrialnych) podlegato selekcji w
procesie ewolucji, a nie bylo wynikiem dryfu genetycznego [178]. Kinetyka procesu
transkrypcji i zachodzacej z nia réwnoczesnie translacji moze mie¢ pierwszoplanowe
znaczenie dla wlasciwego zwijania biatka i uksztattowania sie jego ostatecznej
konformacji [52, 79]. Zmiany sekwencji mtDNA moga zatem wplywaé na jego
ekspresje [155]. Zaburzona ekspresja gendw mitochondrialnych jest takze czynnikiem
predysponujacym do rozwoju choroby nowotworowej [46, 48, 55].
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RYCINA 3. Metody badania uszkodzenia genomu mitochondrialnego w komérkach nowotworowych
FIGURE 3. Methods of analysis of mitochondrial genome disruption in cancer cells

Czynnikami posredniczacymi w mutagenezie mtDNA sa najprawdopodobniej ROS
i jak dotychczas silnie sugerowany jest ich udzial w inicjacji i promocji onkogenezy
zaleznej od mitochondriow [56, 62]. Powstajace wtdrnie mutacje mtDNA moga
uruchamia¢ kaskade¢ zdarzen prowadzaca do zwigkszonej produkcji ROS, powstaje
w ten sposdb sprzezenie zwrotne dodatnie stresu oksydacyjnego, ktory aktywuje
pro-proliferacyjne kaskady przekazywania sygnatu i w efekcie promuje powstawanie
nowotwordéw [123]. Preferencyjnie uszkadzana jest petla D ze wzgledu na swoja
strukture trojniciowa [123, 133].

A. Mutacje i polimorfizmy petli D jako przyktad zaburzenia onkogennego

Petla D to rejon mtDNA potozony migdzy genem tRNA prolinowym a tRNA
fenyloalaninowym, (NT: 16024-576). Region ten byt opisany jako wysoce polimor-
ficzny (mutation hot spot) w komorkach nowotworowych, jesli idzie zardwno o
liczbe polimorfizmdw, jak i mutacji somatycznych [144]. Petla D zawiera ponadto
dwa regiony hiperzmienne: HV1 (nukleotydy 16024—16383) oraz HV2 (nukleotydy
57-372). Zmiany sekwencji odnotowane w petli D to przede wszystkim polimorfizmy
ciagow mononukleotydowych, w tym gtéwnie ciagdw poli-C w pozycjach 303-309.
Kolejne delecje i insercje odnotowane do tej pory w komoérkach nowotworowych
zlokalizowane byly w sekwencjach mikrosatelitarnych (gtéwnie jako powtorzenia
dwunukleotydowe) [22, 138]. Mutacje i polimorfizmy petli D opisano do tej pory w
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raku zotadka [150], sutka [133], przetyku [153], w glejaku wielopostaciowym [73],
nowotworach jajnika [91], zmianach PIN (ang. Prostate Intraepithelial Neoplasia)
i raku gruczotu krokowego [22, 66], raku pluca oraz nowotworach glowy i szyi [138],
raku watrobowokomoérkowym [117], czerniaku [44], gruczolakoraku blony sluzowej
macicy [94], inwazyjnej ciazowej chorobie trofoblastycznej (tj. nabtoniaku kosmow-
kowym, kosméwczaku) [26], raku tarczycy [156], raku jasnokomorkowym nerki
[107], a takze w raku pecherza moczowego [17, 51]. Ze wzgledu na bardzo czgste
wystgpowanie polimorfizmdw tego regionu wydaja si¢ one by¢ dobrymi kandydatami
na markery nowotworowe [168].

W tym miejscu nalezy podkresli¢, iz petla-D koduje sekwencje konieczne dla
replikacji i transkrypcji mtDNA. Z tego wzgledu zmiany w tym obszarze
(polimorfizmy) moga wptywaé na zmiang efektywnosci replikacji mtDNA przez
modyfikacje sity wigzania czynnikow transkrypcyjnych i aktywatorow (ang. trans-
activating factors) [121]. Zgodnie z zalozeniami hipotetycznymi zaréwno zwiekszona,
jak 1 obnizong wydajnos¢ replikacji mtDNA zaobserwowano w kilku typach
nowotwordw [83, 84, 87]. Ponadto w kilku przypadkach wykazano, iz zmniejszona
liczba kopii mtDNA koreluje z przebiegiem choroby [143] i moze by¢ potencjalnie
wykorzystana jako wskaznik predykcyjny w klinice.

Intensywne badania nad rola mtDNA w onkogenezie prowadzono na przyktadzie
raka sutka (BC). Badania te wykazaly, iz w populacji pacjentek z rakiem sutka
wystepuje niestabilnos¢ sekwencji mikrosatelitarnych (mtMSI), ktorym towarzyszy
obecnos¢ jednej lub wigcej mutacji punktowych u 29% [169] do 93% pacjentek
[183]. W wielu pracach wskazywano na ciag mononukleotydowy D310 jako wysoce
polimorficzne locus podlegajace takze preferencyjnie mutacjom (ang. mutation 'hot-
spot") [31, 32, 41, 181]. Analiz¢ rozktadu mutacji i polimorfizméw w populacjach
pacjentek z rakiem sutka przeprowadzono gtéwnie w Chinach i Tajwanie [151, 157,
158], w Indiach [13, 53] oraz u Afro-amerykanek [20, 109], a populacja Europejska
— Kaukaska nie byta poddana takiemu screeningowi populacyjnemu [17, 31, 32, 129].
Ostatnio opublikowane badanie pozwolito na ustalenie wzorca 63 polimorfizmow
obecnych u pacjentek BC. Wsréd polimorfizmow tych sa zarowno polimorfizmy
niedoreprezentowane w kohorcie BC w poroéwnaniu z populacja zdrowych na $wiecie
[60], takie jak: A73G, C150T, C16223T, T16159C, T16362C czy T16183C, T16189C;
a takze polimorfizmy czgste u pacjentek BC, a rzadko opisywane wczesniej: T239C,
A263G, czy C16207T. Z badania tego wynika, iz w sporadycznym BC to genotyp
10398G/73G/150T/16223T/16159C/16362C/16183C i/lub 16189C moze zwigkszaé
ryzyko rozwoju raka sutka, a 10398A/239C/263G, i/lub C16207T je redukowac [34,
37, 38]. Wydaje sig, iz przynajmniej niektore z opisanych polimorfizméw moga by¢
specyficzne dla BC i stanowi¢ czynniki predysponujace do rozwoju tej choroby. Jako
szczegblnie wazny mozna uznaé A263G, ktéry zostat takze opisany przez Yu i wsp.
jako czesty u pacjentek BC w Chinach [181]. U pacjentek z rodzinnie wystepujacym
rakiem sutka wskazano, iz odziedziczenie genotypu G9055A i/lub A10398G/T16519C
zwigksza ryzyko rozwoju raka, podczas gdy genotyp T3197C/G13708A je redukuje
[5, 129]. Niemniej jednak nie wykazano korelacji pomigdzy zmianami w mtDNA,
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liczba kopii mtDNA a charakterystyka histopatologiczna guzow czy stopniem
zaawansowania choroby w chwili wykrycia [129, 169]. W badaniu Yacoubi-Loueslati
i wsp. wskazano jednakze, iz genotyp 309(+C) 315(+C) wykazuje negatywna
korelacje z obecnoscia przerzutdow do weztéw chlonnych u pacjentek BC [177].
Otwarte pozostaje pytanie o znaczenie funkcjonalne zmian w petli D dla
transformacji nowotworowej komoérki. Uwaza sie, ze mutacje i polimorfizmy w tym
rejonie mtDNA wptywaja na funkcje¢ mitochondriow [51]. Wydaje sig, iz zmiany w
genomie mitochondrialnym powstaja niezaleznie od zmian w genomie jadrowym. W
raku jelita grubego wykazano brak korelacji niestabilnosci ciagu D310 z niestabil-
noscig sekwencji mikrosatelitarnych w DNA jadrowym i zasugerowano, iz rozny
jest mechanizm powstawania zmian mtDNA i nDNA [54]. Podobny brak korelacji
miedzy zmianami nDNA i mtDNA wykazano w przypadku raka sutka oraz nerki
[57]. Wykazano natomiast wspotwystepowanie mutacji w petli D z delecjami regionu
kodujacego mtDNA, w tym z duza delecja A4977 (ang. common deletion) [105].

B. Konsekwencje patofizjologiczne mutacji i polimorfizméw w petli D

Mutacje w petli D koreluja ze zmniejszeniem liczby czasteczek mtDNA w
komorce. W grupie chorych z rakiem watroby, u ktorych odnotowano mutacje w
petli D liczba kopii mtDNA byta nizsza niz u chorych bez tych mutacji. Liczba kopii
byla tym nizsza, im mutacje zlokalizowane byly blizej miejsca startu replikacji nici
H. Niemniej jednak odnotowano takze przypadki pacjentow ze zmniejszona iloscia
mtDNA, u ktorych mutacje petli D nie wystgpowaly, dlatego przyjeto, iz mutacje
mtDNA nie sa czynnikami wystarczajacymi i jedynymi do zaburzenia replikacji
mtDNA [83]. Zaleznosci te zostaly pdzniej potwierdzone w komoérkach raka sutka,
zotadka, pluca i jelita grubego [84]. U pacjentek z rakiem sutka, ktore maja mutacje
w petli D mtDNA, w ciagach poli-C lub w poblizu miejsca poczatku replikacji, liczba
kopii mtDNA jest znaczaco obnizona [182]. Ponadto w komorkach raka watroby,
w ktoérych obecne sa mutacje w petli D, poziom ROS byl wyzszy niz w tych, w
ktérych mutacji w petli D nie odnotowano [58]. Na modelu komérkowym raka jelita
grubego wykazano, iz hybryda z mtDNA komorek raka (SW480) po wprowadzeniu
do linii mysich zarodkowych fibroblastéw (NIH3T3) ma fenotyp nowotworowy
(uniesmiertelnienie). Manipulacja ta przyczynila si¢ do nasilenia podziatéw komor-
kowych nowopowstatej linii mtNIH3T3, ktéra nie wykazywata apoptozy [86].

Analizujac potencjalne znaczenie funkcjonalne opisanych polimorfizméw szcze-
gdlnie istotne wydaje sie, iz wysoce polimorficzna sekwencja petli D z locus 303—
315 lokalizuje si¢ w bloku konserwowanej sekwencji — CBSII (ang. conserved
sequence block II) i jest obszarem wigzania startera replikacji. Jakkolwiek trudno
jest wyrokowaé o dlugofalowych skutkach mtMSI, wiadome jest, iz efektywnosc
replikacji jest zalezna od dlugosci traktu poli-C, w efekcie udzialu CSB II w starcie
replikacji. Ciezka ni¢ CBSII tworzy przejsciowa hybryde RNA-DNA, ktora stuzy
do startu replikacji. Utworzenie hybrydy RNA-DNA jest zalezne od proporcji par
GC w sekwencji CSB II. Co interesujace efektywnos¢ tworzenia tej hybrydy RNA-
DNA jest zalezna od sekwencji potozonej 5' do rejonu tworzenia hybrydy, wlaczajac
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w to element CSB III [176]. Ponadto transkrypcja mtDNA, ktéra jest konieczna
do wytworzenia startera RNA wykorzystywanego w inicjacji syntezy nici cigzkiej
mtDNA, jest krytycznie zalezna od sekwencji CSB II [168]. Przedwczesna termi-
nacja transkrypcji zachodzi, jesli okreslone polimorfizmy mtMSI znajduja si¢ w
pozycjach 300-282 i moze by¢ calkowicie zahamowana w wypadku mutacji w
pozycjach 319-289. W przeciwienstwie do tego mutacje w pozycjach 304-300 maja
drastycznie zahamowang terminacje transkrypcji [127]. Ponadto analiza mutacji i
polimorfizmow w sekwencjach otaczajacych pozycje 303 ujawnita skomplikowany i
zalezny od kontekstu (od sasiadujacych sekwencji) przebieg mutagenezy w rejonie
HVI. Analiza Malyarchuk i wsp. wskazuje iz mutageneza zwiazana z przejsciowa
dyslokacja (ang. tramsient misalignment dislocation mutagenesis) to mechanizm
odpowiedzialny za powstawanie substytucji nukleotydowych w obrgbie traktow
mononukleotydowych [98].

Z kolei inna wysoce polimorficzna pozycja petli — 16189 byla od dawna w
centrum zainteresowania badan onkologicznych [35, 37, 75]. Kobiety dziedziczace
po matce polimorfizm T do C w locus 16189 wydaja si¢ bardziej podatne na rozwdj
raka sutka oraz nerwiaka zwojowego. 16189C jest wielokrotnie czesciej identyfiko-
wany u pacjentek z rakiem, podczas gdy 16189T u osob zdrowych [169]. Co
ciekawe w perspektywie obecnego badania grupa Liu i in. opisala polimorfizm
16189T tylko u 14% pacjentek EC. Dodatkowo odziedziczenie tego polimorfizmu
16189C zwiceksza ryzyko rozwoju cukrzycy typu II, ktora to jest powszechnie
uznanym czynnikiem etiologicznym raka sutka i gruczolakoraka endometrium [24,
93]. W badaniu obejmujacym szerokim wachlarzem wiele typow rakow ginekologicz-
nych delecje lub insercje traktu poli-C byty we wszystkich przypadkach skorelowane
z dziedzicznymi tranzycjami 16189 T do C. Eliminacja T i jej zamiana w C powoduje
powstanie dtugiego traktu poli-C, ktéry najprawdopodobniej zwigksza niestabilnosci
genomu mitochondrialnego. Empirycznie wykazano, iz trakt ten jest obszarem
wysoko zmiennym sekwencji mikrosatelitarnej mtMSI (C)7-14 [168]. Ponadto,
nukleotydy 16184—16193 sa zlokalizowane na koncu 3' sekwencji zwiazanej z
terminacja — TAS (ang. fermination-associated sequence) 1 miejscem wiazania
7S DNA, ktére to reguluje biosynteze mtDNA [49].

C. Implikacje kliniczne mutacji w petli D

W badaniach dotychczas przeprowadzonych zasugerowano korelacje pomiedzy
mutacjami w petli D a parametrami klinicznymi. Korelacje pomigdzy mutacjami a
typem histologicznym opisano w przypadku raka watroby (HCC). Srednia liczba
mutacji w petli D w raku dobrze zréznicowanym wyniosta 1,7, podczas gdy w
przypadku raka srednio odréznicowanego 4,5, a w raku niezréznicowanym 4,6 [149].
Podobnie liczba mutacji w petli D przypadajacych na czasteczke mtDNA byla wyzsza
dla bardziej zaawansowanych przypadkow raka zotadka, ptuca i jelita grubego [84].
Liczba tych mutacji korelowala takze z przerzutami (cecha M w TNM). W
przypadkach dwustronnych przerzutéw do weziéw w raku jajnika identyczne
warianty sekwencyjne znajdowane byly w guzie pierwotnym i w ogniskach
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przerzutowych [159]. Mutacje w petli D opisano takze jako typowe dla wezlowej i
przerzutowej postaci czerniaka [130]. Ponadto u pacjentow z rakiem trzustki allel
T w pozycji 16519 koreluje z miejscowo zaawansowang postacia choroby w chwili
wykrycia oraz krétszym czasem przezycia chorych od chwili postawienia rozpozna-
nia. Uwaza sie, ze allel ten jest ponadto czynnikiem predysponujacym do rozwoju
cukrzycy w przebiegu choroby; nalezy dodaé, ze wystapienie cukrzycy jest
niepomyslnym czynnikiem rokowniczym u chorych z rakiem trzustki [112].
Powstawanie mutacji w petli D moze by¢ zwiazane z ekspozycja na dym
papierosowy. W przypadku raka jamy ustnej silnie zmienne sa pozycje 146, 152 i
186. Mutacje w tych pozycjach nukleotydowych pojawiaja sie przede wszystkim u
palaczy plci meskiej [132]. U pacjentow z nowotworami glowy i szyi mutacje petli
D sa typowe dla raka gardla dolnego, zwlaszcza u oséb palacych. Nie ma jednak
korelacji z przebiegiem klinicznym i/lub odpowiedzia na leczenie a mutacjami petli
D. Nalezy jednak pamigtac, ze rokowanie u pacjentéw z rakiem gardta dolnego jest
generalnie zte [88]. Obecnos¢ mutacji tego regionu mtDNA koreluje takze z
niepomyslnym rokowaniem i staba odpowiedzig na leczenie 5-fluorouracylem (5FU)
u pacjentéw z rakiem jelita grubego w Il stopniu zaawansowania klinicznego. Po
uwzglednieniu wieku i stopnia zaawansowania klinicznego ryzyko wzgledne zgonu
u pacjentow z mutacjami w petli D jest 1,4 razy wyzsze niz u pacjentdOw nie
wykazujacych wystepowania mutacji [89].

Nie tylko posta¢ sporadyczna nowotwordw, ale rowniez ich posta¢ rodzinna
zostata skorelowana z obecnoscia zmian w petli D. Polimorfizmy ciagu D310 oraz
w loci 263, 489, 522, i 527 okazaly si¢ czeste w rodzinach obcigzonych rakiem. Yu
i wsp. zaproponowali wykorzystanie polimorfizméw D310 jako markera diagnostycz-
nego w wykrywaniu i diagnostyce wczesnych postaci raka [181]. W kolejnym
badaniu grupy chinskiej u pacjentéw z postacig raka sutka majacych mutacje
somatyczne w petli D (poréwnanie: tkanka raka - tkanka zdrowa tej samej osoby)
nizsza byla liczba kopii mtDNA oraz pézniejszy $redni wiek wystapienia choroby
(wiekszy lub rowny 50), a takze wyzszy stopien zaawansowania choroby w chwili
wykrycia. Krzywe przezycia Kaplan-Meiera oraz test Mantel-Cox (czyli test log-
rank) wskazuja, ze pacjenci z obnizong liczba kopii mtDNA maja krotszy oczekiwany
czas przezycia [182]. W kolejnym badaniu chorych na sporadycznego raka sutka
wykazano, iz mutacje petli D koreluja z pdzniejszym wiekiem zachorowania (=50
lat) i brakiem ekspresji receptorow dla estrogenu (ER) i progesteronu (PR). Pacjentki
te maja takze krotszy oczekiwany czas przezycia, jak wskazuje analiza Kaplan-
Meier. Wieloczynnikowa analiza regresji wykazata, iz mutacje w petli D sg zatem
niezaleznymi czynnikami prognostycznymi w populacji z rakiem sutka [157].

D. Uwarunkowania metodologiczne analizy mtDNA

Wyboér sekwencji referencyjnej. Aby wykaza¢ obecnos¢ mutacji somatycznych,
konieczne jest poréwnanie sekwencji mtDNA z guza z wybrana sekwencja
referencyjna. Sekwencja z tkanki nowotworowej powinna zosta¢ poréwnana z
sekwencja tkanki zdrowej od tej samej osoby, a najlepiej tkanki o tym samym
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pochodzeniu w organogenezie (przykladowo dla raka sutka powinna to by¢ tkanka
zdrowego nabtonka przewodow mlekowych; dla raka watroby — zdrowe hepatocyty)
[42, 83]. Jesli w analizie mutacji somatycznych wykonywane jest wylacznie porownanie
sekwencji z guza z rCRS, badanie takie nie opisuje mutacji wystepujacej u danej osoby,
tak jak stato si¢ w przypadku badania guzow watroby przez Nishikawa i wsp. [116]
czy raka sutka przez Kulawiec i wsp. [80]. Samo poréwnanie sekwencji z tkanki
nowotworowej z rCRS nie jest informatywne. Dla opisu polimorfizméw w grupie
chorych konieczne jest stwierdzenie braku réznic miedzy tkanka raka a tkanka zdrowa
u kazdego z badanych z osobna. Przy poréwnywaniu z rCRS warto pamigtaé takze,
iz sekwencja rCRS nalezy do haplogrupy H2 i charakteryzuje ja zestaw specyficznych
dla niej polimorfizméw. Ponadto sekwencja pochodzi z komorek Hela (rak szyjki
macicy), wiec nie jest to sekwencja tkanki zdrowej [50]. Porownywanie sekwencji z
guza z sekwencja rCRS jak m.in. w analizie Sharma i wsp. [139] lub zdrowych
ochotnikéw [181] nie wskazuje na wystgpowanie mutacji. Podobnie nie wskazuje
porownanie dokonane przez Chen i wsp., ktorzy zestawili sekwencje z guza z
sekwencja zmiany przedrakowej [22]. Niewlasciwa tkanka referencyjna, jaka
stosowano w pracy Prior i wsp. [132], wydaja si¢ tez wezly chlonne, gdyz istnieje
mozliwos¢ obecnosci mikroprzerzutéw, niewykrywalnych klasycznymi metodami
histologicznymi [70], a wigc nie mozna ustali¢, czy porownanie dotyczy sekwencji z
tkanki zdrowej czy z nowotworu.

Dla opisania réznic migdzy tkanka zdrowa pobrang od pacjenta z nowotworem
a sekwencja rCRS stosowane powinno by¢ okreslenie polimorfizmu, tak jak to
przeprowadzili m.in. w badaniu Wong i wsp. [174]. Alternatywnie w literaturze
wykorzystywane jest okreslenie wariant sekwencyjny. Okreslenia tego uzywa sie
takze dla opisania réznic migdzy sekwencjami z grupy zdrowych i chorych (uwaga,
musza by¢ dobrane pod wzgledem haplogrup) lub réznic miedzy grupami chorych z
rdéznymi rozpoznaniami [180].

Wybér tkanki referencyjnej. Najczesciej wybierana tkanka referencyjng i
zrédlem DNA jest krew petna pacjenta oraz izolowane z niej DNA limfocytéw [139,
161], jednak w obliczu rozsiewu komodrek nowotworowych droga krwi (przerzuty
droga krwiono$na) analiza DNA z krwi wydaje si¢ raczej metoda dobra do
wykrywania mikroprzerzutéw i wczesnego wykrywania raka. Guz pierwotny
rozpoczyna rozsiew, gdy sktada si¢ z okoto miliona komorek, a jest wykrywalny
klasycznymi metodami, dopiero gdy osiaga ilos¢ okoto miliarda komoérek, ma wowczas
okoto 1 em’. Techniki PCR umozliwiaja wykrywanie zmian genetycznych typowych
dla raka we krwi pacjentéw i byly z powodzeniem wykorzystywane do analizy sub-
klinicznych przerzutéw nowotworowych oraz monitorowania leczenia [119, 148].
Dotychczasowe badania udowodnily, iz krazace w krwi komodrki nowotworowe sa
wykrywalne, kiedy ilos$¢ ich jest niewielka np. kilka komorek raka na milion komérek
krwi obwodowej [78]. Mozliwe jest wykrycie we krwi obwodowej komorek
nowotworowych i PCR jest metoda wystarczajaco czulg do takiej analizy [69].

Wykorzystujac techniki oparte na PCR mozliwe jest takze wykrywanie we krwi
obwodowej mutacji genéw obecnych w komorkach raka. Zaleznos¢ taka dotyczy
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wiasciwie wszystkich ptynow ustrojowych. Udowodniono, iz u pacjentow z rakiem glowy
i szyi mutacje TP53 sa wykrywalne w $linie u 71% pacjentow (1 komorka raka na
10000 komorek normalnych ztuszczonego nablonka); dla raka pluca mutacje telomerazy
— w $linie u 32% (1/10000 komorek); dla raka ptuca aberracje mikro-satelitarne — w
slinie u 60% (1/500); dla raka pluca RAS w $linie u 100% (1/10000); dla raka pgcherza
moczowego w osadzie moczu mutacje TP53 u 100% (1/10000); dla raka trzustki mutacje
RAS w zd6lci u 100% (1/100000) [142]. Jednoczesnie nalezy pamigtac, iz mtDNA jest
fatwo wykrywany w plynach ustrojowych i jego mutacje sa 19 do 220 razy tatwiej
wykrywalne niz mutacje genéw jadrowych, np. TP53 [51]. Mozliwos¢ wykrycia zmian
obecnych w genomie mitochondrialnym w DNA izolowanym z surowicy udowodniono
na przykladzie pacjentdw z rozpoznaniem raka watroby [118].

Kolejng tkanka proponowang jako referencyjna jest tkanka marginesu chirurgicz-
nego po weryfikacji przez histopatologa jako tkanka zdrowa. Nalezy jednak pamietac,
iz wykazano juz mutacje gendw analogiczne do mutacji wystepujacych w guzie w
marginesie tkanek okreslanych makroskopowo i mikroskopowo klasycznymi
metodami jako zdrowe. Mutacje takie wykryto w marginesie raka krtani, chociaz
jedynie u 2-5% pacjentow [147]. W wypadku raka pluc opisano mutacje genow
TP53 i K-ras w 'zdrowym' marginesie — w odpowiednio 9% i 18% [65]. Mutacje
takie zostaly wskazane jako niezalezny czynnik rokowniczy wznowy miejscowej
[103]. Nalezy pamigtaé, iz mutacje wykrywane w marginesie moga pochodzi¢ z
kontaminacji tkanek marginesu przez komorki raka, ktore to zanieczyszczenia
powstaja w wyniku zabiegow chirurgicznych. Wydaje sie zatem, iz najwlasciwsze
jest analizowanie komorek raka i komoérek zdrowych po mikrodysekcji laserowe;j
[111] oraz wykorzystanie tkanki referencyjnej o tym samym pochodzeniu ontogene-
tycznym [74].

Wywiady jako podstawowe narzedzie badawcze. Podstawowe dane kliniczno-
patologiczne wykorzystywane we wszystkich badaniach aprobowanych przez WHO
obejmuja: wiek, pte¢, przebieg choroby [161], czas przezycia [121] oraz status palacza
[88]. Z tego wzgledu wydaje si¢ uzasadnione wykorzystanie i tych danych z
wywiadow w badaniach mitochondrialnych. Dodatkowo w onkologii mitochondrialnej
nasuwa si¢ analiza TNM i stopnia zaawansowania klinicznego jako czynniki
niezbedne w procesie sekcji pacjentow. Jest to zgodne z dobrze ugruntowanymi
raportami UICC/AJCC (International Union Against Cancer)/(American Joint
Committee on Cancer) pokazujacymi, iz stopien TNM w chwili postawienia
rozpoznania jest podstawowym czynnikiem rokowniczym [160]. Przykladowo raki
ptaskonablonkowe glowy i szyi maja S-letnie przezycie przy rozpoznaniu w stopniu
[ —91,0%; II — 77,2%; 1l — 61,2%; IVA — 32,4%; IVB — 25,3%, a IVC - 3,6%
[61]. Kolejnym czynnikiem wplywajacym na przebieg analizy musi by¢ klasyczny
podtyp histologiczny, gdyz wiadome jest, iz wyznacza on rozwdj choroby. Za przyktad
moze postuzy¢ rak krtani, gdzie podtyp keratynizujacy daje S-letnie przezycie u
83,3% (niski stopien zaawansowania) [101] i 48% (wysoki stopien zaawansowania)
[114], a rak brodawkowaty — 75% [145] i osteosarkoma, angiosarkoma czy
rhabdomyosarkoma <50% [167] i guzy endokrynne — 5% [30].
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Usci$lajac, nowotwory powstajace nawet w tym samym narzadzie czgstokroé
znaczaco roznia si¢ biologia. Aby zminimalizowaé heterogennos¢ badanej populacji,
konieczne jest ustalenie jasnych kryteriow selekcji pacjentoéw, ich eliminacji z badania
oraz zebranie dokladnych wywiadow. Jesli w jednym badaniu pule badanych tkanek
stanowia preparaty ze zbyt heterogennej populacji chorych, szum w obregbie zbioru
badanych osobnikéw moze by¢ wigkszy niz roéznica miedzy populacja chora a
zdrowa. Badanie takie da zatem wyniki falszywie negatywne; uniemozliwi to
okreslenie czynnika genetyczne zwiazane z rozwojem choroby, powstawaniem
przerzutow, nawrotem choroby czy czasem przezycia [82, 108]. Optymalne wydaje
si¢ dobieranie pacjentdw o tym samym TNM lub stopniu zaawansowania klinicznego,
gdyz juz klasyczne markery kliniczne wskazuja na wystgpowanie istotnych réznic
miedzy pacjentami T1-2NOMO a T1-3N1MO i T1-2N1-2M1. Z tego wzgledu wydaje
sig, iz ogniska przerzutowe sa dobrym materialem do analizy poréwnawczej i selekcji
mutacji odpowiedzialnych za bardziej agresywny fenotyp, a takze do selekcji
komorek macierzystych raka i analizy ich mutacji. Dodatkowo poza klasycznymi
czynnikami prognostycznymi (wiek, pte¢ etc.) w analizie mitochondrialnej istotne staja
si¢ parametry etnobiologiczne i demograficzne (patrz wyzej — Haplogrupy) [97, 136].
Przyktadem efektywnego badania kliniczno-molekularnego jest raport Wu i wsp.,
ktéry opisuje korelacje migdzy iloScia mtDNA a typem histologicznym raka zotadka
typu Il wg Borrmanna w przeciwienstwie do typu IV [175].

Uwzgledniajac kryteria kliniczne analizowano mtDNA w raku sutka i jak si¢ wstepnie
wydaje, istnieja specyficzne wzorce mutacji mtDNA umozliwiajace rozroznienie raka
przewodowego naciekajacego od raka przewodowego wielo-ogniskowego, raka zraziko-
wego wieloogniskowego, raka zrazikowego, raka zrazikowego in situ — LCIS
(carcinoma lobulare in situ), raka wewnatrzprzewodowego — raka przewodowego in
situ — DCIS (carcinoma intraductale in situ), czy wreszcie raka sluzowego i
niezroznicowanego [133]. Podobna analiz¢ przeprowadzono dla raka jajnika réznicujac
nowotwory nablonkowe na: surowicze, endometrialne, Sluzowe i niesklasyfikowane [169].
Wykazano, ze analiza mtDNA pozwala na odréznienie podtypow histologicznych raka
jajnika oraz pozwala na prognozowanie przebiegu choroby [2]. Przyktadem efektywnie
prowadzonego badania jest praca Lievre i wsp., gdzie wykluczono pacjentki poddane
wczesniej chemioterapii oraz co wazne i wyraznie zaznaczone, badano tylko pacjentki
z guzem pierwotnym [88].

Ponadto pomimo iz mogloby si¢ wydawa¢, ze badanie mitochondrialne dotyczy
genetyki, danymi, ktére powinny zosta¢ zebrane w wywiadach, sa przebyte i aktualne
choroby, wywiad rodzinny, stosowane leczenie, jak réwniez wywiad srodowiskowo-
spoteczny (palenie papierosow i spozycie alkoholu) [21]. Wykazano juz, iz ekspozycja
na dym papierosowy wplywa na uszkodzenia i replikacje mtDNA [88], a ekspozycja
na UV na uszkodzenia mtDNA skory [15]. W przypadku nowotwordw ukladu
oddechowego ilos¢ mtDNA koreluje z paleniem niezaleznie od wieku, plci, spozycia
alkoholu i statusu socjoekonomicznego (P<0,001) [104]. Wykazano nawet, iz proporcja
znajdowanych delecji 4977 pz w mtDNA mieszkéw wlosowych koreluje z rozwojem
nowotwordw zaleznych od palenia [90], w tym nowotworow §linianek przyusznych
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[85] i raka ptuca [43]. Podobnie etanol indukuje uszkodzenia oksydacyjne mtDNA,
co powoduje liczne mutacje i spadek ilosci mtDNA w komorce [19].

3. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Podsumowujac wydaje sig, iz mitochondria sa powigzane z procesem nowotwo-
rzenia na wigcej niz jeden sposdb, m.in. przez obecnos¢ zaburzen w szlaku fosfo-
rylacji oksydacyjnej. Pierwsze doniesienia o zmianach w metabolizmie tlenowym
komorek nowotworowych pochodza jeszcze z poczatku ubieglego stulecia (nagroda
Nobla w 1931 roku dla Otto Warburga za jego badania nad metabolizmem komorek
rakowych) [170]. Badania przeprowadzone do tej pory przez wiele niezaleznych grup
badawczych wykazaly, ze mutacje w mitochondrialnym DNA wystepowaly w wielu
typach nowotwordw, u 0séb o réoznym pochodzeniu etnicznym. Znaleziono mutacje
zarowno w niekodujacych, jak i w kodujacych fragmentach mitochondrialnego DNA
[67, 92, 106, 120, 125, 131, 151, 152, 173].

Pomimo licznych wydanych do tej pory prac dotyczacych duzej czestosci zmian
w mtDNA w nowotworach, pytanie, czy mutacje te sg istotne w procesie nowo-
tworzenia czy tez nie, wcigz pozostaje otwarte. Czg$¢ autorow sugeruje, ze
nagromadzenie mutacji w mitochondrialnym DNA jest jedynie wynikiem przypadku,
a mutacje te nie daja komérkom przewagi selekcyjnej [28]. Inni autorzy uwazaja,
ze obecno$¢ mutacji w mitochondrialnym DNA promuje rozwdj nowotworu [4, 33,
39, 41, 126]. Hipoteza ta zgodna jest z wynikami badan na myszach, gdzie komorki
nowotworowe niosgce zmutowane mtDNA dzielily si¢ szybciej i w efekcie
powodowaly powstawanie guzow o wiekszej objetosci [125, 141]. Istnieja dwie
hipotezy wyjasniajace ten efekt: 1) mutacje w mitochondrialnym DNA powoduja
zwigkszenie produkcji reaktywnych form tlenu, ktére moga by¢ przyczyna
powstawania kolejnych mutacji w DNA mitochondrialnym i jadrowym, 2) komorki
majace uszkodzony tancuch fosforylacji oksydacyjnej i uzyskujace energi¢ w drodze
glikolizy maja przewage selekcyjna w warunkach, jakie wystepuja we wnetrzu guza
(obnizona podaz tlenu) [17, 32, 39, 164]. W szczeg6lnosci wydaje sie, iz genotyp
(w tym haplotyp) mitochondrialny moze by¢ czynnikiem zaréwno predysponujacym,
jak i chroniagcym przed rozwojem nowotworu. Polimorfizmy mtDNA moga miec¢
istotne znaczenie funkcjonalne, a specyficzng role w rozwoju raka moze odgrywac
dysfunkcja tancucha transportu elektronéw. Niemniej jednak rola dziedzicznych zmian
mtDNA w patogenezie nowotworu jest ztozona, ale dzigki analizie sekwencji
mtDNA i haplotypu mozliwe wydaje si¢ wyselekcjonowanie populacji o wysokim
ryzyku rozwoju raka. Analiza mtDNA, w szczegolnosci dla aplikacji klinicznych
powinna podlega¢ Scistym rygorom metodologicznym i metodycznym.
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