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Autorzy ocenili zawartosc jadrowego
DNA w nowotworach ztosliwych i nie-
ztosliwych jamy ustnej i twarzy u 30
leczonych rutynowo chorych. Uzy-
skane wyniki, identyczne w obu ba-
danych grupach, byty zaskoczeniem,
bowiem oczekiwano zdecydowanej
przewagi histogramow aneuploidal-
nych w grupie nowotwordw ztosli-
wych. Praca potwierdza, ze ocena
zawartosci jgdrowego DNA nie moze
by¢ podstawg roznicowania ztosliwo-
Sci guza, jak i rokowania o przebiegu
choroby nowotworowe.

Stowa kluczowe: nowotwory gtowy
i szyi, ploidia DNA.

Authors evaluted the content of nuc-
lear DNA in malignant and benign tu-
mors of face and oral cavity in 30
rautinely treated cases. The results
obtained were and identical in both
groups examined, were a surprise for
as, as we expected the higher
number of aneuploidy in the group of
malignant tumors. The article con-
forms that the evaluation of the nuc-
lear DNA content can not form the
basis for differentiating the malignan-
cy of the tumor as well as the progno-
sis of the disease.

Key words: head and neck cancer,
ploidy DNA.
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WSTEP

Podstawowa wiedza o chorobie, czyli roz-
poznanie histopatologiczne, stopieri zréznico-
wania komorek i ich klasyfikacja, nie wystar-
cza juz do oceny dynamiki, a zwtaszcza ro-
kowania w chorobie nowotworowej. Problemy
zwigzane z leczeniem i prognozowaniem
przebiegu choroby kierujg uwage klinicystow
i patologéw na budowe oraz aktywnosc¢ pro-
liferacyjng badanej tkanki. Obecnie zwraca
sie réwniez uwage na ultrastrukturalne rézni-
ce budowy na poziomie cytoplazmy i jader
komodrkowych. Z doniesien wielu autorow wy-
nika, iz centralne czesci guza sg czesto le-
piej zréznicowane niz jego obrzeze, ktdre na-
ciekajgc okoliczne tkanki swiadczy o agre-
sywnym charakterze choroby [3, 4, 12].

Dla rakéw ptaskonabtonkowych dojrza-
tos¢ cytoplazmy oznacza tworzenie peret
rogowych, wystepowanie komadrek kolczy-
stych, licznych desmosomow i mostkow cy-
toplazmatycznych oraz wystepowanie bton
podstawnych pomiedzy tkankga nowotworo-
wa a jej podscieliskiem [5, 12].

Dowiedziono, iz liczba komdrek nowo-
tworowych w trakcie podziatu mitotyczne-
go jest wprost proporcjonalna do masy gu-
za. Mozliwosci badania DNA w fazach cy-
klu zyciowego pojedynczych komorek i ich
populacji, znacznie rozszerzyta wiedze
o biologii komoérek nowotworowych. Bada-
jac ilos¢ jadrowego DNA w réznych nowo-
tworach stwierdzono, iz w nowotworach
o typie G-1 przewaza diploidalna ilos¢
DNA. Natomiast w guzach o wyzszej zto-
Sliwosci G-2, G-3 zaczynajg czesciej wy-
stepowac¢ cechy aneuploidalno-poliplo-
idalne. Stanowi to podstawe stwierdzenia,
ze guzy aneuploidalne znacznie gorzej ro-
kujg [1, 10, 13, 15, 16]. Jednak inni auto-
rzy uwazajg, iz nie ma prostej zaleznosci
miedzy ploidig DNA a agresywnoscig no-
wotworu [2, 3, 7]. Postanowiono przebadac¢
wiec grupe nowotworéw nieztosliwych dla
wykazania w nich ilosci jadrowego DNA
i poréwnania z zawartosciag DNA w nowo-
tworach ztosliwych.

MATERIAL | METODA

Badania wykonano u 30 chorych, ruty-
nowo leczonych w Klinice Chirurgii Szcze-

kowo-Twarzowej Akademii Medycznej w Po-

znaniu, obojga ptci, w wieku od 35 do 74

lat, u ktérych stwierdzono:

— w 14 przypadkach raka ptaskonabtonko-
wego jezyka i dna jamy ustnej w Il i lll°
zaawansowania klinicznego,

— 1 przypadek raka podstawnokomaorkowe-
go skory nosa,

— 18 chorych z brodawczakami bton $lu-
zowych jamy ustnej i skory twarzy,

— 1 przypadek ttuszczaka,

— 1 przypadek widkniaka policzka.

Materiat tkankowy badano w Katedrze Im-
munologii Klinicznej Akademii Medycznej
przy uzyciu zestawu Cycle Test™ Plus firmy
Becton Dickinson. Tkanke pobierang podczas
zabiegu operacyjnego zamrazano i przecho-
wywano w temperaturze -70°C. Przed wyko-
naniem badan materiat rozmrazano i rozdrab-
niano na mate fragmenty w buforowanej so-
li  fizjologicznej.  Zawiesing  komorek
uzyskiwano przez wielokrotng aspiracje do
strzykawki. Do testu uzywano 5 x 10° komo-
rek. Wzorcem normoploidii byta zawartos¢
DNA w ludzkich limfocytach dodawanych do
ocenianych komodrek w stosunku 2:1. Tak
przygotowang zawiesine komoérek wirowano
przez 5 min, 1 000 obr. /min. Po odrzuceniu
supernatantu do osadu wprowadzono 250 ul
buforu trypsynowego w celu uzyskania per-
meabilizacji bton komdrkowych. Po 10-minu-
towej inkubacji trypsyne blokowano przez do-
danie inhibitora tego enzymu, réwnoczesnie
z enzymem powodujgcym degradacje RNA
(RNaza). Po 10 min podawano roztwér jod-
ku propidyny (Pl). W tym Srodowisku probki
inkubowano przez 10 min w temp. 4°C, bez
dostepu sSwiatta. Po przefiltrowaniu probki
przez filtr nylonowy (50 um) przeprowadzo-
no akwizycje i analize danych przy pomocy
aparatu FACScan (BD) i programu LYSIS II.
Oceniano 10 tys. komorek przy 1 024 kana-
tach fluorescencji. Obecnos¢ populacji aneu-
ploidalnej stwierdzono na podstawie zidenty-
fikowanego dodatkowego piku, obok pikow
Go/G; i G,/M populacji normoploidalne;j.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki analizowano z zasto-
sowaniem testéw T-studenta i Mann-Whi-
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Tah. Tabela zawiera wyniki uzyskane w zakresie pomiaru ploidii DNA i oceny odsetka komaérek wystepujacych w poszczegdinych fazach cyklu komérkowego

tu. mal. ploidia S G,M S+G,M tu. ben. ploidia S G,M S+G,M
ca plano. D 6,51 9,46 15,97 Lipoma D 1,76 3,47 5,23
ca plano. D 2,9 3,71 6,61 Papilloma D 3,16 6,82 9,98
ca plano. D 5,6 9,71 15,31 Papilloma D 14,7 16,49 31,19
ca plano. D 4,98 4,61 9,59 Papilloma D 2,13 4,19 8,32
ca plano. D 18,32 9,35 27,67 Papilloma D 10,43 15 25,43
ca plano. D 8,27 10,35 18,62 Papilloma D 5,71 4,26 9,97
ca plano. D 6,29 3,27 9,56 Papilloma D 5,68 3,82 9,35
ca plano. D 4,51 8,88 8,04 Papilloma D 11,03 8,98 20,01
ca plano. D 3,62 3,54 7,06 Papilloma D 12,77 13,08 25,85
ca plano. D 6,27 5,89 12,16 Papilloma D 18,41 10,5 28,91
ca baso. D 4,06 4,71 9,67 Fibroma D 6,37 32,31 38,68
ca plano. A 38,46 5,02 43,48 Papilloma A 4,13 2,75 6,88
ca plano. A 7,13 17,80 24,93 Papilloma A 11,54 28,14 39,68
ca plano. A 4,46 2,21 6,67 Papilloma A 2,96 4,74 7,7
ca plano. A 3,58 4,81 8,93 Papilloma A 4,45 1,5 5,95
P TIME: 7:59:56 tney’a, przyjmujac graniczny poziom istot-

SELECTED PREFERENCES: Arithmetic/Linear

§- BlrHIECZ. 201

Y o

§

% .

¢

éﬁ- o

&l T

LI S
")

200 408
FL2-M\FL2-Hidth —=>

Ryc. 1. Histogram aneuploidalny nowotworu ziesliwego
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WYNIKI

Otrzymane dane zaskoczyty autorow gtow-
nie w odniesieniu do nowotworéw nieztosli-
wych, poniewaz w tej grupie spodziewali sie
otrzymac tylko histogramy diploidalne.

D Ocena ploidii DNA ztosliwych i nieztosli-
wych nowotworéw twarzoczaszki.
Obecnos$¢ komodrek o aneuploidalnej za-
wartosci DNA stwierdzono zaréwno w mate-
riale pochodzacym od chorych z rakiem pta-
skonabtonkowym, jak i w materiale obejmu-
jacym chorych z nowotworami nieztosliwymi
(witdkniak, ttuszczak i brodawczak). Odsetek
guzéw aneuploidalnych w obu badanych
grupach byt taki sam i wynosit 26 proc.

D Ocena odsetka komérek wystepujacych
w fazie S i G,M cyklu komérkowego.

Histogramy (ryc. 1. i 2.) obrazujgce in-
tensywnos¢ fluorescencji jodku propidyny,
stechiometrycznie reagujgcego z komorko-
wym DNA, pozwalajg nie tylko na ocene
ploidii, ale takze na ocene odsetka komo-
rek wystepujacych w poszczegoélnych fa-
zach cyklu komoérkowego. W obu grupach
badanego materiatu oceniano odsetek ko-
moérek wystepujacych w fazie S, G,M<
oraz S+G,M. Odsetek komdérek wystepuja-
cych w fazie S cyklu zyciowego komorki
w grupie chorych z rakiem srednio wyno-
sit 8 proc., a w grupie chorych z nowo-
tworem nieztosliwym 7 proc. (ryc. 3.).
Sredni odsetek komdrek w fazie G,M wy-
nosit odpowiednio 6 i 10 proc. (ryc. 4.).
taczny odsetek komorek faz S+G,M dla
grupy chorych z rakiem wynosit Srednio 14
proc., a dla chorych z nowotworem tagod-
nym 18 proc. (ryc. 5.).

W ocenie statystycznej uzyskanych wy-
nikdw nie stwierdzono znamiennych réznic
miedzy poszczegdlnymi grupami badane-
go materiatu.
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OMOWIENIE

Uzyskane wyniki, co prawda na matej
grupie chorych oraz ich ocena statystycz-
na potwierdzajg, na podstawie rozktadu hi-
stograméw w obu grupach, ze ploidia
DNA nie moze by¢ podstawg do postawie-
nia diagnozy o stopniu ztosliwosci nowo-
tworu [18]. W wielu publikacjach podkre-
Sla sie jednakze duzg wartos¢ progno-
styczng ploidii DNA, szczegolnie
w odniesieniu do guzéw ztosliwych w bar-
dziej zaawansowanych stanach klinicznych
[5, 6, 8, 9, 11, 14]. Na uwage zastuguja
rowniez opinie innych autorow, ktorzy nie
znajdujg prostego zwigzku pomiedzy stop-
niem ztosliwosci guza a DNA-histogramem
[2, 8, 7]. Praktyka kliniczna dowodzi, ze
guzy ztosliwe diploidalne dajg wznowy
i przerzuty do regionalnych weztéw chton-
nych [4, 6, 17, 19]. Réwniez ocena same-
go DNA-histogramu nie moze by¢ podsta-
wg do réznicowania miedzy ztosliwymi
a nieztosliwymi guzami [18]. Na podstawie
przeprowadzonych badan i dostepnego pi-
Smiennictwa nalezy stwierdzi¢, ze badanie
zawartosci DNA w jgdrach komorek nowo-
tworowych pozwolito poszerzy¢ znacznie
naszg wiedze o guzach nowotworowych
i przebiegu choroby nowotworowej, jednak-
ze nie jest badaniem jednoznacznie roz-
strzygajacym.
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