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1. Wstep

1.1 Wystepowanie i leczenie raka ptuca w Polsce

W Polsce, podobnie jak w wiekszosci rozwinietych krajow, rak ptuca jest
najczestszg przyczyng zgonow z powodu nowotworow [1]. Rocznie w naszym
kraju notuje sie okoto 20 000 zachorowan, przy czym 80% przypadkow stanowi
niedrobnokomérkowy rak ptuca (ndrp). W Polsce najczestszym typem
histologicznym ndrp jest rak ptaskonabtonkowy [2], a nastepnie kolejno

wymienia sie rak gruczotowy i wielkokomorkowy.

Najskuteczniejszg metodq leczenia ndrp jest radykalny zabieg operacyijny,
jednak odlegte wyniki sg niezadowalajagce — jedynie 30-40% operowanych
chorych przezywa 5 lat [3]. Wyniki te dotyczg ogdtu operowanych chorych,
natomiast w grupie z nizszym stopniem zaawansowania nowotworu (stopnie IA
i IB) odsetek wyleczen jest wyzszy [2] i wynosi odpowiednio 66% i 53%.
Przyczyng niepowodzenia leczenia chirurgicznego jest najczesciej nawrot
nowotworu w postaci odlegtych przerzutow.

W dwéch metaanalizach z 1995 i 2008 roku wykazano, Zze pooperacyjna
chemioterapia zawierajgca cis-platyne prowadzi do okoto piecioprocentowej
poprawy wyleczen [4, 5]. W polskich warunkach oznacza to okoto 150
dodatkowo uratowanych chorych rocznie. Niestety zastosowanie uzupetniajgce;j
chemioterapii u wszystkich chorych poddanych doszczetnej resekcji ptucne;j
oznacza, ze okoto 3000 z nich otrzymatoby to toksyczne i kosztowne leczenie
bez zadnej korzysci. W tej sytuacji konieczny wydaje sie taki dobor chorych do
leczenia uzupetniajgcego, aby zwigzana z nim korzysc¢ byta jak najwyzsza.

Z powodu ograniczonej wartosci klinicznych czynnikow rokowniczych, wyniki
leczenia chirurgicznego w poszczegolnych przypadkach sag trudne do
przewidzenia. U chorych w tym samym stopniu zaawansowania nowotworu
ocenionym na podstawie badania histopatologicznego i o tych samych
,konwencjonalnych” czynnikach rokowniczych, takich jak: wiek, pte¢, stan
sprawnosci czy ubytek masy ciata, wystepuje zréznicowane ryzyko miejscowe;j
wznowy i tworzenia sie przerzutéw. Obecna kwalifikacja do uzupetniajacej

chemioterapii oparta jest na ocenie zawansowania choroby wedtug skali TNM -



do takiego leczenia sg kwalifikowani chorzy w stopniu Il i IlIA, nadal nie ma
jednak dowoddéw na korzys¢ z takiego postepowania u chorych w stopniu I.
Rola chemioterapii uzupetniajagcej w stopniu |IA ndrp jest poznana w
ograniczonym stopniu, bowiem chorzy w tym stadium rzadko uczestniczyli w
prospektywnych badaniach, jednak zbiorcza analiza sugeruje raczej
niekorzystny efekt chemioterapii w tej podgrupie [5]. W badaniu CALGB 9633
nie wykazano natomiast poprawy catkowitego przezycia u chorych w stopniu IB;
znamienne przediuzenie catkowitego przezycia wykazano jedynie w
nieplanowanej poczatkowo analizie w podgrupie chorych, u ktérych Srednica
guza przekraczata 4 cm [6]. Z drugiej strony nawrét nowotworu (najczesciej w
formie odlegtych przerzutow) po doszczetnym zabiegu operacyjnym stwierdza
sie u 25% chorych z zaawansowaniem IA i 40% chorych z zaawansowaniem |IB
[7-9]. Mozna zatem przypuszczac, ze ta grupa chorych wysokiego ryzyka
odlegtego nawrotu w | stopniu zaawansowania mogtaby odnie$¢ korzy$¢ z

uzupetniajgcej chemioterapii.

Jak wspomniano wczesniej duze prospektywne badania lll fazy dostarczyty
bezsprzecznych dowoddw na korzysc¢ zwigzang ze stosowaniem uzupetniajgce;j
chemioterapii w grupie chorych na ndrp w Il i lll stopniu zaawansowania. Wyniki
metaanalizy LACE wykazaty istotnie mniejsze ryzyko nawrotu u chorych
otrzymujacych leczenie uzupetniajgce (HR=0.83 w Il stopniu i HR=0.83 w llI
stopniu) [5]. Z drugiej strony u okoto 40% chorych w stopniu Il i u okoto 20%
chorych w stopniu IlIA nie dochodzi do nawrotu odlegtego po doszczetnej
resekcji guza i ci chorzy nie odnoszg dodatkowej korzysSci z leczenia
uzupetniajgcego [10]. W tej sytuacji znaczna grupa chorych w stopniach Il i IlIA
kwalifikowanych do uzupetniajgcego leczenia wylgcznie na podstawie
czynnikdw klinicznych otrzymuje chemioterapie, ktéra nie przynosi korzysci
kliniczne;.

Wskazanie podgrup chorych o réznym ryzyku odlegtego nawrotu, a zatem
réznym rokowaniu, przy zastosowaniu molekularnych testéw mogtoby sie stac
podstawg bardziej racjonalnej kwalifikacji chorych na ndrp do pooperacyjnej

chemioterapii.



1.2 Molekularne markery rokownicze w niedrobnokomorkowym raku ptuca

W molekularnych testach rokowniczych wykorzystuje sie rdézne materiaty
biologiczne, takie jak plwocina, surowica, tkankowe bioptaty guza lub materiat
pooperacyjny. Pierwsze analizy obejmowaty przede wszystkim zaburzenia na
poziomie DNA - wystepowanie mutacji w genach supresorowych (takich jak
P53) lub mutacji aktywujacych w obrebie protoonkogenow (na przyktad w
obrebie genu K-ras). Wyniki tych prac nie byty jednoznaczne [11-14]. Trudnosci
w interpretacji rokowniczego wystepowania mutacji wynikajg miedzy innymi z
faktu, ze wystepujg one w wielu obszarach genu, i w zwigzku z tym w
zréznicowany  sposOb  warunkujag  czynnos¢  kodowanego  biatka.
Podsumowaniem badan nad P53 byta metaanaliza z roku 2000, w ktorej
wykazano, ze mutacje w tym genie nie mialy znaczenia rokowniczego dla
chorych na raka ptaskonabtonkowego, a jedynie dla raka gruczotowego [15].
Podobne rozbieznosci dotyczg genu K-ras - cze$S¢ prac wskazuje na
niekorzystny wptyw jego mutacji na przezycie chorych na ndrp, ale inne nie
potwierdzajg tej zaleznosci [16]. Obok mutacji aktywujgacych w onkogenach,
wykazano zwigzek pomiedzy gorszym rokowaniem chorych na
niezaawansowanego ndrp a amplifikacjg kopii genu EGFR [17]. W ostatnich
dwoch dekadach dokonano oceny rokowniczego znaczenia molekularnych
zaburzen wielu pojedynczych gendéw lub ich grup. Analizowano takze innego
rodzaju zaburzenia w obrebie DNA, takie jak utrata heterozygotycznosci lub
hipermetylacja regionéw promotorowych [18, 19]. Zadne z tych badan nie
pozwolito na okreslenie uzytecznego klinicznie rokowniczego testu opartego na
analizie pojedynczych gendéw.

Poza zaburzeniami na poziomie DNA, przedmiotem intensywnych badan byto
rokownicze znaczenie zaburzen ekspresji poszczegdlnych gendéw z uzyciem
metod immunohistochemicznych. Miedzy innymi oceniano takie biatka jak
cyklina E, srédbtonkowy czynnik wzrostu A, p53, p16(INK4A), p27(kip1) i beta-
katenina [20]. Podobnie jak w przypadku testéw molekularnych, w badaniach
tych nie wykazano klinicznego znaczenia analizy ekspresji genow za pomocag

metod immunohistochemicznych [21].



1.3 Molekularne techniki oznaczania ekspresji genow na etapie transkrypciji

W ostatnich kilku latach udoskonalono techniki umozliwiajgce iloSciowe badanie
ekspresji gendéw na poziomie transkrypcji w tkankach nowotworowych. Metody
RT-PCR oraz mikromacierze oligonukleotydowe stwarzajg mozliwos¢
jednoczesnej analizy kopii mMRNA dla setek, a nawet tysiecy genow. Najnowsze
badania prowadzone z wykorzystaniem wymienionych technik przyniosty
wyniki, ktére moga przyczyni¢ sie do zmodyfikowania klasyfikacji histologiczne;j i
zaawansowania raka ptuca o dodatkowe kryteria molekularne [22, 23]. Na
przyktad wykazano istnienie kilku ,molekularnych” podtypdw gruczotowego raka
ptuca, réznigcych sie od siebie rokowaniem [23-25]. Z kolei, w odniesieniu do
ptaskonabtonkowego raka ptuca wyodrebniono (z uzyciem technologii
mikromacierzy oligonukleotydowych) trzy profile ekspresji gendéw zwigzane z
rokowaniem. [26-28]. Wyniki tych prac dajg nadzieje, ze w przysziosci bedzie
mozna kwalifikowa¢ chorych na raka ptaskonabtonkowego z wysokim ryzykiem
nawrotu do uzupetniajgcego leczenia na podstawie profilu ekspresji genow.
Platformy mikromacierzy oligonukleotydowych stanowig uzyteczne narzedzie
do oceny ekspresji niemal catego genomu w badanym materiale z guza.
Stwarza to mozliwos¢ wyodrebnienia zbioréw gendw, ktérych charakterystyczny
profil ekspresji zwigzany jest z cechami klinicznymi, na przyktad: skfonnoscig
guza do tworzenia odlegtych przerzutéow lub miejscowego naciekania. Jest to
jednak metoda kosztowna i skomplikowana, co w znacznym stopniu ogranicza
mozliwos¢ jej stosowania w codziennej praktyce laboratoryjnej.

Wsrdd technologii stosowanych do analizy ekspresji genow, ilosciowa RT-PCR
charakteryzuje sie najwyzszg czutoscig i swoistoscig, a takze w najszerszym
zakresie umozliwia wykrywanie réznic w ekspresji genéw (ang. dynamic range)
[29, 30]. Ponadto wykazano, Zze metoda ta jest odpowiednia dla analizy
ekspresji gendw w materiale archiwalnym (w tkankach utrwalonych w formalinie
i przechowywanych w blokach parafinowych), ktéry w codziennej praktyce jest
najpowszechniej dostepny. Wyzej wspomniane cechy ilosciowej RT-PCR
powodujg, ze metoda ta mogtaby by¢é stosowana w rutynowej laboratoryjnej
diagnostyce. lIstotne jest rowniez, ze RT-PCR pozwala na réwnoczesng ocene
ekspresji nawet kilkuset genéw, co czyni zen idealne narzedzie umozliwiajgce

walidacje szeregu gendw  wyodrebnionych  metodg  mikromacierzy



oligonukleotydowych [31]. Nalezy podkresli¢, ze w przypadku ndrp rokownicze
profile rzadko obejmujg duzg liczbe gendw. Na przyktad w jednym z badan
wykazano potencjalne rokownicze znaczenie analizy ekspresji 3 gendéw w

ocenie ryzyka nawrotu w ptaskonabtonkowym raku ptuca [32].

1.4 Podstawa wyboru genéw do analizy ekspresji

Wyboru gendéw do analizy w niniejszej pracy dokonano na podstawie
dostepnych badan podstawowych oraz analiz z zastosowaniem techniki
mikromacierzy oligonukleotydowych. Rozwazano przede wszystkim te geny,
ktorych zwiekszona Iub zmniejszona ekspresja zwigzana byta we
wczesniejszych badaniach z wysokim ryzykiem nawrotu [33]. Analizowano
takze geny zwigzane z réznymi zjawiskami molekularnymi w komorce i jej
mikrosrodowisku (ang. microenvironment), takimi jak zmiana fenotypu z
nabtonkowego na mezenchymalny (ang. epithelial to mesenchymal transition),
odpowiedZ nowotworu na hipoksje oraz wzrost migracyjnego potencjatu
komoérek raka. Poszczegolne geny dobrano tak, zeby mozliwa byta ocena jak
najwiekszej liczby "molekularnych Sciezek® zwigzanych z tworzeniem
przerzutow. Na podstawie dotychczasowych badan nastepujgce procesy

molekularne uznano za potencjalnie istotne dla progresji ndrp:

[1] Oddziatywanie pomiedzy komdrkami nabfonkowymi tkanki nowotworowej a

sktadnikami podscieliska (macierzg zewngtrzkomorkowg i makrofagami)

Parakrynna aktywnos$¢é komorek nowotworowych pobudza komaérki podscieliska
guza (m.in. makrofagi typu TAM (ang. tumor associated macrophages) do
wytwarzania cytokin przyspieszajgcych wzrost, hamujgcych apoptoze oraz
nasilajgcych tworzenie naczyn krwionosnych [34-36]. W efekcie parakrynna
aktywnosé komorek podscieliska wspomaga niepohamowany wzrost guza.
Dodatkowo do wzrostu nowotworu przyczynia sie stan ‘miejscowej
immunosupresji” wywotany nieprawidtowg czynnoscig makrofagow.

Jednym z czynnikow wytwarzanych parakrynnie przez epitelialne komorki raka

jest czynnik wzrostu kolonii makrofagbw CSF1 (ang. colony stimulating factor



for macrophages). Jest to czynnik chemotaktyczny dla monocytéw krwi
obwodowej, ktore pod jego wptywem wnikajg w obreb nowotworu i ulegajg
réznicowaniu do makrofagéw typu TAM. Wykazano, Zze obecnos¢ tych komorek
jest zwigzana z gorszym rokowaniem w wielu nowotworach [37, 38]. Makrofagi
te (TAM lub M2), jak wspomniano wyzej, zamiast przeciwdziataé wzrostowi
nowotworu, wydzielajg czynniki wzmagajace jego wzrost i progresje [37, 39].
Dochodzi do tego miedzy innymi poprzez wydzielanie przez nie naskérkowego
czynnika wzrostu (ang. epithelial growth factor - EGF), ktory wigzac sie z
receptorem na powierzchni komérek nowotworowych, wyzwala w nich zdolnos¢
do migracji [40]. Ponadto, w ten sposob aktywowane komérki nowotworowe
wydzielajg CSF-1, ktéry rekrutuje kolejne monocyty oraz pobudza je do
réznicowania sie w kierunku TAM oraz dalszej produkcji EGF. Opisana
wzajemna parakrynna stymulacja jest niezbedna dla wzbudzenia
ukierunkowanej migracji komoérek nowotworowych oraz ,intrawazacji’ (zdolnosci
do przechodzenia z tkanki nowotworowej do sSwiatta naczyn) [41-43].
Wykazano, ze makrofagi najliczniej naciekajg inwazyjny front guza, za$ w
czesciach wewnetrznych okolice naczyn krwionosnych [44]. Taka lokalizacja
makrofagéw powoduje wyzsze stezenie EGF wokdt naczyn krwionosnych, co
ukierunkowuje intrawazacje komodrek nowotworowych zgodnie z gradientem
EGF. Interakcje pomiedzy komédrkami nowotworowymi a sktadnikami
podScieliska w obrebie guza, prowadzgce do wytworzenia ,inwazyjnego”
fenotypu, zdolnego do naciekania zdrowego migzszu ptuca i intrawazacji sg
zatem potencjalnie istotnym elementem progresji. Istniejg doniesienia o
mozliwosciach  terapeutycznego  blokowania  oddziatywan  pomiedzy
makrofagami i komdrkami nowotworowymi za pomocg nowych czgsteczek [45].
W obrazach mikroskopowych obszaréw sagsiadujgcych z masg guza obserwuje
sie czesto pojedyncze komorki naciekajgce podscielisko lub naczynia. Komorki
te majg odmienng morfologie w poréwnaniu z ,klasycznymi” nabtonkowatymi
komoérkami nowotworowymi — przypominajg komorki linii mezenchymalnej
(fibroblastoidalne). Uwaza sie, ze zmiany fenotypu z epitelialnego na
mezenchymalny (ang. epithelial to mesenchymal transition — EMT) takze zalezg
od swoistej aktywacji szlakdw molekularnych, ktérych ocena moze miec

rokownicze znaczenie [46].



[2] Zmiana fenotypu z nabtonkowego na mezenchymalny (EMT) i zwigzany z

tym agresywny przebieg choroby

Komorki raka o morfologii mezenchymalnej charakteryzujg sie zanikiem wigzan
miedzykomorkowych, utratg apikalno-bazalnej polarnosci oraz  wysokim
potencjatem migracji. Umozliwia im to oddzielenie sie od gtébwnej masy guza i
naciekanie otoczenia. EMT — zjawisko fizjologiczne w okresie embriogenezy —
uwaza sie obecnie za kluczowe dla progresji zaburzenie molekularne,
warunkujgce tworzenie odlegtych przerzutow. Molekularne mechanizmy EMT
nie zostaty w petni wyjasnione, jednak powszechnie przyjmuje sie, ze ich
markerem jest utrata ekspresji E-kadheryny. Biatko to stanowi fizyczng
podstawe potgczen miedzykomorkowych oraz warunkuje polarnos¢ komorek
nabtonkowych. Opisano szereg kinazowych receptorow oraz aktywujacych je
ligandow zapoczatkowujgcych EMT, takich jak insulinopodobny czynnik wzrostu
| (ang. insulin-like growth factor - IGF1), receptor dla czynnika wzrostu
fibroblastéw (ang. fibroblast growth factor receptor - FGFR) oraz kinazy Met i
SRC [47, 48]. Wsérdd tych czynnikéw jest takze naskorkowy czynnik wzrostu
(EGF). Wykazano, ze po aktywacji receptora dla EGF dochodzi miedzy innymi
do utraty ekspres;ji biatek charakterystycznych dla fenotypu nabtonkowego (brak
ekspresji E-kadheryny i B-kateniny) i jednoczesnie do pojawienia sie ekspresji
biatek markerowych dla typu mezenchymalnego, takich jak wimentyna i N-
kadheryna [49]. Doswiadczalnie indukowana ekspresja tej ostatniej powoduje
nieuporzadkowany wzrost transfekowanych komorek raka ptaskonabtonkowego
oraz represje E-kadheryny [50]. W realizacji procesu EMT zainicjowanego
szlakami przekazniczymi kinaz receptorowych uczestniczg ponadto niedawno
zidentyfikowane czynniki transkrypcyjne, na przykfad biatko Twist. Wykazano
takze, ze zjawisko EMT jest dodatkowo nasilane poprzez pobudzenie receptora
alfabbetal przez fibronektyne (FN1), ktéra jest sktadnikiem macierzy
miedzykomorkowej. Gen dla fibronektyny zostat ostatnio zidentyfikowany jako
jeden z 6 genow zwigzanych z rokowaniem chorych na rozlanego chtoniaka
wielokomorkowego linii B (DCLCL) [51].

10



[3] Powstawanie ,agresywnego” fenotypu na drodze innych Sciezek

molekularnych

EMT nie wyczerpuje catoéci zjawisk warunkujacych zwiekszony potencjat
migracji komérek nowotworowych i tworzenia przerzutow. Istniejg raki, ktére
pomimo ztosliwego przebiegu nie wykazujg utraty ekspresji E-kadheryny ani nie
maja w petni wyrazonego fenotypu mezenchymalnego. Przy zachowanych
potgczeniach miedzykomorkowych, obserwuje sie komdérkowe formacje
naciekowe, sktadajace sie z grup lub warstw komoérek (ang. collective invasion).
Istniejg dowody, ze wspomniany proces jest realizowany na poziomie
molekularnym poprzez aktywnos¢ biatka podoplaniny [52, 53]. W funkcjonalne;j
analizie mechanizméw progresji wykazano, ze obecnos¢ podoplaniny jest
wystarczajgca dla wytworzenia sie inwazyjnego fenotypu, ktory nie wykazuje
cech EMT, charakteryzuje sie natomiast: nasilonym powstawaniem filopodiéw i
polaryzacji komorkowej, nasilonym rozprzestrzenianiem sie komorek wzdtuz 3-
integryn i elementow macierzy miedzykomorkowej, ich nasilong inwazyjnoscia,
gtébwnie poprzez aktywacje metaloproteinaz (ang. metaloproteinases - MMPs).
Podobnie, jak w przypadku TAM, zwiekszona ekspresja podoplaniny wystepuje
w inwazyjnym froncie nowotworu [54]. Metaloproteinazy wykazujg zdolnosci
trawienia elementéw btony podstawnej i macierzy miedzykomdrkowej, co
umozliwia fatwiejsze rozprzestrzenianie sie komoérek nowotworowych w
otaczajgcych tkankach. Sposrod licznej rodziny tych enzyméw do badania
wigczono metaloproteinaze 9 (MMP9) oraz czynnik zwigzany z aktywacjg
MMPs - PAI-1 [55, 56]. Innym genem potencjalizujgcym mobilno$¢ komorek
raka jest vil2; jego produkt — ezryna stanowi fizyczne potgczenie pomiedzy
btong komdrkowg a cytoszkieletem [57]. Biatko to jest zaangazowane w
reorganizacje filamentéw cytoszkieletu oraz tworzenie mikrowypustek
cytoplazmatycznych utatwiajgcych ruch komoérkom nowotworowym. Mozliwe, ze
za ten efekt odpowiedzialne jest oddziatywanie ezryny z biatkami RhoGDI, ktére
blokujg aktywnos¢ biatek Rho [58]. Zwigzanie RhoGDI przez ezryne wypiera je
z kompleksu z biatkami Rho, ktére pozostajgc w nim sg nieaktywne. Uwolnione
Rho wigzg sie z GTP i zapoczatkowujg zmiany w cytoszkielecie
predysponujgce komorke do migracji. Ponadto RhoGDI przeciwdziata

wigzaniom pomiedzy RhoGTPazami a ich efektorami, takimi jak biatka GAP.
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Z uwagi na ztozong regulacje ,potranslacyjng” analiza ekspresji biatek Rho na
poziomie mMRNA wydaje sie niecelowa. Bardziej odpowiednia w tym wzgledzie
wydaje sie ocena ekspresji biatek hamujacych tg ‘Sciezke’ molekularng, takich
jak ezryna i RhoGDI beta [59]. Analogicznie, celowa wydaje sie takze ocena
aktywatorow tej sciezki. Ezryna aktywowana jest przez fosforylacje, m.in. przez
kinaze c-Met. W niniejszym badaniu analizowano ligand dla c-Met - czynnik
wzrostu hepatocytow (ang. hepatocyte growth factor - HGF) [60]. W pracach
dotyczacych miesakoéw z komérek prazkowanych ekspresja ezryny okazata sie
warunkiem sine qua non powstawania odlegtych przerzutéw [61]. Innym genem,
ktorego ekspresja wyzwala wiekszg zdolno$¢ do mobilnosci komodrek
nowotworowych jest ANLN (ang. human analogue of aniline). Jest to ludzki
analog biatka aniliny u Drosophila melanogaster, ktore wigze sie z filamentami
aktyny - istotny podczas cytokinezy oraz prawdopodobnie niezbedny do
migracji komoérek nowotworowych [62]. Aktywnos¢ ANLN jest regulowana przez
kluczowg dla progresji wielu nowotworéw sciezke zalezng od AKT, za$ wsrod
jego efektoréw jest biatko RHOA, jeden z weziowych elementéw regulujgcych
organizacje cytoszkieletu. W analizach immunohistochemicznych jadrowa
lokalizacja ANLN byta zwigzana z gorszym rokowaniem chorych na ndrp [62].
W innym badaniu ekspresji biatek w poszczegolnych czesciach guza
wykazano, ze w inwazyjnych fragmentach nowotworu warianty sktadania 3. i 6.
receptora CD44 byty wykrywane rzadziej niz we fragmentach nienaciekajgcych
guza. Z uwagi na silng zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem wariantu 3. i 6. do

niniejszej analizy wtgczono tylko jeden transkrypt - dla wariantu 6. CD44.

[4]. Adaptacja do hipoksji i jej molekularne konsekwencje jako czynnik

sprzyjajgcy tworzeniu odlegtych przerzutow

Komorki wzrastajgcego nowotworu narazone sg na stres wynikajacy z
niedotlenienia. Adaptacja do przezycia w srodowisku ubogim w tlen obejmuje
wytworzenie mechanizmoéw obronnych, w tym m.in. tworzenie nowych naczyn
krwionosnych. Kluczowym czynnikiem w tym procesie jest aktywnos¢ czynnika
HIF1a (ang. hypoxia inducible factor 1 alfa), ktéry w wyniku dziatania hipoksji
ulega stabilizacji i uruchamia ekspresje gendéw wyzwalajgcych metabolizm

anaerobowy, angiogeneze oraz naciekanie. Ze wzgledu na liczne modyfikacje
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,potranslacyjne” biatka HIF1a, analiza jego ekspresji na poziomie mRNA wydaje
sie niewtasciwa. Z tego powodu w niniejszym badaniu do analizy wybrano
biatka efektorowe, ktorych ekspresja jest markerem aktywnos$ci ,szlaku
hipoksyjnego” zaleznego od HIF1a: anhydraze weglanowg 9 (ang. carbonic
anhydrase 9 - CA9) [63], kinaze fosfoglicerynianowg 1 (ang. phosphoglicarate
kinase 1 - PGKT), srédbtonkowy czynnik wzrostu C (ang. vascular endothelial
growth factor C - VEGF C) oraz czynnik regulujgcy aktywnos¢ HIF1a —
hydroksylaze prolilowg 4 (ang. prolyl hydroxylase - PH4). Hydroksylacja HIF1a
przez ten enzym powoduje lizosomalng degradacje HIF1a w warunkach
prawidtowego utlenowania (normoks;ji). Brak tlenu (hipoksja) obniza aktywnos¢
reakcji PH-4, co stabilizuje HIF1a i wyzwala jego czynnosc¢ transkrypcyjna.
Nadekspresja hydroksylazy prolilowej w guzie moze by¢ zatem wyrazem
adaptacji do hipoksji. Mozna przypuszczac¢, ze komorki raka utrzymujg w ten
spos6b aktywnos¢ HIF1a na poziomie, przy ktorym jego aktywnosc¢
transkrypcyjna jest korzystna dla nowotworu. W jednym z badan opartych na
mikromacierzach oligonukleotydowych u chorych na ndrp wykazano
niekorzystne rokownicze znaczenie ekspresji VEGFR3 [64]. Aktywacja tego
receptora przez fgczenie sie z jego ligandem — VEGF-C — powoduje nasilenie
angiogenezy i limfangiogenezy [64]. Innym znanym  czynnikiem
proangiogennym jest interleukina-8 (ang. interleukine-8 - IL-8), ktérej znaczenie
polega gtdwnie na aktywacji chemotaksiji neutrofili i komérek srédbtonkowych
[65]. Ekspresja tych 2 gendw byfta analizowana w badaniu jako potencjalny
marker aktywnosci mechanizmow proangiogennych.

Innym efektorem aktywaciji transkrypcyjnej HIF1a jest receptor chemokinowy 4
(ang. chemokine receptor 4 - CXCR4). Wykazano, ze oddziatywania pomiedzy
CXCR4 i jego ligandem CXCL12 (ang. chemokine ligand 12) utatwia przezycie
komorek raka piersi i raka nerki w ogniskach odlegtych przerzutéw [66].
Pomimo aktywnych mechanizmoéw tworzenia unaczynienia, sie¢ naczyn
krwionosnych zaopatrujgca guz w tlen i substancje odzywcze jest niedoskonata,
co dodatkowo nasila powstawanie klonbw nowotworowych zaadaptowanych do
wzrostu w warunkach hipoksji. Podstawowym zrodtem energii dla tych komérek
jest beztlenowy metabolizm glukozy. Konsekwencjg wykorzystania
beztlenowego katabolizmu glukozy jest nie tylko wieksza odpornos¢ na

hipoksje, ale réwniez wieksza tendencja do ekspansiji tych klonéw. W badaniu
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ekspresji genow mikromacierzami oligonukleotydowymi oraz w analizie
ekspresji biatek wykazano, ze wysoka ekspresja kinazy fosfoglicerynianowej 1
(ang. phosphoglicarate kinase - PGK1 - jeden z podstawowych enzymow
glikolitycznych) jest zwigzana ze ztym rokowaniem chorych na ndrp [67]. Warto
wspomnie¢, ze zjawisko nasilonej glikolizy beztlenowej w obecnosci tlenu
zostato zaobserwowane kilkadziesiat lat temu przez laureata nagrody Nobla,
Otto Warburga [68, 69]. Innym genem potencjalnie istotnym dla progresji
choréb nowotworowych jest izomeraza fosfoglukozowa (ang. phosphoglucose
izomerase - GPIl). Oprécz funkcji glikolitycznej, poza cytozolem biatko to petni
role cytokiny wzmagajacej mobilnos¢ komoérek nowotworowych [70], stad w
piSmiennictwie anglosaskim okresla sie je takze mianem autocrine motility
factor - AMF. Ponadto wykazano, ze wysoka ekspresja GPI/AMF promuje
zjawisko EMT, a z kolei komérki HT1080 miesaka MHF transfekowane siRNA
hamujacym ekspresje PGI/AMF zmieniaty fenotyp z mezenchymalnego na

epitelialny [71].

[5]. Wzrost komorek nowotworowych niezalezny od kontaktu z podtozem jako

cecha potencjalnie umozliwiajgca ich przetrwanie w krgzeniu

Zjawisko apoptozy wywotanej przez utrate kontaktu z podtozem nosi nazwe
anoikis. lIstniejg klony komdrek nowotworowych, ktére charakteryzujg sie
opornoscig na anoikis. W badaniach in vitro stwierdzono w tych komdrkach
zwiekszong ekspresje receptorow o typie kinaz tyrozynowych dla neurotrofin
(NTRK) [72]. Mozna zatem zaktadaé, ze nadekspresja tych czynnikow w
komérkach ndrp, umozliwiajaca wzrost w zawiesinie bez kontaktu z podtozem i
przezycie w krgzeniu, mogtaby sie wigzaé z wiekszym potencjatem do
tworzenia odlegtych przerzutow. Nazwa TRK (ang. fropomyosin-related kinase -
TRK) odnosi sie do budowy onkogenu TrkA (NTRK1), ktory sktada sie z 7 lub 8
eksonéw tropomiozyny oraz tancucha przezbtonowego z cytoplazmatyczng
resztg kinazowa. Pelnig one wazne funkcje w komérkach uktadu nerwowego,
miedzy innymi warunkujg proliferacje i roznicowanie neuronow, wzrost
aksonalny i dendrytyczny, jak rowniez wptywajg na remodelling i plastycznosc
komorki poprzez regulacje cytoszkieletu. Uwaza sie, ze poza nadmierng

aktywacja kinaz receptoréw dla neurotrofin, rowniez zwiekszona ekspresja genu
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S7100P wigze sie z opornoscig komoérek nowotworowych na anoikis. Biatko
S100 nalezy do rodziny biatek wigzacych jony wapniowe, opisywanych w
patomechanizmach wielu proceséw chorobowych, m.in. w nowotworzeniu [73].
W badaniu analizujgcym role S100P w raku trzustki wykazano zwigzek
pomiedzy jego nadekspresjg a zwiekszong proliferacjg, migracjg i inwazyjnoscig
oraz wydtuzonym przezyciem komorek nowotworu in vitro i in vivo. Ponadto
wykazano, ze zaburzenia w obrebie S700P byly zwigzane z agresywnym
przebiegiem gruczolakoraka ptuca [74]. W zwigzku z tym S7100P, jako gen
potencjalnie zwigzany z rokowaniem u chorych na raka pftaskonabtonkowego

zostat wtgczony do niniejszej analizy.

[6]. Tworzenie mikroagregatow z komorek nowotworowych, ptytek krwi i

leukocytow jako istotny element w tworzeniu odlegtych przerzutow

Na btonie komorkowej krazacych ptytek krwi i leukocytow obecne sg selektyny
— biatka umozliwiajgce im zakotwiczanie na srdodbtonku tkanek docelowych.
Wiele typow komérek nowotworowych, podobnie jak komorki srédbtonka,
posiada na swojej powierzchni ligandy dla selektyn. Zwigzanie selektyn z
ligandem powoduje powstawanie kongregatéw nowotworowo-ptytkowych i
nowotworowo-leukocytarnych. Takie formacje mogq sprzyjaé tworzeniu
przerzutdbw w mechanizmie podobnym jak w przypadku zatorowosci ptucnej
[75]. Komdrki guza wykazujace wyzszg ekspresje ligandow dla selektyn
zgodnie z powyzszym zatozeniem miatyby wiekszy potencjat do
przemieszczania sie na drodze krwionosnej do odlegtych miejsc organizmu. W
przypadku potwierdzenia klinicznego znaczenia tego zjawiska, istnieje
mozliwos¢ blokowania interakcji pomiedzy ptytkami a komdérkami raka poprzez
zastosowanie heparyny. Wykazano ostatnio, ze heparyna stosowana w
profilaktyce zylnej choroby zatorowo-zakrzepowej przeciwdziata wigzaniu sie
selektyn obecnych na ptytkach z ich ligandami obecnymi na powierzchni
komorek raka [76].

Do analizy ekspresji wtgczono transkrypt ligandu dla selektyny-P oraz dla
selektyny-L zaktadajgc, ze nasilenie ich ekspresji moze by¢ wskaznikiem
nasilenia procesu tworzenia mikrozatoréw komérkowych.

Wybierajac geny do niniejszej analizy szczegbdlng uwage zwroécono na
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doniesienie porownujgce wyniki ekspresji gendéw z 3 badan mikromacierzowych
dotyczacych rokowania chorych na ndrp [33]. Wskazano 14 genow, ktorych
ekspresja byta istotnie zwigzana z przezyciem catkowitym chorych na ndrp i
ktérych wspotczynniki regresji w analizie Coxa byty wieksze niz 0,3 oraz miaty
ten sam znak. Obok wspomnianych wyzej VEGF C, selektyny-L oraz Rho GDI
B, z tej grupy genow do niniejszej analizy wybrano takze gen Syntaxin1A. Jego
produkt jest biatkiem btonowym zwigzanym z transportem amin biogennych w
komorkach neuroendokrynnych oraz w komorkach drobnokomoérkowego raka
ptuca [77]. Ponadto syntaksyna 1A ulega nadekspresji w bardziej agresywnych
formach raka okreznicy i raka nerki [78]. Opisano takze syntaksyne 2 (w 70%
homologiczna z syntaksyng 1A), ktorej wysoka ekspresja wigze sie ze
zwiekszonym potencjatem nowotworowej transformacji w gruczole piersiowym u
myszy [79]. Do momentu zamkniecia listy genéw wybranych do niniejszej
analizy opublikowano jedno badanie zastosowania testu mikromacierzy w celu
okreslenia profilu ekspresji gendw zwigzanych z rokowaniem chorych z typem
ptaskonabtonkowym ndrp [26]. Autorzy wyodrebnili 2 grupy chorych na
ptaskonabtonkowego raka, ktérych odrézniata odmienna ekspresja 432 genow.
Z uwagi na podobne zatozenie — dagzenie do maksymalnego ujednolicenia
badanej grupy pod wzgledem typu histologicznego — do niniejszego badania
wigczono 2 z tych genow: KIAA0974 i CD47. Diugi tancuch RNA oznaczony
jako KIAA0974, ktérego sekwencje wyznaczono na podstawie klonowania
cDNA w trakcie realizacji genome project, koduje hipotetyczne biatko o
nieznanej funkcji. CD47 koduje biatko btonowe, ktére zaangazowane jest w
mechanizmie regulacji stezenia wapnia cytozolowego w wyniku oddziatywania
komorki z elementami podscieliska. Ponadto biatko to petni takze funkcje
liganda dla receptora fuzji makrofagéw (ang. macrophages fusion receptor -
MFR), ktory umozliwia im integracje z komérkami nowotworowymi. Uwaza sie,
ze to nie w petni poznane zjawisko moze odgrywac istotng role w tworzeniu
odlegtych przerzutow [80]. Na przykfad dotyczy to hybrydy z komérek czerniaka
i makrofagow. W jednym z badan z udziatem chorych na ndrp, w ktérym
analizowano ekspresje receptorowych kinaz btonowych za pomocg RT-PCR,
czynnikiem najsilniej zwigzanym z wyzszym ryzykiem wystgpienia odlegtych
przerzutow byt receptor dla insuliny (ang. insulin receptor - INSR). Zwiekszona

ekspresja tego genu w ndrp wigzata sie z 7-krotnym wzrostem ryzyka odlegtego
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rozsiewu w grupie chorych w | i Il stopniu zaawansowania [81].

Receptor dla insuliny, odgrywa istotng role w ko-aktywacji receptora dla
insulinopodobnych czynnikéw wzrostu | i Il (ang. insulin-like growth factor 1 and
2 - IGF-1 i IGF-2). Wydaje sie zatem, ze grupa receptoréw kinazowych dla
insuliny i insulinopodobnych czynnikow wzrostu moze odgrywac istotng role w

kancerogenezie i progresji nowotwordéw epitelialnych [82].

2. Cel naukowy

Celem niniejszej pracy jest ocena zaleznosci pomiedzy ekspresja gendw
oznaczong metodg ilosciowej RT-PCR w obrebie pierwotnego guza a
indywidualnym ryzykiem rozsiewu choroby u chorych poddanych resekcji

migzszu ptucnego z powodu ptaskonabtonkowego raka ptuca.

2.1. Cele szczegotowe

1. Ocena czy istnieje gen lub grupa gendw, ktérych charakterystyczny profil
ekspresji wigze sie z przezyciem wolnym od odlegtego nawrotu u
chorych na ptaskonabtonkowego raka ptuca

2. Ocena czy wystepujg zaleznosci pomiedzy ekspresjg poszczegoinych
analizowanych genow

3. Weryfikacja uzyskanych wynikbw w niezaleznej grupie chorych na

ptaskonabtonkowego raka ptuca.
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3. Uzasadnienie podjecia badan

Zatozeniem badania jest okreslenie molekularnego testu opartego na analizie
ekspresji wybranych gendw, ktéry umozliwitby okreslenie indywidualnego
ryzyka rozsiewu nowotworu po radykalnym leczeniu operacyjnym
ptaskonabtonkowego raka ptuca. Potencjalnym klinicznym aspektem tej wiedzy
bytoby wyodrebnienie chorych o wysokim ryzyku nawrotu, u ktérych istniejg
wskazania do pooperacyjnej chemioterapii. W efekcie mogtoby to prowadzi¢ do
poprawy wynikéw leczenia. Z drugiej strony wyodrebnienie chorych o niskim
ryzyku nawrotu, nie wymagajacych uzupetniajgcej chemioterapii pozwolitby na
zmniejszenie toksycznos$ci leczenia i obnizenie jego kosztow. Podsumowujgc
uzasadnieniem dla podjecia opisanych badan jest brak wiarygodnego testu
pozwalajgcego okresli¢ ryzyko niepowodzenia u chorych na ndrp po

doszczetnym leczeniu operacyjnym.
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4. Materiat i Metody

4.1 Geny witgczone do analizy

Przedmiotem analizy byta ekspresja 29 gendéw potencjalnie zwigzanych z

progresjg ndrp i tworzeniem przez ten nowotwor odlegtych przerzutow. Geny te

wybrano na podstawie wynikow wstepnej oceny ich ekspresji z uzyciem

macierzy oligonukleotydowych i danych z piSmiennictwa.

Tabela 4.1. Geny analizowane w badaniu

Gene accession
numer
(transkrypt mRNA)

Nazwa genu (ang.), skrét (ang.)

Numer referencyjny
zestawu (primery +
sonda)
Appliedbiosystems

NM_000175.2

Glucose phosphate isomerase, GPI

Hs00164752_m1

NM_198793.2
NM_001025079.1
NM_001025080.1

CDA47 antigen (Rh-related antigen, integrin-
associated signal transducer), CD47

Hs00179953_m1

NM_001777.3

NM_198389.2 Podoplanin, PDPN Hs00366764_m1

NM_006474.4

NM_000584.2 Interleukin 8, II-8 Hs00174103_m1

NM_005228.3 Epidermal growth factor receptor, (erythroblastic Hs00193306_m1
leukemia viral (v-erb-b) oncogene homolog,
avian), EGFR

BC015394.1 KIAA0974 Hs00612227_m1

NM_018685.2 human analogue of aniline (actin binding protein, Hs00218803_m1
Drosophila scraps homolog), ANLN

NM_000208.1 Insulin receptor, INSR Hs00169631 m1

NM_000291.2 Phosphoglycerate kinase 1, PGK1 Hs99999906_m1

NM_003467.2 Chemokine (C-X-C motif) receptor 4, CXCR4 Hs00237052 m1

NM_001175.4 Rho GDP dissociation inhibitor beta, Hs00171288 _m1
Rho GDI B

NM_172210.1, Macrophage colony stimulating factor 1, Hs00174164_m1

NM_172211.1, CSF1

NM_172212.1,

NM_000757.3

NM_004994 1 Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, type IV Hs00234579 _m1
collagenase), MMP9

NM_000474.3 Twist homolog 1 (acrocephalosyndactyly 3; Hs00361186_m1
Saethre-Chotzen syndrome), Twist1

NM_001792.2 N-cadherin (cadherin 2, type 1), N-cadherin Hs00169953 m1

NM_017732.3, Hypoxia-inducible factor prolyl 4-hydroxylase, Hs00214665 m1

NM_177939.2, PH-4

NM_177938.2

NM_001007792.1,
NM_001012331.1,
NM_002529.3

Neurotrophic tyrosine kinase receptor type 1
NTRK1

Hs00176787_m1
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NM_001007097 .1,
NM_001018064.1,
NM_001018065.1,
NM_001018066.1,

Neurotrophic tyrosine kinase, receptor type 2
NTRK2

Hs00178811_m1

NM_006180.3

NM_005429.2 Vascular endothelial growth factor C, VEGFC Hs00153458 m1
NM_001216.1 Carbonic anhydrase 9, CA9 Hs00154208 m1
NM_005980.2 Calcium binding protein P, S100P Hs00195584 m1
NM_001001389.1 CD44 antigen (homing function and Indian blood | Hs00153310_m1
NM_000610.3 group system), CD44

NM_003379.3 Ezrin, Vil2 Hs00185574_m1
NM_212474 .1, Fibronectin 1, FN1 Hs00365052_m1
NM_212475.1,

NM_212476.1,

NM_212478.1,

NM_212482.1,

NM_002026.2,

NM_054034.2

NM_000602.1 Serpin1 (Nexin, Plasminogen Activator Inhibitor Hs00167155_m1

type 1), PAI-1
NM_003006.3 Selectin P ligand , SELPG Hs00356602_m1
NM_000655.2 Selectin L (lymphocyte adhesion molecule 1), Hs00174151_m1
SELL
NM_004603.1 Syntaxin 1A (brain), STX1A Hs00270282_m1

NM_001010931.1,
NM_001010933.1,
NM_001010934.1,
NM_001010932.1,
NM_000601.4

Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter
factor), HGF

Hs00300159_m1

4.2 . Ocena ekspresji genow

Ekspresje gendéw analizowano na ,poziomie” transkrypcji, oceniajgc liczbe kopii
MRNA przy zastosowaniu reakcji odwrotnej transkryptazy i reakcji tancuchowej
polimerazy (RT-PCR, ang. reverse transcriptase--polymerase chain reaction).
Technika RT-PCR, sktada sie z dwu etapéw: [1] reakcji odwrotnej transkryptazy
(ang.
polimerazy (ang. polymerase chain reaction). W reakcji odwrotnej transkryptazy

reverse transcriptase), ktora poprzedza [2] tancuchowg reakcje

zachodzi synteza jednoniciowego tancucha DNA komplementarnego wobec
RNA (cDNA, ang.

rejestruje sie w czasie jej trwania (ang. real-time - w ,czasie rzeczywistym”).

complementary deoxynucleic acid). Przebieg reakciji
Okreslenie ,w czasie rzeczywistym” odnosi sie do istoty metody — state
rejestrowanie przyrostu produktu PCR pozwala na oszacowanie wyjsciowej
liczby transkryptu mRNA. Monitorowanie przyrostu iloéci amplikonu jest

mozliwe poprzez rejestracje sygnatu fluorescencyjnego emitowanego w czasie
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reakcji polimerazy, ktérego moc jest wprost proporcjonalna do liczby kopii
amplikonu. Sygnat fluorescencyjny jest generowany przez swoiste sondy
taczace sie amplikonami lub przez substancje fluorescencyjng nieswoiscie
wigzacqg sie z dwuniciowym DNA. Kluczowg role w tej technice odgrywa tak
zwany cykl Ct (ang. threshold cycle) czyli cykl PCR, po ktérym w mieszaninie
reakcyjnej ilos¢ amplikonu umozliwia detekcje sygnatu fluorescencyjnego. Od
tego momentu nastepuje faza geometrycznego przyrostu intensywnosci
fluorescenciji. Przy czym wieksza poczatkowa ilos¢ transkryptu mRNA wymaga
mniejszej liczby cykli PCR dla pojawienia sie sygnatu fluorescencyjnego. Zatem
im nizsza jest wartos¢ Ct, tym wieksza poczatkowa ilos¢ analizowanego
transkryptu. Ct jest wyznaczany wzglednie wczesnie w czasie postepu reakcji,
nie jest zatem zalezny od zuzycia odczynnikow reakcyjnych, co warunkuje
wysokg doktadno$¢é metody.

W poréwnaniu z innymi technikami oceny nasilenia ekspresji genéw reakcja
RT-PCR charakteryzuje sie wzglednie wysokg czutoscig. Wykazano, ze mozna
wykry¢ jedng kopie mRNA wsréd catkowitego RNA wyizolowanego z okoto
5000 komodrek (1 mRNA w 10 ng catkowitego RNA) [83]. Daje to mozliwos¢
prowadzenia reakcji RT-PCR w systemach wysokiej wydajnosci. Jednym z nich
jest system kart mikrocieczowych (ang. microfluidic cards lub TLDA — TagMan
Low Density Arrays, firmy Appliedbiosystems) umozliwiajacy jednoczesne
prowadzenie 384 reakcji ilosciowej RT-PCR. Dzieki zastosowaniu tego systemu
mozliwe jest zmniejszenie btedu systematycznego (btad pipety) oraz kosztéw i

czasochtonnosci badania.
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Rycina 4.3.1. Etapy badania ekspresji gendw metodq ilosciowej RT-PCR.

Izolacja RNA z tkanek guza

Reakcja

odwrotnej transkryptazy

Reakcja ilosciowa

PCR w czasie rzeczywistym

Normalizacja ,,surowych”

wynikow ekspresiji

Analiza znormalizowanych

i skalibrowanych wartosci ekspresji
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4.3 Przygotowanie wycinkdw z guzdéw raka ptuca oraz izolacja catkowitego
RNA

Materiat do analizy stanowity wycinki raka pfaskonabtonkowego ptuca (o
objetosci okoto 1cm®) pobrane bezposrednio po usunieciu guza i zamrozone w
cieklym azocie i przechowywane w temperaturze -80°C (ryc 4.3.1). Do izolacji
RNA wykorzystywano 20 skrawkéw nowotworu, kazdy o grubosci 20 mikronéw
(cietych w kriotomie), ktére zawieszano w buforze lizujgcym materiat tkankowy i
inaktywujacym RNAzy — bufor RLT™ (Qiagen). Pierwszy i ostatni skrawek
nowotworu (grubosci 5 mikronéw) wybarwiano hematoksyling i eozyng w celu
oceny przez patologa zawartosci komorek nowotworowych, martwicy,
domieszek tkanki wtoknistej, prawidtowego migzszu ptucnego lub nacieku
zapalnego w badanym wycinku. RNA izolowano, jesli tkanki nowotworowej
obejmowata przynajmniej 60% przekroju preparatu histopatologicznego.
Stosowano zestawy do jednoczesnej izolacji DNA i RNA — AllPrep (Qiagen).
Przy uzyciu wyzej wspomnianych zestawow mozliwa jest izolacja tancuchéw
RNA o dtugosci od 200 nukleotydow. Zapewnia to uzyskanie puli RNA
wzbogaconej o dtugotancuchowe czagstki mRNA i sRNA; jednoczesnie
eliminowane sg krotkie tancuchy RNA (np. mikroRNA, nukleolarne RNA czy
tRNA). Ustalono eksperymentalnie, ze zanieczyszczenie genomowym DNA w
prébkach RNA uzyskanych tg metodg jest rzedu 1:1.000.000. Stezenie RNA w
kazdej probce okreslano przy uzyciu technologii Nano-Drop. Pomiaru stezenia
dokonywano w trzech powtérzeniach. Jakos¢ RNA potwierdzano na Zzelu
agarozowym (ryc. 4.3.2) oraz w Bioanalizerze (Agilent) - wartosci RIN zawieraty
sie w zakresie 6,6-9,8 (ryc. 4.3.3). Prébki RNA poza temperaturg
przechowywania -80°C byly utrzymywane w temperaturze bliskiej 0°C (poza
amrazarkg prébki zawsze znajdowaty sie na lodzie w celu zminimalizowania

ryzyka degradacji RNA).
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Rycina 4.3.2 Zdjecie zeli agarozowych z rozdziatu elektroforetycznego uzyskanego RNA.

Ostatnia probka z panelu A zawiera catkowicie zdegradowany RNA.

Panel A Panel B

Rycina 4.3.3 Wyniki rozdziatu elektroforetycznego uzyskanego RNA w aparacie Bioanalyzer
(Agilent) dla 12 kolejnych prébek RNA.
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4.4 Reakcja odwrotnej transkryptazy

W reakcji odwrotnej transkryptazy z uzyciem High Capacity Reverse
Transcriptase KIT (AppliedBiosystems) syntetyzowano cDNA z 1 ug RNA, w
sktadzie ktérego znajduje sie enzym Multiscribe (AppliedBiosystems). Reakcje
prowadzono w objetosci 20 pl jednoczesnie dla wszystkich prébek
analizowanych w badaniu, zgodnie z nastepujacymi warunkami (tabela 4.4.1):

Tabela 4.4.1. Warunki reakcji odwrotnej transkryptazy

Pierwszy etap Drugi etap Trzeci etap Czwarty etap
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Czas 10 min 120 min 5 min 0

W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzity nastepujgce sktadniki w proporcji

zalecanej przez producenta (tabela 4.4.2).

Tabela 4.4.2. Sktad mieszaniny reakcyjnej reakcji odwrotnej transkryptazy

Sktadnik Objetos¢ (ul) w jednej reakcji
10 X Buffet 2,0
25 X dNTP Mix (100mM) 0,8
10 X RT random primery 2,0
MultiScribe ™MReverse Transcriptase 1,0
RNase Inhibitor 1,0
Woda wolna od RNAz 3,2
badane RNA 10,0
Suma 20,0

W reakcji stosowano primery randomowe (ang. random primers), ktore

zapoczatkowujg reakcje RT w dowolnym miejscu wzdtuz tancucha mRNA.
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4.5 Ekspresja gendw oznaczona za pomocg reakcji ilosciowej real time RT-

PCR w systemie kart mikrocieczowych (TLDA).

Karty mikrocieczowe to system dotkow reakcyjnych umozliwiajgcy jednoczesne
prowadzenie 384 reakcji RT-PCR (ryc. 4.5.1). W niniejszym badaniu stosowano
uktad TLDA, w ktérym byta mozliwa ocena ekspresji 32 genow (reakcje w
trzech powtorzeniach) jednoczesnie dla osmiu prébek. Karty mikrocieczowe
zawierajg liofilizowane primery i sondy na ptytce, pogrupowane w osmiu
identycznych sektorach (ryc 4.5.2). Do kazdego z tych sektorow wprowadzono
mieszanine reakcyjng zoptymalizowang do prowadzenia reakcji ilosciowej PCR
(sktad: (i) produkt reakcji odwrotnej transkryptazy (55 uyl cDNA
odpowiadajgcego 100 ng RNA) oraz (ii) 55 pl odczynnika TagMan Universal
PCR Master Mix® (Appliedbiosystems)). TagMan Universal PCR Master Mix
zawiera (polimeraze AmpliTag Gold®, AmpEraseUNG®, dNTP zawierajgce
dUTP, substancje zapewniajacy tto fluorescencji (ang. passive reference) oraz
bufory zoptymalizowane dla prowadzenia PCR). AmpErase® jest enzymem,
ktérego  aktywnos¢ przeciwdziata zanieczyszczeniom  probek  DNA

pochodzacym z poprzednich reakcji PCR.
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Rycina 4.5.1 Obraz ptytki mikrocieczowej TLDA. A) wprowadzono mieszaning reakcyjng do
pierwszego portu dla pierwszego sektora ptytki. B) Plytka TLDA, do ktérej wprowadzono 8
mieszanin reakcyjnych. W wyniku wirowania mieszanina reakcyjna dostaje sie do dotkéw
reakcyjnych.
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Format 32 (21 unique assays + 1 control)
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Rycina 4.5.2 Schemat ptytki mikrocieczowej TLDA - rozmieszczenie zestawow do amplifikacji
(primery i sondy). Osiem identycznych zestawdw (sektoréw) 32 gendw (kazdy w trzech
powtorzeniach).

Karty mikrocieczowe (ryc. 4.5.1), do ktdérych wprowadzono mieszanine
reakcyjna: cDNA z TagMan Universal PCR Master Mix, sg nastepnie
dwukrotnie wirowane w temperaturze pokojowej z predkoscig 1200 rpm przez 1
minute w wirdwce (Sorvall™ Legend). Kolejno dotki reakcyjne wypetnione
mieszaning reakcyjng sg zasklepiane w urzadzeniu Sealer (Appliedbiosystems);
porty odcinane sg od karty przy uzyciu nozyczek. Tak przygotowana karta
mikrocieczowe TLDA jest gotowa do prowadzenia reakcji ilosciowej PCR w

cyklerze.

Reakcje ilosciowej PCR w czasie rzeczywistym (ryc. 4.5.3) prowadzono
zgodnie z ponizszymi warunkami reakcji: aktywacja AmpErase UNG, aktywacja
polimerazy AmpliTaq Gold oraz 40 cykli PCR (Tabela 4.5.1):

Kazdy z 40 cykli
Aktywacja Aktywacja polimerazy
AmpErase UNG AmpliTaq Gold Denaturacja Przytgczanie
dwuniciowego primeréw/
cDNA wydtuzanie
50°C 2 min 94,5°C 10 min 97°C30 sekund 59,7°C 1 min

Tabela. 4.5.1 Warunki reakcji ilosciowej RT-PCR

27




Polymerization

R = Reporter
0 = Quencher
Forward
g Primer Probe 7'
E' 1
5' 1
— I—
Reverse
Strand Displacement Primer
5 — }u 3
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5 |
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Cleavage
5 — - 3
3 5
5 Y

=
Polymerization
Completed !E’
“ 3
o

) 5
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Rycina 4.5.3 Schemat reakcji ilosciowej PCR. Polimeryzacja (ang. polimerization):
aktywnos$¢ polimerazy AmpliTag Gold® (AppliedBiosystems) — synteza nowej nici
komplementarnej do transkryptu cDNA — reakcja zapoczatkowana przez przytgczenie
swoistych primeréw. Do transkryptu swoiscie przytacza sie odpowiednia sonda (ang.
probe). Sonda ta zawiera element fluorescencyjny R (ang. reporter) oraz element
~wygaszajacy fluorescencje” Q (ang. quencher). Sonda shybrydyzowana z amplikonem
nie emituje fluorescencji. ,0dhybrydyzowanie” sondy (ang. strand replacement)
nastepuje pod wptywem polimerazy, ktéra posiada aktywno$é nukleazy 5—3'.
Polimeraza, postepujac wzdtuz nici cDNA, w momencie zetkniecia z sondg ,trawi” jg -
nastepuje zatem trawienie sondy (ang. cleavage). W konsekwencji strawienia sondy
uwalniane sg elementy R i Q. Uwolniony element R emituje sygnat fluorescencyjny,
ktory jest rejestrowany przez czytnik cyklera HT 7900 (AppliedBiosystems). Kolejno
nastepuje dalsza polimeryzacja i zakonczenie syntezy nici cONA (ang. polimerization
completed).



Zestawy do amplifikacji cDNA (primery i sonda) zostaty tak zaprojektowane, aby
amplifikowany produkt obejmowat sekwencje sgsiadujgcych ze sobg eksonow
badanego genu. Taki sposdb projektowania primeréw i sond zapewnia
najwyzszag swoisto$¢ amplifikacji wobec cDNA uzyskanego z mRNA w reakciji

odwrotnej transkryptazy.
4.6 Normalizacja wartosci ekspresji

Surowe wartoéci ekspresji gendéw sg wyrazone jako wartosci Ct (ang. threshold
cycle — cykl progowy) i w celu poréwnania ich z innymi prébkami wymagajg
normalizacji. Wartosci Ct dla gendéw badanych sg dla kazdej probki odnoszone
do wartosci Ct dla genéw normalizacyjnych. W ten sposéb otrzymywana jest
wzgledna wartos¢ ekspresiji dla probki. Celem normalizacji jest korekta wartosci
ekspresji o btad wynikajgcy z niewielkich réznic zwigzanych z btedem pipety
przy dodawaniu RNA do reakcji odwrotnej transkryptazy i przy czynnosciach
zwigzanych z przygotowywaniem ilosciowej PCR. Do normalizacji wykorzystuje
sie tzw. geny house-holding, takie jak: GAPDH lub geny strukturalne (np.
podjednostka 78S rRNA lub B-aktyna). W niniejszym badaniu w charakterze
genu normalizacyjnego wykorzystano transkrypt dla podjednostki 18S
rybosomalnego strukturalnego RNA.

Ostatecznie ekspresje genow wyrazono w formie wzglednej, wyznaczonej

wzgledem probki kalibrujgcej caty eksperyment (kalibrator), zgodnie ze wzorem:
Ekspresja genu badanego = 2744

q — probka badana
cb — probka kalibrujgca

ACt = (Ctgen badany'Ctgen normalizacyjny)

Dla pierwszego etapu badan (populacja uczaca), probka kalibrujgcg byta
mieszanina tej samej ilosci RNA ze wszystkich prébek wykorzystywanych w
badaniu. W drugim etapie (populacja walidacyjna) wartosci ekspresiji

kalibrowano wzgledem dostepnej komercyjnie prébki RNA, bedacej mieszaning
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RNA wyizolowanego z 10 linii komoérkowych wyprowadzonych z ludzkich
nowotworéw — Universal Human Reference RNA™ (Stratagen).

2hact jest mozliwe przy zatozeniu identycznej

Zastosowanie metody
efektywnosci reakcji PCR dla genu badanego oraz genu normalizacyjnego.
Wykazano, ze wszystkie stosowane w badaniu zestawy starteréw i sond
charakteryzujg sie 100% efektywnoscig amplifikacji [84]. Metoda ta oraz jej
zatozenia wraz z matematycznym wyprowadzenie wzoru zostaty szczegotowo
opisane wczesniej [85].

W pierwszym etapie badan (66 chorych na raka ptaskonabtonkowego —
populacja uczgca) analizowano ekspresje 29 genéw. W drugim etapie
(populacja walidacyjna) — badano ekspresje 9 genow, ktére miaty najwyzszag

warto$¢ rokowniczg w populacji uczacey.

4.7. Charakterystyka badanej grupy chorych

Z uwagi na potencjalny wpltyw na ekspresje gendéw roznic w strukturze
tkankowej poszczegolnych typdw histologicznych ndrp, badaniem objeto

wytgcznie chorych z rozpoznaniem typu ptaskonabtonkowego ndrp.

1. Populacja uczgca - 66 chorych

2. Populacja walidacyjna - 27 chorych

Okreslono nastepujace kryteria wigczenia do badania:

1. Doszczetna resekcja guza i limfadenektomia weztéw srddpiersiowych

2. Dostepnos¢ wycinka z zamrozonej tkanki nowotworu (przynajmniej 60%
tkanki nowotworowej na przekroju z wycinka guza)

3. Przynajmniej 3-letnia obserwacja w przypadku chorych, u ktérych nie
stwierdzono wznowy choroby

4. Niestosowanie pooperacyjnej chemioterapii
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Populacja uczgca utworzona w celu okreslenia rokowniczego profilu ekspresiji
gendw obejmowata 66 chorych na raka ptaskonabtonkowego w stopniu
zaawansowania I-lllA leczonych chirurgicznie latach 2000 — 2004 w Klinice
Chirurgii Klatki Piersiowej Akademii Medycznej w Gdansku (obecnie
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w Gdansku). U 33 chorych rozwinety sie
przerzuty odlegte po doszczetnej resekcji guza, a u pozostatych 33 w ciggu 3 lat
nie stwierdzono nawrotu choroby Mediana czasu obserwacji w grupie bez
nawrotu wynosita 61 miesiecy (zakres 42-78 miesiecy) (tab. 4.7.1). Srednice
pierwotnego guza mniejszg niz 4 cm stwierdzono u 27 chorych; a réwng lub

wiekszg niz 4cm - u 39 chorych.

Tabela 4.7.1 Kliniczna charakterystyka chorych z populacji uczacey.

Zmienna Grupa chorych ze Grupa chorych bez | Obie grupy chorych
wznowg odleglg nawrotu N=66
N=33 N=33
Wiek (lata) $rednia/zakres 61 (37-75) 63 (48-76) 63 (37-76)
Pte¢
Kobiety 4 (12 %) 10 (30 %) 14 (21 %)
Mezczyzni 29 (88 %) 23 (70 %) 52 (79 %)
Stopien zaawansowania
IA 3 (9%) 7 (21 %) 10 (15 %)
IB 16 (48 %) 16 (48 %) 32 (49 %)
IIB 14 (42 %) 8 (24 %) 22 (33 %)
A 0 (0%) 2 (6%) 2 (3 %)
Zrdznicowanie
histologiczne
G1 3 (9%) 4 (12 %) 7 (11 %)
G2 21 (63 %) 24 (72 %) 45 (68 %)
G3 9 (26 %) 5 (16 %) 14 (21 %)

Populacja walidacyjna utworzona w celu potwierdzenia rokowniczego
znaczenia wybranego profilu ekspresji genow obejmowata 27 chorych na
ptaskonabtonkowego raka ptuca w | i Il stopniu zaawansowania poddanych

doszczetnej resekcji ptucnej w Szpitalu Uniwersyteckim w Madrycie (12
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chorych); w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej Akademii Medycznej w Gdansku
(obecnie Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w Gdansku) (6 chorych) oraz

w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (9

chorych) (tab. 4.7.2).

Tabela 4.7.2 Kliniczna charakterystyka chorych z populacji walidacyjnej.

G . . Grupa walidacyjna | Grupa walidacyjna
rupa walidacyjna h b h
Zmienna N=27 chorzy bez wznowy | chorzy ze wznowg
choroby choroby
N=12 N=15
Wiek (lata) (Srednia/zakres) 63,8 (45-79) 67,7 (48-79) 60,6 (45-79)
Pte¢
Kobiety 2 (7,4%) 1(8,3%) 1(6,7%)
Mezczyzni 25 (92,6%) 11 (91,7%) 14 (93,3%)
Stopien zaawansowania
A 1 (3,7%) 1(8,3%) 0 (0%)
B 18 (66,7%) 10 (83,3%) 8 (53,3%)
A 1(3,7%) 0 (0%) 1(6,7%)
IIB 7 (25,9%) 1(8,3%) 6 (40%)
Zréznicowanie histologiczne
G1 5(18,5%) 2 (16,7%) 3 (20%)
G2 10 (37%) 6 (50%) 4 (26,7%)
G3 12 (44,5%) 4 (33,3%) 8 (53,3%)

4.8. Statystyczna analiza danych

Gtéwnym celem badania byto opracowanie profilu ekspresji genéw zwigzanego
z wysokim ryzykiem odlegtego nawrotu i niekorzystnym rokowaniem chorych na
ptaskonabtonkowego raka ptuca. Do tego celu przeprowadzono analizy w dwu
niezaleznych grupach chorych. W grupie uczgcej okreslono indeks ryzyka
nawrotu, ktérego kliniczng warto$¢ zweryfikowano nastepnie w niezaleznej

grupie walidacyjnej.

W populacji uczgcej przeprowadzono analizy przezycia wolnego od wystgpienia
odlegtego nawrotu (ang. metastasis free survival - MFS) w zaleznosci od
wartosci ekspresji wszystkich analizowanych genéw wyrazonych jako zmienna
ciggta oraz jako zmienna kategoryzowana wobec mediany w modelu
jednoczynnikowym Coxa. Kategoryzacje przeprowadzono w dwojaki sposéb. W

pierwszym przypadku ekspresja genu byta kodowana jako ,0” (dla wartoSci
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ponizej wartosci mediany ekspresji) lub ,1” (wartosci powyzej mediany
ekspresji). Drugim sposobem kategoryzacji wynikow byt podziat wartosci

ekspresji wzgledem warto$ci kwartyli ekspresji:

,0” — ponizej najnizszego kwartyla ekspresji
,17 — wartosci ekspresji wieksze od 1 kwartyla i mniejsze od mediany ekspresji
,2" — wartosci wieksze od mediany, lecz mniejsze od 3 kwartyla ekspresji

~3 — wartosci ekspresji wieksze niz 3 kwartyl ekspresji

Analize czasu przezycia wolnego od nawrotu odlegtego w zaleznosci od
ekspresji kategoryzowanej wedtug kwartyli przeprowadzono dla gendéw
znamiennych w dwu pierwszych analizach. Dla oceny znamiennosci zwigzku
pomiedzy ekspresjg gendw a czasem przezycia wolnego od nawrotu odlegtego
zastosowano test log-rank. Dla wykreslenia krzywych przezycia dla grup
kategoryzowanych w zaleznosci od ekspresji genow stosowano metode
Kaplana-Meiera. Za zdarzenie kompletne uznawano wystgpienie przerzutow
odlegtych (jak wspomniano wczesniej nie brano pod uwage chorych, u ktérych
doszto jedynie do izolowanego nawrotu miejscowego). Date ostatniej wizyty
lekarskiej, w czasie ktorej na podstawie badania podmiotowego i
przedmiotowego, badan obrazowych, a w razie potrzeby bronchoskopii i/lub
badan bardziej inwazyjnych stwierdzono odlegty nawrét choroby, przyjmowano
jako date zakonczonej kompletnej obserwaciji.

Ponadto w populacji uczgcej przeprowadzono analize zwigzku pomiedzy
wystgpieniem przerzutow odlegtych w zaleznos$ci od wartosci ekspresji.

Wykorzystano do tego celu nieparametryczny test Manna-Whitneya.

Modele rokownicze

1. Pierwszy model rokowniczy — optymalny

Geny, ktérych ekspresja wykazywata najsilniejszy zwigzek z rokowaniem
chorych w analizach przezycia wolnego od nawrotu odlegtego (p<0,02) zostaty
wiaczone do analizy wieloczynnikowej (model regresiji liniowej Coxa). Wzieto

pod uwage najlepsze wyniki zarowno dla analiz ekspresji jako zmienna ciggta,
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jak i zmienna kategoryzowana. Wspotczynniki B z réwnania regresji stanowity
podstawe obliczenia tzw. indeksu ryzyka nawrotu (ang. risk score RS). Indeks
ryzyka nawrotu jest réwnaniem wyliczajgcym wartos¢ odpowiadajaca
szacowanemu ryzyku wystgpienia nawrotu odlegtego po doszczetnej resekcji
raka ptuca i ryzyka zgonu z tego powodu. Réwnanie to jest swojego rodzaju
Srednig wazong rokowniczego wptywu wartosci ekspresji kazdego z gendw i

przyjmuje nastepujacg postac ogoélna:

RS = [wsp. B gena * {€kspresja genu A}] + [wsp. Bgen B *{€KSPresja genu B}] + ...

+ [wsp. B genn * {€kspresja genu N}] ...

Wsp. B gen - WSpOtczynnik regresji z modelu wieloczynnikowego dla danego genu

ekspresja genu X — znormalizowana wartos¢ ekspresji wg transformacji z-score

W grupie uczgcej porownano przezycie wolne od nawrotu pomiedzy
podgrupami z niskim i wysokim wskaznikiem ryzyka nawrotu (ponizej i powyzej
mediany warto$ci RS) przy zastosowaniu testu log-rank oraz wygenerowano
odpowiednie krzywe przezycia metodg Kaplana-Meiera. Ten indeks ryzyka
nastepnie testowano przy zastosowaniu tej samej procedury w grupie

testujgcey.

Drugi model rokowniczy - opcjonalny

Poza modelem ,optymalnym”, opartym na ekspresji najbardziej znamiennych
gendw, podjeto probe utworzenia modelu rokowniczego z uwzglednieniem
genow o jednoczynnikowej znamiennosci wiekszej niz p=0.02, ale
interesujgcych z powodu biologicznej funkcji petnionej w komérce (model 2).
Model ten oparto wytgcznie na wartosciach ekspresji gendéw przedstawionych
jako zmienna ciggta. Zastosowano procedure generowania i weryfikacji tego

modelu analogiczng jak w przypadku modelu 1.
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Trzeci model rokowniczy - redukowany

Geny wchodzace w sktad dwu poprzednich modeli zostalty wykorzystane
kolejno do tworzenia trzeciego modelu z zastosowaniem metody regresji
krokowej. Metoda ta zaktada etapowg eliminacjie gendw o najnizszej
znamiennosci statystycznej z modelu wieloczynnikowego Coxa, w celu
otrzymania optymalnego zestawu. W pierwszym etapie regresji krokowej
analizowano 12 gendéw z modelu 1. i 2. Dazono do utworzenia modelu o

wysokiej mocy rokowniczej przy najmniejszej liczbie genow.

Modele rokownicze pozytywnie zweryfikowane w niezaleznej grupie testujgcej
zostaty kolejno wigczone do analiz wieloczynnikowych czasu wolnego od
odlegtego nawrotu (model wieloczynnikowy Coxa), w ktérych jednoczesnie
analizowano cechy Kkliniczne, takie jak: stopien zaawansowania (I vs Il),

zroznicowanie histologiczne (1 vs 2 vs 3), srednice guza oraz ptec.

Ponadto oceniono przezycie wolne od nawrotu odlegtego w zaleznosci od
wartosci indeksu ryzyka w podgrupach chorych z grupy treningowej: (I) w
podgrupie chorych, u ktérych srednica guza nie przekraczata 40 mm oraz (ll) w
grupie chorych, u ktérych $rednica byta wieksza niz 40 mm. W obrebie tych
podgrup chorzy byli kwalifikowani jako majgcy wysokie lub niskie ryzyko
nawrotu, jesli ich wartosci indeksu ryzyka byty odpowiednio wieksze lub

mniejsze od wartosci mediany danego indeksu ryzyka w catej populacji uczgcey.

Do obliczen statystycznych zastosowano zarejestrowany Statistical Package for
the Social Sciences, version 13 (SPSS, Inc.). Badanie zostato zaaprobowane
przez Niezalezng Komisje Bioetyczng do Spraw Badahn Naukowych przy
Akademii Medycznej w Gdansku (decyzja NKEBN/880/2003 z dnia 17 grudnia
2003).
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5. Wyniki

5.1 Analizy jednoczynnikowe

Mediana catkowitego czasu przezycia w grupie uczacej wynosita 45,7 miesiecy,
w tym dla chorych w stopniu | - 46,6 miesiecy, a dla chorych w stopniu Il i Il -
38,2 miesiecy. U 33 chorych, u ktérych po doszczetnym zabiegu chirurgicznym
rozwinety sie odlegte przerzuty mediana czasu przezycia do nawrotu wynosita
12 miesiecy (zakres: od 1 miesigca do 60 miesiecy). U pozostatych 33 chorych,
u ktorych nie wykazano nawrotu choroby, mediana czasu obserwacji wynosita
61 miesiecy (zakres 42-78 miesiecy). U siedmiu chorych, u ktérych rozwinety

sie przerzuty odlegte, stwierdzono rowniez miejscowg lub regionalng wznowe.

W analizie czasu wolnego od wystapienia przerzutéw odlegtych (ang.
metastases free survival - MFS) w zaleznosci od ekspresji gendw jako zmiennej
ciggtej, wysoka ekspresja 10 genéw: CSF1, Rho GDI B, SELPLG, ANLN,
PDPN, KIAA0974, SELL, PAI1, PH4 i FN1 wykazywata znamienny zwigzek z
krotszym czasem do rozwoju przerzutow odlegtych (p<0,05) (tab. 5.1.1).
Wysoka ekspresja MMP9, HGF, INSR i VEGF C takze wigzata sie z krotszym

MFS, jednak zaleznosc ta nie osiggneta znamiennosci statystycznej (p<0,22).

W analizie zaleznosci pomiedzy MFS a ekspresja genow wyrazong jako
zmienna kategoryzowana (ponizej lub powyzej wartosci mediany ekspresiji dla
danego genu), wysoka ekspresja: CSF1, FN1 i PAI1 wykazywata znamienny
zwigzek z krotszym MFS; natomiast wysoka ekspresja CA9 byta zwigzana z
dtuzszym MFS (tab. 5.1.2). W grupie chorych z wysokg ekspresjg KIAA 0974,
PH4, NTRK1, Rho GDI B, HGF, SELPLG i VEGF C stwierdzono krotszy MFS,
przy czym zaleznos¢ ta nie osiggneta znamiennosci statystycznej (p<0,15).

W analizie MFS w zaleznosci od ekspresji genéw kategoryzowanej wedtug
wartosci kwartyli ekspresji, CA9, CSF1, FN1 i PAI-1 wykazywaty znamienne
roznice pod wzgledem MFS dla 4 grup ekspresji (tab. 5.1.2). Krzywe przezycia
dla grup definiowanych wzgledem wartosci mediany i kwartyli ekspresji

wybranych genéw w odniesieniu do MFS przedstawiono w zatgczniku 1.
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Tabela 5.1.1 Geny, ktérych ekspresja jako zmienna ciagta wykazywata zwigzek z MFS oraz

kilka wybranych genéw nie wykazujacych zwigzku z ryzykiem nawrotu.

Ekspresja genu jako zmienna ciggta
Nazwa
P Ryzyko przerzutéw odtegtych i zgonu
genu
CSF1 <0.001 wzrost ryzyka
Rho GDIB | 0.001 wzrost ryzyka
SELPLG 0.003 wzrost ryzyka
ANLN 0.005 wzrost ryzyka
PDPN 0.01 wzrost ryzyka
KIAA0974 0.01 wzrost ryzyka
SELL 0.033 wzrost ryzyka
PAI1 0.038 wzrost ryzyka
PH4 0.038 wzrost ryzyka
FN1 0.041 wzrost ryzyka
MMP9 0.107 trend do wzrostu ryzyka
HGF 0.12 trend do wzrostu ryzyka
INSR 0.13 trend do wzrostu ryzyka
VEGFC 0.21 trend do wzrostu ryzyka
CA9 0.6 -
GPI 0.93 -
NTRK1 0.94 -

Niektére z gendw znamiennych w analizach MFS w zaleznosci od ekspresiji
jako zmienna ciggta lub kategoryzowana wzgledem mediany w nie wykazywaty
znamiennosci w analizie w odniesieniu do kwartyli ekspresji (tab. 5.1.3). Na
przyktad rokowanie chorych z najwyzszymi wartosciami ekspresji PDPN
(powyzej 3. kwartyla) oraz najnizszymi wartosciami ekspresji (ponizej 1.
kwartyla) byto identyczne. Nieoczekiwanie, grupa z wartosciami powyzej 1.
kwartyla i ponizej mediany charakteryzowata sie bardzo korzystnym
rokowaniem, lepszym niz wymienione wczesniej grupy (Zatgacznik 1.N.)

Podobnie, chorzy z najwyzszg ekspresjg receptora dla insuliny (INSR) mieli
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najmniej korzystne rokowanie. Z kolei w grupie z wartosciami ekspres;ji
pomiedzy mediang a 3. kwartylem stwierdzono najlepsze rokowanie,
korzystniejsze niz u chorych z najnizszymi wartosciami ekspresji tego receptora
(Zatgcznik 1.J.)

Tabela 5.1.2. Zestawienie rokowniczej roli ekspresji poszczegdlnych gendéw jako zmiennej

ciggtej i zmiennej kategoryzowanej (ponizej lub powyzej wartosci ekspresji mediany).

ekspresja jako zmienna ekspresja jako zmienna
ciggta kategoryzowana
Ryzyko Ryzyko
P przerzutéw P przerzutéw
CSF1 <0.001 |wzrost ryzyka 0.01 wzrost ryzyka
Rho GDI B3 |0.001 wzrost ryzyka 0.093 |wzrost ryzyka
SELPLG 0.003 wzrost ryzyka 0.108 |trend do wzrostu ryzyka
ANLN 0.005 wzrost ryzyka 0.26 trend do wzrostu ryzyka
PDPN 0.01 wzrost ryzyka 0.53 -
KIAA0974 |0.01 wzrost ryzyka 0.068 |trend do wzrostu ryzyka
SELL 0.033 wzrost ryzyka 0.28 trend do wzrostu ryzyka
PAI1 0.038 wzrost ryzyka 0.048 |wzrost ryzyka
PH4 0.038 wzrost ryzyka 0.073 |trend do wzrostu ryzyka
FN1 0.041 wzrost ryzyka 0.021 |wzrost ryzyka
MMP9 0.107 trend do wzrostu ryzyka |0.87 -
HGF 0.12 trend do wzrostu ryzyka |0.101 |wzrost ryzyka
INSR 0.13 trend do wzrostu ryzyka |0.23 trend do wzrostu ryzyka
VEGFC 0.21 trend do wzrostu ryzyka |0.148 |trend do wzrostu ryzyka
CA9 0.6 - 0.004 |redukcja ryzyka
EGFR 0.6 - 0.33 |-
GPI 0.93 - 0.16 trend do redukcji ryzyka
NTRK1 0.94 - 0.092 |trend do wzrostu ryzyka
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Interpretacja takiej korelacji jest niejednoznaczna - moze ona wskazywac¢ na
znaczenie rokownicze jedynie dla najwyzszych lub bardzo wysokich wartosci
ekspresji INSR. Taki rozktad krzywych przezycia dla kwartyli mogt jednak
rowniez oznacza¢ brak znaczenia rokowniczego ekspresji tego genu. Innymi
genami, ktorych ekspresja kategoryzowana wedtug wartosci kwartyli
wykazywata nieliniowg zaleznos¢ z MFS byly GPI i NTRK1. Wysoka ekspresja
genu CA9 wykazywata zwigzek z korzystnym rokowaniem - grupa z
warto$ciami ekspresji powyzej mediany i ponizej 3. kwartyla wykazywata
najdtuzsze przezycie bez nawrotu. Grupy chorych z ekspresjg ponizej wartosci

mediany cechowato najgorsze rokowanie (Zatgcznik 1.B.).

Tabela 5.1.3. Poréwnanie znaczenia rokowniczego ekspresji wybranych genéw wyrazonej w

kategoryzacji wobec mediany ekspresji oraz wobec wartosci kwartyli ekspresji.

Ekspresja kategoryzowana wzgledem Ekspresja kategoryzowana wzgledem
mediany kwartyli
Nazwa genu p Nazwa genu P

CA9 0.004 CA9 0.008
CSF1 0.01 CSF1 0.037
FN1 0.021 FN1 0.05
PAI1 0.048 PAI1 0.048
KIAA0974 0.068 KIAA0974 0.18
PH4 0.073 PH4 0.17
NTRK1 0.092 NTRK1 0.12
Rho GDI B 0.093 Rho GDI B 0.29
HGF 0.101 HGF 0,04
SELPLG 0.108 SELPLG 0.32
VEGFC 0.148 VEGFC 0.59
GPI 0.16 GPI 0,06
INSR 0.23 INSR 0.11
ANLN 0.26 ANLN 0.34
SELL 0.28 SELL 0.51
EGFR 0.33 EGFR 0.88
PDPN 0.53 PDPN 0.15
MMP9 0.87 Vil2 0,05
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W analizie zalezno$ci pomiedzy ekspresjg gendw kategoryzowang powyzej i
ponizej wartosci mediany a wystgpieniem odlegtych przerzutow geny: CSF17,
Rho GDI B, SELPG i ANLN wykazywaty znamiennos$¢ (p<0,05) (tab. 5.1.4).

Tabela 5.1.4. Zestawienie korelacji pomiedzy ekspresjg genoéw jako zmienng kategoryzowang

(wzgledem wartosci mediany) a wystapieniem przerzutéw odlegtych.

Gen P Gen P
CSF1 0.016 HGF 0.21
Rho GDI B 0.022 CDH2 0.26
SELPG 0.035 S100 P 0.32
ANLN 0.038 CD47 0.39
PAI-1 0.05 Vil 2 0.44
VEGFC 0.07 Twist1 0.47
KIAA 0.08 CD44 0.57
FN1 0.09 IL8 0.68
PH4 0.09 EGFR 0.74
STX1 0.11 PGK 0.75
SELL 0.11 CA9 0.80
MMP9 0.14 GPI 0.80
INR1 0.14 NTRK2 0.80
CXCR4 0.15 NTRK1 0.99
PDPN 0.20

W grupie uczgcej stwierdzono silng wprost proporcjonalng zaleznos¢ pomiedzy
ekspresjg CSF1 i FN1, KIAA0974, VEGFC, ISNR, NTRK1, PH-4 oraz EGFR
(tab. 5.1.5). Znamienng odwrotng zaleznos¢ stwierdzono pomiedzy ekspresjg
gendéw CA9 i PH-4 (q = -0.33; P = 0.007). Pozostate znamienne korelacje
pomiedzy ekspresjg gendw przedstawiono w tabeli (5.1.5).
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Tabela 5.1.5. Korelacje pomiedzy ekspresjg wybranych gendw.

PH4 CSF1 | EGFR | KIAA0974 | ANLN | CA9 | VEGFC | NTRK1 | FN1
0.49
CSF1 1 0=0.0001
0.19 0.39
EGFR | 0=0.11 | p=0.001
KIAA | 0.54 0.52 0.26
0974 | p=0.0001 | p=0.0001 | p=0.03
0.23 0.15 0.43 0.43
ANLN 1 52006 | p=0.21 | p=0.0001 | p=0.0001
cag | 033 -0.01 0.22 0008 | 0.10
p=0.007 | p=092 | p=0.0001 | p=0.95 | p=0.4
VEGEC | 038 0.64 0.39 0.36 013 | 0.005
p=0.001 | p=0.0001 | p=0.001 | p=0.003 | p=0.3 | p=0.97
NTRKH | 019 0.52 0.28 032 | -0.06 | 0.09 0.46
p=0.12 | p=0.0001 | p=002 | p=0.008 | p=0.6 | p=0.43 | p=0.0001
N 0.30 0.57 0.22 0.46 0.10 | 0.09 0.6 0.45
p=0.01 | p=0.0001 | p=0.07 | p=0.0001 | p=0.4 | P=0.44 | p=0.0001 | p=0.0001
NsRq | 066 0.56 0.39 0.60 025 | 016 | 0.2 0.25 0.38
p=0.0001 | p=0.0001 | p=0.001 | p=0.001 | p=0.04 | p=0.19 | p=0.0001 | p=0.04 | p=0.002

5.2 Generowanie ,OPTYMALNEGQO” modelu rokowniczego w zbiorze uczagcym
- analiza wieloczynnikowa
przeprowadzono

Na analiz

wieloczynnikowg analize MFS z uwzglednieniem gendw, ktorych ekspresja w

podstawie  wynikow jednoczynnikowych
najwyzszym stopniu byta zwigzana z czasem wolnym od nawrotu. Do réwnania
regresji liniowej wigczono 6 najbardziej znamiennych genéw (p<0.02). Geny te
ryzyka.
Wykorzystano wartosci ekspresji CA9 i FN1 kategoryzowane wg mediany oraz
wartosci ekspresji CSF1, SELPLG, ANLN i KIAA0974 wyrazone jako zmienna

miat istotny wpltyw na MFS po

zostaly wybrane w celu stworzenia podstawowego indeksu

ciggta. Jeden z tych genow (CSF7)
uwzglednieniu restrykcyjnej poprawki wg Bonferroniego (tabela 5.2.1). Genu
Rho GDI B, trzeciego na liscie gendw optymalnych, z przyczyn technicznych nie

wykorzystywano do dalszych analiz.
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Tabela 5.2.2. Wieloczynnikowa analiza Coxa MFS w zaleznosci od ekspresji najbardziej
znamiennych gendéw. W pierwszej kolumnie przedstawiono wspotczynniki regresji, ktore

wykorzystano przy tworzeniu rownania indeksu ryzyka nawrotu.

Wsp. regresji Btad
Gen P Tegres] A Wald P
B standardowy
CA9
-1.247 0.381 10.734 0.001
(zm. kategoryzowana)
CSF1 0.682 0.281 5.885 0.015
ANLN 0.423 0.177 5.730 0.017
FN1
0.668 0.414 2.611 0.106
(zm. kategoryzowana)
KIAA0974 -0.299 0.262 1.309 0.253
SELPLG 0.143 0.206 481 0.488

Na podstawie wartosci wspotczynnikow [  uzyskanych z  analizy
wieloczynnikowej (tab. 5.2.2), dla kazdego chorego w zbiorze uczgcym

wyliczono wartos¢ indeksu ryzyka wg nastepujgcego wzoru:

RS=[FN1*0,67]+[CSF1*0,68]+[0,14*SELPLG]+[ANLN*0,42]+[CA9*[-1,25]]

W tym modelu nie zostat ujety gen KIAA0974. W rdéwnaniu regres;ji
wspotczynnik B dla tego genu przyjat ujemny znak, co byto sprzeczne z efektem
rokowniczym tego genu stwierdzonym w analizach jednoczynnikowych (wyzsza
ekspresja zwigzana byla z gorszym rokowaniem) (Zatacznik 1.1). Przezycie
wolne od nawrotu w grupach wysokiego i niskiego ryzyka nawrotu na podstawie
wartosci RS zostato poréwnane testem log-rank. Warto$¢ mediany przezycia w
grupie wysokiego ryzyka wynosita 1,14 roku (95% CI: 0-2,32 lat), a w grupie
niskiego ryzyka mediana nie zostata osiggnieta (ryc. 5.2.1). Roznica przezycia

pomiedzy grupami byta wysoce znamienna (p=0,00021).
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Rycina 5.2.1. Prawdopodobienstwo przezycia wolego od nawrotu w zaleznosci od 5-genowego

modelu. Grupa uczaca.

Prawdopodobienstwo przezycia

01t ]
p=0,00021

0,0 ' ' : ' ' ' : — niskie ryzyko
0 1 2 3 4 5 6 7 -- wysokie ryzyko
Czas/ lata

Diagnostyczna doktadno$¢ testu w grupie uczgcej dla przewidzenia nawrotu
odlegtego wyniosta 67%. Kolejno w zbiorze uczgcym przeprowadzono
wieloczynnikowg analize przezycia wolnego od nawrotu wg Coxa, w ktorej
wzieto pod uwage 5-genowy indeks ryzyka oraz takie czynniki kliniczne jak:
pte¢, wiek, stopien zaawansowania, stopien ztosliwosci histologicznej oraz
Srednica guza. Indeks ryzyka oraz srednica guza byly niezaleznymi czynnikami
rokowniczymi w tej grupie chorych (odpowiednio p<0,0001 i p=0,014) (tab.
5.2.3). Dodanie do réwnania RS zmiennej w postaci ,przeskalowanej” wartosci
srednicy guza (1 mm = 0,01 punktu réwnania RS) zwiekszyto dokladnosc

diagnostyczng testu do 73%.
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Tabela 5.2.3. Wieloczynnikowa analiza Coxa zwigzku pomiedzy MFS w zaleznosci od wartosci

RS oraz wybranych cech klinicznych. Grupa uczaca.

. Wsp. P OR 95.0% CI dla OR
Zmienna
B Dolna granica Gorna granica

Pte¢ 0.812 0.142 2.253 0.762 6.661
Stopien

-0.477 0.250 0.621 0.275 1.399
zaawansowania
Stopien
ztosliwosci 0.243 0.583 1.276 0.535 3.040
histologicznej
Srednica guza

1.290 0.014 3.631 1.301 10.133
(>40 mm vs. £40mm)
5-genowy

0.888 <0.0001 2.431 1.637 3.612
indeks ryzyka

5.3 Weryfikacja wynikdw ze zbioru uczgcego w zbiorze walidacyjnym - 27

chorych na ptaskonabtonkowego raka ptuca w stopniu | i Il.

Na podstawie indeksu ryzyka uzyskanego w zbiorze uczgcym wyliczono
wartosci RS dla chorych ze zbioru walidacyjnego. Kategoryzacji ekspresji CA9 i
FN1 w zbiorze walidacyjnym dokonano wg wartosci mediany ekspresji tych
gendw w tym zbiorze, niezaleznie od zbioru uczgcego. Grupe walidujgcg
podzielono pod wzgledem mediany wartosci RS uzyskanych w tej grupie.
Wykorzystano metode Kaplana-Meiera dla wykreslenia krzywych przezycia, a
czas przezycia wolnego od nawrotu w obu grupach poréwnano testem log-rank.
Mediana MFS w grupie wysokiego ryzyka wynosita 1,19 roku (95%CI: 0,2-3,6
lat); a w grupie bez nawrotu nie zostata osiggnieta (ryc. 5.3.1). Rdéznica czasu
przezycia bez nawrotu pomiedzy grupami byla znamienna (p=0,008).
Doktadnos¢ przewidywania wystgpienia przerzutow nowotworu dla modelu 5-

genowego w grupie walidujgcej wynosita 78%.
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Rycina 5.3.1. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od nawrotu odlegtego w zaleznosci od

modelu 5-genowego. Grupa walidujgca.

Prawdopodobienstwo przezycia

5.4 Model rokowniczy oparty na wybranych genach
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p=0,008
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8 niskie ryzyko
--- wysokie ryzyko

Dla 6 innych genow (PH-4, VIL2, VEGF C, EGFR, INSR i NTRKT) o

znamiennosci mniejszej niz p=0.02 w analizach jednoczynnikowych, ale

interesujacej

funkciji,

(wykorzystano wytgcznie wartosci ciggte).

zbudowano podobny model na zbiorze uczgcym

Tabela 5.4.1. Model wieloczynnikowej regresji Coxa — grupa uczaca

Gen Wsp Btad Wald P OR 95.0% Cl dla OR
beta stand. Dolna granica | Gorna granica

PH4 0.439 0.203 4.673 0.031 1.551 1.042 2.310
VIL2 -0.462 0.259 3.184 0.074 0.630 0.379 1.047
VEGFC 0.161 0.126 1.644 0.200 1.175 0.918 1.504
EGFR 0.197 0.172 1.304 0.253 1.217 0.869 1.706
INSR 0.135 0.188 0.519 0.471 1.145 0.792 1.654
NTRK1 0.000 0.183 0.000 0.998 0.999 0.698 1.432
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Réwnanie RS dla modelu 4-genowego przyjeto postac:

RS=[PH4*0,44]+[VEGF C*0,161]+[EGFR*0,20]+[INSR*0,13]

W roéwnaniu nie uwzgledniono genu NTRK1 z uwagi na wspotczynnik regresiji
rowny 0 oraz wytgczono gen Vil2 z uwagi na ujemny wspotczynnik 3. Obliczono
wartosci RS dla chorych w zbiorze uczgcym i poréwnano MFS pomiedzy
grupami charakteryzujgcymi sie wysokimi lub niskimi wartosciami RS (powyzej
lub ponizej mediany). Grupy réznity sie znamiennie pod wzgledem czasu

przezycia wolnego od nawrotu (p=0,01) (ryc. 5.4.1).

Rycina 5.4.1. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od nawrotu odlegtego w zaleznosci od

modelu 4-genowego. Grupa uczgca.

PrawdopodobiehAstwo przezycia

03¢

0,2+
017 1
p=0,01
0,0 ' ' : ' : ' : — niskie ryzyko
0 1 2 3 4 5 6 7 ey

8. wysokie ryzyko

Rokownicza wartos¢ wskaznika ryzyka opartego na ekspresji 4 genéw (PH4,
VEGF C, EGFR i INSR) nie zostata potwierdzona w odniesieniu do MFS w
zbiorze walidujgcym (p=0,35) (ryc. 5.4.2).
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Rycina 5.4.2. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego od nawrotu odlegtego w zaleznosci od

modelu 4-genowego. Grupa walidujgca.
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5.5 Rokowniczy model tgczony (model zredukowany)

W nastepnym etapie analiz statystycznych podjeto probe potgczenia wynikow,
w celu okreslenia profilu opartego na jak najmniejszej liczbie genéw (model
zredukowany). Do krokowej analizy regresji wiaczono 12 genow z dwu
poprzednich modeli rokowniczych. Stopniowo eliminowano geny o najnizszej
znamiennosci statystycznej. W ostatnim kroku analizy regresji 2 geny: CSF1
(wyrazona jako zmienna ciggta) i CA9 (wyrazona jako zmienna
kategoryzowana) byty niezaleznymi czynnikami zwigzanymi z dtugoscig MFS
(odpowiednio p<0,001 i p=0,005).

Tabela 5.5.1. Wyniki krokowej wieloczynnikowej analizy regresji Coxa.

Btad
Gen Wsp. regresiji Wald P
standardowy
CA9 (zm. kategoryzowana) -1.041 0.363 8.213 0.004
CSF1 0.768 0.196 15.293 <0.001
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Utworzono rokowniczy model oparty na ekspresji dwoéch genéw: CSF1 i CA9.

Réwnanie indeksu ryzyka przyjeto forme:

RS=[CSF1*0,768] + [CA9 * (-1.041)]

Podobnie jak w poprzednich analizach, obliczono wartosci RS w grupie uczgcej,
po czym podzielno chorych wzgledem mediany wartosci RS. Mediana MFS w
grupie chorych z wysokimi wartosciami RS wynosita 1,14 roku (95% CI: 0-2,34
lat), natomiast w grupie chorych z niskim ryzykiem nie zostata osiggnieta.
Przezycie wolne od nawrotu réznito sie znamiennie pomiedzy grupami z

wysokim i niskim ryzykiem na podstawie wskaznika 2-genowego (p=0,01).

Rycina 5.5.1. Prawdopodobienstwo przezycia wolnego do nawrotu odlegtego w zaleznosci od
modelu 2-genowego. Grupa walidujgca.
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Model 2-genowy wykazywat silng moc rokownicza w grupie walidujgcey.
Podobnie jak w poprzednich analizach wyliczono wartosci ryzyka nawrotu na
podstawie rownania RS dla 2 genow: CSF1 i CA9. Mediana MFS w grupie

chorych z wysokimi warto$ciami RS wynosita 1,4 roku (95%CI: 0,1-2,7), zas w
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grupie niskiego ryzyka nie zostata osiggnieta (ryc. 5.5.1). Przezycie wolne od

nawrotu takze w tym przypadku roznito sie znamiennie (p=0,008).

5.6 Modele 5-genowy i 2-genowy - analizy w podgrupach z uwzglednieniem

Srednicy guza - ponizej i powyzej 40 mm.

Chorych ze zbioru uczgcego podzielono pod wzgledem Srednicy guza na 2
grupy: (i) chorych, u ktérych srednica guza nie przekraczata 40 mm oraz (ii)
chorych, u ktorych srednica guza byta wieksza od 40mm. W obu tych grupach
wykreslono krzywe MFS dla podgrup chorych z wysokimi i niskimi wartosciami
indeksu ryzyka (wg 5-genowego modelu).

W grupie chorych ze $rednicg guza réwng lub mniejszg 40 mm stwierdzono, ze
5-letnie MFS byto udziatem 90% chorych z niskim indeksem ryzyka. Mediana
MFS chorych z wysokimi wartosciami ryzyka wynosita 3,7 lat (zakres od 0,5 do
6 lat) (ryc. 5.6 A). Rdéznica pomiedzy MFS w grupach z niskim i wysokim
ryzykiem byta znamienna (p=0,012). W podgrupie chorych ze S$rednicg guza
przekraczajgcg 40 mm i wysokimi warto$ciami RS jedynie u 10% nie
stwierdzono odlegtych przerzutéw. Wszyscy pozostali chorzy w tej podgrupie
zmarli z powodu rozsiewu nowotworu. Mediana MFS w podgrupie z niskimi
wartosciami ryzyka wynosita 3 lata, a przezycie tej podgrupy byto znamiennie
dtuzsze niz grupy wysokiego ryzyka (p=0,001) (ryc. 5.6 B). Analogiczne analizy
przeprowadzone dla modelu 2-genowego wykazaty réwniez znamienne
znaczenie rokownicze w grupach chorych ze srednicg guza mniejszg od 40 mm
(p=0,04) i powyzej 40 mm (p=0,022).
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Rycina 5.6. Prawdopodobienstwo MFS z uwzglednieniem 5-genowego profilu w grupie chorych
ze srednicg guza réwna lub mniejszg niz 40mm (A) i w grupie chorych ze $rednicg guza
powyzej 40 mm (B).
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6. DYSKUSJA

Efektem niniejszego badania jest okreslenie profilbw ekspresji gendw
zwigzanych z rokowaniem u chorych na ptaskonabtonkowego raka ptuca.
Przeprowadzone analizy wykazaty silng zaleznos¢ pomiedzy odlegtym
nawrotem nowotworu u chorych radykalnie operowanych z powodu
ptaskonabtonkowego raka ptuc a wskaznikiem ryzyka opartym na 5-genowym
profilu ekspresji (CSF1, CA9, FN1, SELPLG i ANLN). Niekorzystny profil
ekspresji gendéw stwierdzony w guzie pierwotnym ptaskonabtonkowego raka
ptuca moze potencjalnie stanowi¢ wskazanie do stosowania pooperacyjnego
leczenia  systemowego  (adjuwantowej chemioterapii lub  leczenia
ukierunkowanego molekularnie). Ponadto wykazano, ze profil ekspresji oparty
na dwu najbardziej istotnych rokowniczo genach: CSF1 i CA9, jest réwniez
silnie zwigzany z rokowaniem chorych na raka ptaskonabtonkowego. Z
praktycznego punktu widzenia profile ekspresji oparte na wiekszej liczbie
gendw (kilka-kilkanascie) mogg by¢ jednak odpowiedniejsze jako podstawa
testu laboratoryjnego, bowiem sg one w mniejszym stopniu podatne na btedy
laboratoryjne. Profile ekspresji 5-genowy i 2-genowy byly niezaleznymi
czynnikami rokowniczymi. W$rod klinicznych czynnikéw jedynie srednica guza
(kategoryzowana wobec warto$ci 4 cm) byta niezaleznym czynnikiem
rokowniczym. W porownaniu do obowigzujacej skali TNM ndrp, proponowana
siodma edycja klasyfikacja w wiekszym stopniu odzwierciedla rokowniczg role
Srednicy guza [86]. W badaniu wykazano zatem jednoznacznie, ze czynniki
molekularne pozwalajg lepiej niz czynniki kliniczne okresli¢ rokowanie chorych
na ptaskonabtonkowego raka ptuca w stopniu | i Il poddanych radykalnemu

leczeniu chirurgicznemu.

6.1 Metody oceny ekspresji gendéw oparte na badaniu ilosci mMRNA a metody

immunohistochemiczne nasilenia ekspresji biatka

Profile ekspresji gendéw oblicza sie na podstawie analizy liczby kopii mMRNA w
préobce RNA wyizolowanego z wycinka guza o okreslonej objetosci. W

powyzszym badaniu RNA izolowano z okoto 40 mm?® (20 warstw grubosci 20
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mikronéw o powierzchni okoto 0,5 - 1 cm?). Dla poréwnania do barwien
metodami immunohistochemicznymi (IHC) wykorzystuje sie jeden skrawek
grubosci 3-5 mikronow. Oznacza to, ze metody oceny ekspresji na poziomie
transkrypcji (MRNA) umozliwiajg analize w okoto stukrotnie wiekszej objetosci
tkanki nowotworowej. Przy zatozeniu istnienia réznic w ekspresji genow
wynikajgcych  ze  zmiennosci  morfologiczno-histologicznej  pomiedzy
poszczegblnymi skrawkami, analiza wiekszej objetosci tkanki stanowi istotng
zalete metody RT-PCR. Ponadto jest to metoda w petni zobiektywizowana
poprzez liczbowe wyrazanie wynikéw ekspresji i ich dodatkowg normalizacje. W
przypadku metod immunohistochemicznych wynik jest istotnie zalezny od
operatora (patologa) oceniajgcego preparat. Nawet, gdy w ocenie biorg udziat
doswiadczeni patolodzy, wspotczynnik zgodnosci k dla dwéch testéw opartych
na IHC (badania dotyczgace oceny ekspresji biatka HER2 w raku piersi) wynosit
odpowiednio 0,67 i 0,74 [87]. Pomimo prob normalizacji réznorodnosci obrazéw
immunohistochemicznych, na przyktad poprzez wprowadzanie systemow
punktowych, w ktérych bierze sie pod uwage intensywnos$¢ i rozlegtosc
barwienia, subiektywno$¢ oceny nadal pozostaje nieodigcznym elementem tej

metody.

6.2 Ocena ekspresji gendw na podstawie liczby kopii mRNA — platformy

mikromacierzy oligonukleotydowych versus metoda ilosciowej RT-PCR

Po ponad dwoéch dekadach badan z wykorzystaniem DNA (analizy mutacji,
amplifikacji czy utraty heterozygotycznosci genow istotnych dla nowotworzenia)
nastgpifto wzmozone zainteresowanie oceng ekspresji gendéw na podstawie
badania ilosci mRNA. Transkrypcja jest wypadkowg zjawisk na poziomie
genomowego DNA oraz ziozonych mechanizméw regulujgcych ekspresje.
Analiza transkrypcji umozliwia bardziej bezposrednig ocene aktualnego stanu
biologicznego komorki (tkanki) od badan nad zaburzeniami DNA. Do najbardziej
przydatnych metod ilosciowej oceny ekspresji genow (mMRNA) nalezg metoda
mikromacierzy oligonukleotydowych oraz ilosciowej RT-PCR. Mikromacierze
umozliwiajg analize ekspresji setek i tysiecy gendw jednoczesnie, co daje
mozliwo$¢ catosciowej analizy ekspresji na skale genomu. Ogromny zakres

badanych transkryptéw wigze sie z gorszymi parametrami czutosci i swoistosci
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analizy ekspresji w porownaniu z metodg ilosciowej RT-PCR. Zestawy RT-PCR
do oceny ekspresji sktadajg sie z pary starterbw oraz sond swoistych dla
amplikonu. Stanowi to system podwojnie zapewniajgcy swoistos¢ amplifikacji
badanego transkryptu. W przypadku platform mikromacierzowych analiza
ekspresji jest mozliwa w wyniku hybrydyzacji mRNA do sond
oligonukleotydowych. Z uwagi na uwarunkowania technologiczne wigzania te
charakteryzujg sie stosunkowo niskg swoistoscig. Wspotczynniki zmiennosci
oceny ekspresji (ang. coefficients of variation, CV) dla 1375 gendw
analizowanych w jednym badaniu wynosity ponizej 5% dla zestawéw RT-PCR
(dla Ct ponizej 30) w poréwnaniu z 6-22% w przypadku tych samych genéw
analizowanych na platformach mikromacierzowych [88]. Zakres wykrywania
krotnosci réznic w poziomie ekspresji genu (ang. dynamic range) dla zestawow
RT-PCR wynosi 6-9 rzedéw wielkosci (10°-10%), podczas gdy dla wigkszosci
platform oligonukleotydowych 3-4 rzedy wielkosci. Wynika z tego, ze RT-PCR
przewyzsza metody mikromacierzy oligonukleotydowych pod wzgledem
czutosci wykrywania ekspresji genu. Czuto$¢ i swoisto$¢ wykrywania ekspresji
gendw za pomocg mikromacierzy w odniesieniu do zestawdéw RT-PCR
(TagMan gene expresssion assays) wynosity odpowiednio: 76% i 70% dla
platformy Appliedbiosystems oraz 71% i 50% dla platformy Agilent. Uwaza sie,
ze mikromacierze oligonukleotydowe sg uzytecznym narzedziem dla
poszukiwania réznic w ekspresji gendéw w skali catego genomu, jednak ich
czutos¢ | swoistosC jest akceptowalna tylko w odniesieniu do genow
ulegajacych wysokiej i sredniej ekspresji oraz wykrywania réznic w ekspresji
wiekszych niz dwukrotne [88]. RT-PCR jest metodgq o wyzszej czutosci
wykrywania ekspresji gendéw oraz bardziej precyzyjng w wykrywaniu

dyskretnych réznic ekspresii.

6.3 Sygnatury ekspresji gendéw w niedrobnokomérkowym raku ptuca oparte na

metodzie mikromacierzy oligonukleotydowych

Dotychczas opublikowano szereg profili ekspresji genébw o znaczeniu
rokowniczym dla chorych na ndrp [23, 25, 27, 74, 89, 90]. Doktadnos¢
diagnostyczna rokowniczego profilu ekspresji okreslonego w tym badaniu

oszacowana na poziomie 67-78% jest poroéwnywalna z doktadnoscig
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diagnostyczng 50-genowej [27] i 111-genowej sygnatury ekspresji gendw [28]
opartych na technologii mikromacierzy oligonukleotydowych opracowanych w
grupach chorych na raka ptaskonabtonkowego (doktadnos¢ diagnostyczna w
tych badaniach wynosita odpowiednio 68% i 72%). Wspomniana 50-genowa
sygnatura charakteryzowata sie jednak niskg czutoscig przewidywania nawrotu
— 42%, co istotnie ogranicza jej potencjalne kliniczne zastosowanie. W innym
badaniu dotyczagcym rokowniczych profili ekspresji uzyskiwanych z
wykorzystaniem technologii mikromacierzy, tak zwanych metagenes, na etapie
walidacji w dwu niezaleznych grupach chorych wykazano doktadnos$é
diagnostyczna: na poziomie odpowiednio 72% i 79% [90]. Pierwsza z populac;ji
walidacyjnych liczyta jednak jedynie 14 chorych na ptaskonabtonkowego raka
ptuca, natomiast druga obejmowata tylko chorych, u ktérych rozpoznano raka
gruczotowego. Z kolei, w badaniu, ktérego celem byta metaanaliza wynikéw
kilku badan mikromacierzowych z udziatem chorych z rozpoznaniem raka
ptaskonabtonkowego i  gruczotowego, 64-genowy  profil  ekspres;ji
charakteryzowat sie 87% doktadnoscig diagnostyczng w podgrupie chorych w |
stopniu zaawansowania [25]. Ostatnio przeprowadzono rozszerzong walidacje
istniejgcych  sygnatur ekspresji gendéw [90, 91] oraz podjeto probe
wygenerowania 8 nowych modeli rokowniczych opartych na technologii
mikromacierzy oligonukleotydowych (ang. Director’s Challenge Consortium for
the Molecular Classification of Lung Adenocarcinoma) z udziatem najwiekszej
dotychczas liczby chorych [92]. W badaniu tym wykorzystano probki od 442
chorych na  gruczotowego raka ptuca, pochodzacych z 4
potnocnoamerykanskich instytucji onkologicznych wiodacych w dziedzinie
badan translacyjnych, z ktérych dwa centra dostarczyty probki do stworzenia
populacji uczgcej, a dwa pozostate do populacji walidacyjnej. W zatozeniu
model rokowniczy uzyskany w populacji uczgcej miat by¢ uwazany za klinicznie
wartosciowy w przypadku istotnosci statystycznej dla przewidywania wyniku
leczenia chorych w 2 niezaleznych populacjach. Jedynie 2 modele spetnity te
kryterium, gdy w walidacji rozpatrywano chorych w stopniu I-lll. Zaden model
nie spetnit tego kryterium, gdy analizowano podgrupe chorych w stopniu |. Co
ciekawe, autorzy zidentyfikowali zbiér prébek, ktore byly wiasciwie
kwalifilkowane przez wiekszos¢ metod, ale takze zbiér prébek

,problematycznych”, ktére byty kwalifikowane rozbieznie przez poszczegdine
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modele rokownicze. Nie wiadomo, czy jest to odzwierciedlenie niejednorodnosci
strukturalnej nowotworu (domieszki innych rodzajow tkanki: martwicy lub
prawidtowego migzszu ptucnego), niejednorodnosci ekspresji w obrebie guza,
niepetnej informacji klinicznej, czy moze jest to wynik niewydolnosci modeli
rokowniczych opartych na analizie ekspresji genobw metodami mikromacierzy
oligonukleotydowych.

Na podstawie dotychczasowego pismiennictwa wydaje sie, ze informacja o
rokowaniu moze byC zakodowana przez wiele gendéw i ze trafne
zakwalifikowanie probki przez wiekszos¢ klasyfikatoréw nie musi by¢ zwigzane
z powtarzalnoscia gendéw w obrebie poszczegoélnych klasyfikatorow. Ta
roznorodnos¢ sktadu klasyfikatorow najpewniej jest zwigzana z wysokim
prawdopodobienstwem uzyskania sposrdd tysiecy analizowanych gendw wiecej
niz jednej sygnatury ekspresji genéw o znaczeniu rokowniczym. W wyzej
wspomnianym badaniu jedynie dwa modele wykazywaty czesciowg zgodnosé
pod wzgledem sktadu genow w klasyfikatorze, co jest zgodne z powyzszg teza.
Wyjasnia to takze wielo$¢ doniesien dotyczacych modeli rokowniczych.
Sposréd okoto 650 gendw istotnie zwigzanych z rokowaniem chorych na ndrp w
dotychczas opublikowanych badaniach — jedynie kilka wystepuje w wiecej niz
jednym profilu.

Cytowane powyzej badanie walidacyjne mozna interpretowac jako ograniczony
sukces metody mikromacierzy oligonukleotydowych. Autorzy tego badania nie
podajg wynikdw analizy czasu wolnego od progresji w zaleznosci od profili
ekspresji ani analizy zwigzku pomiedzy wystgpieniem przerzutdow odlegtych i
niekorzystnym profilem ekspresiji, podczas gdy wyniki tych analiz stanowig w
najwyzszym stopniu o przydatnosci klinicznej modelu. Sygnatura ekspres;ji
Zwigzana z agresywnym przebiegiem ndrp powinna przede wszystkim stwarzac¢
mozliwos¢ przewidywania wystgpienia przerzutdow odlegtych, ktore w
wiekszosci przypadkdéw sg rownoznaczne z niepowodzeniem leczenia.

Nalezy nadmieni¢, ze powyzsze twierdzenie wymaga zatozenia istnienia dwu
mechanizméw uogdlnienia procesu nowotworowego: (i) rozsiew drogg
limfatyczng i tworzenie przerzutow w regionalnych weztach chtonnych ma
charakter mechanistyczny i zalezy od czynnika czasu (naturalna droga
szerzenia sie wiekszosci nowotworédw niezaleznie od agresywnosci

histologicznej) oraz (ii) tworzenia przerzutéw odlegtych odbywa sie drogag
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krwionosng i zalezy od agresywnego fenotypu guza pierwotnego (ekspresja
gendw warunkujgcych zdolnos¢ do rozsiewu). Zjawiska te mogg wystapic
jednoczesnie lub mogag by¢ od siebie niezalezne. W przeciwienstwie do
przerzutow odlegtych, nawroty miejscowe w lozy po usunietym guzie
pierwotnym, w sgsiadujgcym ptacie ptucnym lub w weztach chtonnych wneki lub
Srodpiersia wydajq sie nie zaleze¢ (a przynajmniej nie w decydujgcym stopniu)
od agresywnej natury guza (tendencja do rozsiewu odlegtego), ale raczej sq
wynikiem niedoszczetnosci chirurgicznej (nie zawsze wykrytej w badaniu
histopatologicznym). Posrednim przyktadem ograniczonej wiarygodnosci
klasycznego badania histopatologicznego w ocenie doszczetnosci ptucnej
resekcji jest czeste wystepowanie mutacji typowych dla ndrp (p53 i K-ras) w
marginesie chirurgicznym [93]. W przypadku chorych na ndrp leczonych
chirurgicznie, wznowy miejscowe wystepujg w kilku do kilkunastu procentach
przypadkow i sg zwigzane z zakresem limfadenektomii srodpiersiowej [94].
Catkowita limfadenektomia srédpiersiowa w porédwnaniu z selektywng
zmniejsza ryzyko wznow miejscowych z 40-50% do 10-15% [95]. W
uzupetnieniu mechanizméw wznowy miejscowej poza niedoszczetnoscig
zabiegu operacyjnego nalezy bra¢ pod uwage tzw. ,pola rakowacenia” (ang.
field cancerization). Wielu chorych wraca do palenia tytoniu po zabiegu
operacyjnym. Dalsza stymulacja kancerogenami zawartymi w dymie tytoniowym
moze prowadzi¢ do szybkiego rozwoju drugiego guza w sasiedztwie lokalizaciji
guza pierwotnego z uwagi na wystepowanie stanu przedrakowego w tej okolicy.
Taka wznowa takze nie ma zwigzku z agresywng naturg guza pierwotnego, a
jedynie jest konsekwencjg uporczywej stymulacji kancerogenami.

Odlegte przerzuty wystepujg natomiast w zaleznoéci od stopnia zaawansowania
u 25-75% chorych operowanych z powodu ndrp. Z uwagi na czeste
wystepowanie i brak skutecznego leczenia rozsiewu nowotworu, catkowite
przezycie u chorych na wczesnozaawansowanego raka ptuca jest przede
wszystkim uwarunkowane wystgpieniem odlegtego nawrotu. Przewidywanie
wystgpienia odlegtych przerzutow jest zatem najwtasciwszg miarg przydatnosci
klinicznej rokowniczego testu wykrywajgcego agresywny fenotyp guza ndrp.
Ponadto, wielu chorych po radykalnym leczeniu z powodu raka ptuca umiera z
innych powoddéw, najczesciej w nastepstwie towarzyszacych chordb

odtytoniowych. Analiza czasu przezycia catkowitego czy nawet czasu wolnego
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od wznowy (bez rozwazenie jej natury) w zaleznosci od profili ekspresji genéw
moze doprowadzi¢ do btednych wnioskow. Brak informacji na temat przezycia
wolnego od przerzutow odleglych w publikowanych analizach, moze
sugerowacé, ze kryterium to nie jest powszechnie uwzgledniane przy ich
projektowaniu. Moze to stanowi¢ czesciowe wyjasnienie wzglednie niewielkiego
sukcesu dotychczasowych badan nad sygnaturami rokowniczymi w raku ptuca.
W przypadku raka piersi modele rokownicze oparte na ekspresji genow
opartych zarbwno na metodzie RT-PCR, jak i mikromacierzy
oligonukleotydowych sg obecnie w fazie badan Ill fazy (badania TAILORX i
MINDACT) .

6.4. Rokownicze profile ekspresji gendéw oparte na metodzie ilo$ciowej
RT-PCR

Sposréd  profili  ekspresji  opartych na metodzie ilosciowej RT-PCR
przedstawiona w niniejszej pracy sygnatura jest pierwsza, ktéra zostata
opracowana na podstawie analizy ekspresji genow w jednorodnej grupie
chorych na raka ptaskonabtonkowego. Rokownicza moc 5-genowego profilu
opracowanego w niniejszym badaniu (CSF1, FN1, CA9, SELPG, ANLN) jest
poréwnywalna do niedawno opublikowanych sygnatur ekspresji pieciu genéw
[91], trzech gendow [96] oraz pieciu mikroRNA [97]. Wspomniane badania
dotyczyly ogdétu chorych na ndrp (j. obejmowaty raka ptaskonabtonkowego i
raka gruczotowego). Jednoczesnie z publikacjg wstepnych wynikéw niniejszego
badania [32] przedstawiono wyniki badania grupy z Uniwersytetu w San
Francisco, ktéra opracowata 4-genowy rokowniczy profil ekspresji obejmujacy
wytacznie chorych na raka gruczotowego ptuca [98].

Pomimo podobnego przebiegu klinicznego, rak gruczotowy i ptaskonabtonkowy
ptuca wykazujg réznice w ekspresji szeregu genéw. Wykazano, ze te dwa typy
ndrp wykazujg aktywacje innych molekularnych mechanizméw kancerogenezy
oraz progresji. Na przyktad, raki te réznig sie znacznie ekspresjg gendw
kodujacych kinazy tyrozynowe oraz enzymy metabolizmu pirymidyn [81, 99].
Réznice w ekspresji gendw mogg odzwierciedla¢ réznice w molekularnych

szlakach kancerogenezy wykorzystywanych przez rézne typy ndrp.
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Ponadto, réznice w ekspresji pewnych gendéw w typie ptaskonabtonkowym i
gruczotowym ndrp mogg by¢ uwarunkowane réznym stosunkiem ilosci komoérek
nowotworowych do podsScieliska (macierzy miedzykomorkowej). Wykazano, ze
komorki raka i podscielisko wykazujg ekspresje réznych gendéw i aktywacje
réznych sciezek molekularnych [100]. W zwigzku z tym gen odgrywajacy te
samgq role fizjologiczng w komdrce ndrp, moze wykazywaé wyzszg wzgledng
ekspresje w raku ptaskonabtonkowym w poréwnaniu z rakiem gruczotowym. Ta
sama sytuacja moze dotyczy¢é genu zwigzanego z rokowaniem. W
konsekwencji ekspresja takiego genu moze mie¢ znaczenie rokownicze w raku
ptaskonabtonkowy przy wyzszym punkcie odciecia niz w raku gruczotowym.
Analiza znaczenia rokowniczego ekspresji takiego genu w potaczonej populaciji
chorych na ndrp mogtaby doprowadzi¢ do btednych wnioskéw. Usredniony
punkt odciecia dla ekspresji genu dla potgczonych populacji chorych na raka
gruczotowego i ptaskonabtonkowego mogtby by¢ powodem nie stwierdzenia
faktycznie istniejgcego zwigzku ekspresji tego genu z rokowaniem
poszczegodlnych typéw ndrp. Z tych powoddw w niniejszym badaniu analize
ekspresji genéw przeprowadzono w jednorodnej grupie chorych na raka

ptaskonabtonkowego.

6.5 Potencjalne zastosowanie oceny ekspresji gendow metodg RT-PCR w

materiale archiwalnym utrwalonym w formalinie i parafinie

Wysoka efektywnos¢ metody RT-PCR jako podstawy rokowniczego testu w
Swiezo mrozonym materiale wywofata zainteresowanie @ mozliwoscig
zastosowania tej techniki do oceny ekspresji genéw w materiale archiwalnym
utrwalonym w formalinie i parafinie, ktory jest szerzej dostepny [101].
Szczegolnie interesujgca wydaje sie mozliwos¢ oceny ekspresji w materiale z
biopsji diagnostycznych, co umozliwitoby zastosowanie oceny ekspresji do
lepszego doboru metod terapeutycznych nie tylko u chorych leczonych
chirurgicznie, ale rowniez u chorych w wyzszych stopniach zaawansowania.
Ocena ekspresji genow na poziomie transkrypcji w materiale utrwalonym
formaling metodg ilosciowej RT-PCR jest trudna ze wzgledu na wysoki stopien
degradacji tancuchow mRNA [102]. Poza tym dtugi czas przechowywania

blokéw parafinowych dodatkowo pogtebia uszkodzenia mRNA. Niezaleznie od
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tego, w kilku badaniach wykazano mozliwoS¢ oceny ekspresji gendw w
materiale utrwalonym w ten sposéb przy zastosowaniu zestawdéw do oceny
ekspresiji opierajacych sie na amplifikacji jak najkrétszych transkryptow (ponizej
90 nukleotyddéw) oraz przy wykorzystaniu wielu odpowiednio dobranych gendéw
normalizacyjnych [101, 103]. Zastosowanie wyzej opisanych wymogow
metodycznych umozliwiato réwniez normalizacje réznic w ekspresji
wynikajacych z réznego czasu przechowywania bloczkéw parafinowych. Na
podstawie wynikdéw tych prac mozna oczekiwac, ze w nieodlegtej przysztosci
materiat parafinowy stanie sie podstawg dla diagnostycznych testoéw opartych

na ocenie ekspresji gendw metodg RT-PCR.

6.6 Geny istotne z punktu widzenia okreslenia rokowania chorych na raka

ptaskonabtonkowego

Geny stanowigce podstawe zaproponowanego profilu ekspresji zwigzanego z
rokowaniem chorych na ptaskonabtonkowego raka ptuca: CSF1, FN1, CA9,
SELPG i ANLN petnig kluczowg rolg w mechanizmach progresji
ptaskonabtonkowego raka ptuca.

Wysoka ekspresja CSF1 wykazuje zwigzek z naciekami makrofagow w ndrp
(cecha zwigzana z niekorzystnym rokowaniem) [104]. Interakcje pomiedzy
komérkami raka i makrofagami (te pierwsze wydzielajg CSF1, a makrofagi
EGF) na drodze petli parakrynnej (komorki raka majg na swojej powierzchni
receptor dla EGF, zas makrofagi receptor dla CSF1) nasilajg inwazyjny wzrost
komoérek raka i tworzenia odlegtych przerzutéw [40]. Niedawno opublikowany
profil ekspresji genow dla 11 cytokin wykazujacy 75% doktadnos¢
diagnostyczng dla przewidywania wynikdw leczenia chorych na raka
gruczotowego zawiera CSF1 [105]. Ponadto, CSF1 wchodzi takze w sktad 17-
genowego (cytokinowego) profilu ekspresji zwigzanego z wysokim ryzykiem
wystgpienia przerzutéw odlegtych w raku watrobowokomaérkowym [106]. Wyniki
tego badania wskazujg na zwigzek pomiedzy (indukowang dziataniem CSF1)
zmiang ekspresji genow z ,prozapalnych” typu Th1 (TNF, IFN gamma i IL1) na
zwigzane z odpowiedzig immunologiczna typu Th2 (IL4, IL5, IL8 i IL10), z
wyzszg sktonnoscig do tworzenia przerzutow w raku watrobowokomorkowym.

Nadekspresja interleukiny 8 rowniez w niniejszym badaniu wykazywata zwigzek
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Z krotszym czasem do odlegtego nawrotu. W badaniach eksperymentalnych na
liniach komorkowych raka piersi bez ekspresji receptoréow dla hormondw
ptciowych wykazano, ze blokowanie ekspresji IL-8 powoduje zmniejszenie
inwazyjnosci tych komorek, lecz pozostaje bez w wplywu na ich proliferacje i
wzrost [107].

Wysoka ekspresja genu CA9 jest sktadowg profilu ekspresji zwigzanego z
korzystnym rokowaniem chorych na ostrg biataczke szpikowg [108]. Istniejg
istotne rozbieznosci co do rokowniczego znaczenia ekspresji tego biatka w
wielu nowotworach. W ndrp wykazano niekorzystny wptyw na rokowanie
wysokiej ekspresji CA9 mierzonego metodg IHC [109, 110]. W kolejnym
badaniu, nie wykazano zwigzku wysokiej ekspresji CA9 ze ztym rokowaniem w
komorkach raka ptuca; takg zaleznos¢ stwierdzono jedynie pod wzgledem
ekspresji CA9 w fibroblastach podscieliska raka ptuca (ang. cancer related
fibroblasts) [111]. Rola CA9 w progresji nowotworéw jest nadal nie do konca
poznana — biatko to odgrywa role w utrzymywaniu fizjologicznego pH w
komorkach nowotworowych w warunkach kwasicy zwigzanej z wytwarzaniem
mleczandw przez szybko wzrastajgcy nowotwor [112]. CA9 ulega ekspresji w
wyniku aktywnosci czynnika transkrypcyjnego HIF1alfa, ktéry wptywa na
mechanizmy adaptacji do hipoksji poprzez nasilenie angiogenezy. W przyjetym
zatozeniu gen CA9 jest markerem aktywnosci Sciezek ,hipoksyjnych” zaleznych
od HIF1alfa. Pomimo ze pobudzanie unaczynienia guza uwaza sie za istotny
mechanizm progresji i tworzenia przerzutéw [113], jednostronna rola HIF1alfa
w tym procesie pozostaje kontrowersyjna. Na przyktad zatrzymanie cyklu
podziatowego w warunkach hipoksji poprzez indukcje p21 i p27 wymaga
aktywnosci HIF1alfa [114]. W badaniach eksperymentalnych wykazano, ze
myszy transgeniczne (posiadajgce dodatkowg kopie HIF1alfa ulegajacego
konstytutywnej ekspresji) w klasycznym eksperymencie kancerogenezy skornej,
rozwijajg 3 razy wiecej brodawczakow niz myszy z grupy kontrolnej [115].
Zaskakujaco jednak, brodawczaki te 7-krotnie rzadziej niz w grupie kontrolnej
ulegaty progresji do raka. W badaniu tym okazato sie takze, ze konstytutywna
ekspresja HIF1alfa przeciwdziatata rozwojowi niezréznicowanych rakéw oraz
powodowata niewystepowanie w guzach cech EMT. Mozna zatem sadzi¢, ze
molekularne $ciezki ,hipoksyjne” zalezne od HIF1alfa, warunkujg co prawda

angiogeneze i wzrost guza, jednak rowniez warunkujg wysokie zrdéznicowanie
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histologicznego komorek raka oraz brak wystepowania zjawiska EMT, co w
koncowym efekcie moze przeciwdziataC progresji tych guzéw. Wyniki
niniejszego badania wydajg sie pozostawa¢ w zgodzie ze ztozong funkcjg
HIF1alfa - wysokag ekspresje anhydrazy weglanowej 9. stwierdzono w guzach
nie wykazujgcych tendencji do tworzenia przerzutow. Brak ekspresji CA9 w
guzach chorych, u ktérych stwierdzono przerzuty odlegte mozna interpretowac
jako wyraz efektywnej adaptacji komorek nowotworowych do warunkow hipoksji
(by¢ moze wykorzystywania efektywniejszych szlakbw metabolicznych) lub jako
przejaw zniesienia sygnatu ,stresu hipoksyjnego” realizowanego przez
HIF1alfa.

Fibronektyna zostata zidentyfikowana jako gen wchodzacy w skfad profilu
ekspresji zwigzanego z rokowaniem chorych na rozlanego chtoniaka ztosliwego
z duzych komorek B [51]. Produkt tego genu jest glikoproteing tworzacag
macierz miedzykomoérkowg i czesto ulega ekspresji w chorobach zwigzanych z
paleniem tytoniu. Ponadto, wykazano, ze fibronektyna stymuluje wzrost raka
ptuca poprzez wigzanie sie z receptorem a5@1 integryny, co powoduje wzrost
transkrypcji genu dla MMP-9 (poprzez aktywacje biatka c-fos i Sciezki zalezne
od ERK i PI3K). Aktywacja MMP-9 nasila inwazyjnos¢, proliferacje i tworzenie
przerzutow ndrp [116]. W niniejszym badaniu wysoka ekspresja FN1 byta silnie
zwigzana ze ztym rokowaniem chorych na raka ptaskonabtonkowego, natomiast
nie stwierdzano takiej zaleznosci dla ekspresji genu MMP-9. W badaniu, w
ktorym poszukiwano sygnatury ekspresji gendw zwigzanej z opornoscig raka
piersi na tamoksyfen, wykazano, ze 9% takiego profilu stanowity geny kodujace
elementy macierzy miedzykomorkowej (ang. ECM — extracellular matrix) [117].
Wartos¢ rokownicza ekspresji 6 gendw: COL1A1, FN1, LOX, SPARC, TIMP3 i
TNC (mRNA) zostata zweryfikowana w badaniu z udziatem 1286 chorych na
raka piersi. Podobnie jak w niniejszym badaniu, wysoka ekspresja FN1 byta
znamiennie zwigzana z krotszym przezyciem wolnym od przerzutéw odlegtych
zaréwno w populacji chorych bez przerzutéw do pachowych weztéw chtonnych
nie otrzymujgcych systemowego leczenia pooperacyjnego, jak i u chorych,
ktore otrzymaty po zabiegu tamoksifen [118]. Powyzsze badanie jest istotne
takze z racji na swojg skale — analiza ekspresji gendw na poziomie mRNA w
prébkach od ponad tysigca chorych w petni wykazata przydatnos¢ metody RT-

PCR jako podstawy testu rokowniczego.
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ANLN jest genem zwigzanym z rodzing biatek Rho, ktére realizujg potencjat
mobilnosci komorek nowotworowych. W raku ptuca w analizie ekspresji biatek
metodg mikromacierzy tkankowych (ang. tissue microarray) wykazano, ze
wysoka ekspresja ANLN wigze sie z podwyzszonym ryzykiem nawrotu z
powodu raka ptuca [62]. Podobnie w analizie r6znic w ekspresji gendw metodg
mikromacierzy oligonukleotydowych pomiedzy rakiem prostaty opornym na
leczenie hormonalne i wrazliwym na takie leczenie wykazano podwyzszong
ekspresje  ANLN w grupie chorych nie odpowiadajgcych na leczenie
hormonalne, a wiec w grupie chorych z agresywniejszg postacig choroby [119].
PAI-1 jest uznanym czynnikiem rokowniczym w raku przewodowym piersi,
zaréwno u chorych z przerzutami, jak i bez przerzutow do pachowych weztow
chtonnych [120].

Stwierdzone w niniejszym badaniu zaleznosci pomiedzy ekspresjgq
poszczegdlnych gendw odzwierciedlajg znane molekularne mechanizmy
kancerogenezy i, posrednio, mogg stanowi¢ dowdd prawidtowosci wyboru
metody RT-PCR jako podstawy testu klinicznego w ocenie ryzyka nawrotu ndrp.
Np. odwrotna zaleznos¢ pomiedzy ekspresjg CA9 i PH-4 jest uzasadniona w
kontekscie mechanizmdw regulacji sciezek ,hipoksyjnych” zaleznych od HIF1a.
Wysoka aktywnos¢ (ekspresja) PH-4 prowadzi do inaktywacji HIF1a, czego
skutkiem jest brak ekspresji CA9 (gen efektorowy HIF1a). Z kolei prosta
zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg: CSF1 i EGFR jest zgodna z postulowanym
patomechanizmem tworzenia odlegtych przerzutéw (oddziatywania pomiedzy
komorkami raka i makrofagami podscieliska na drodze petli parakrynnej
CSF1/EGFR).

6.7 Nowe formy systemowego leczenia uzupetniajgcego leczenie chirurgiczne

w ndrp

Leczenie pooperacyjne moze sie przyczyni¢ do zmniejszenia odsetka nawrotéw
odlegtych po leczeniu chirurgicznym ndrp. Niepetne zrozumienie mechanizmow
tworzenia odlegtych przerzutéw uniemozliwia stosowanie swoistych form
takiego leczenia. Nie ulega watpliwosci, ze wykorzystywane obecnie w
pooperacyjnym leczeniu zwigzki cytotoksyczne nie przeciwdziatajg swoiscie

tworzeniu przerzutéw odlegtych. W zwigzku z tym poszukuje sie molekularnie
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ukierunkowanych metod inaktywacji mechanizméw rozsiewu, na przyktad
poprzez blokowanie ekspresji genbw zwigzanych z powstawaniem przerzutow.
W zatozeniu terapie takie miatyby by¢ wdrazane w momencie rozpoznania raka
ptuca w zaawansowaniach |-11IB jako profilaktyka przerzutéw odlegtych. Wyniki
niniejszego badania wskazujg na rokownicze znaczenie kilku genow, ktére
mogtyby sta¢ sie celem zaréwno pooperacyjnych, jak i przedoperacyjnych
terapii celowanych. W analizie jednoczynnikowej czasu wolnego od odlegtego
nawrotu wykazano, ze wysoka ekspresja liganda dla selektyny-P wigze sie ze
znamiennie krotszym MFS. Obserwacja ta jest zgodna z wielokrotnie
opisywanym zwigzkiem pomiedzy ekspresjg P- i L-selektyn a zwiekszonym
potencjatem do tworzeniem przerzutéw odlegtych w mysich modelach progresji
[75]. Selektyny znajdujg sie na powierzchni srédbtonka, ptytek oraz leukocytow i
wigzg sie z sialylowanymi, fukozylowanymi i sulfonylowanymi ligandami, ktére
znajdujg sie fizjologicznie na powierzchni srodbtonka oraz ptytek, ale rowniez
na powierzchni komérek nowotworowych. Wykazano, ze raki, w ktorych
wystepuje wysoka ekspresja proteoglikanow o rozgatezionych resztach
cukrowych lub mucyny, charakteryzujg sie gorszym rokowaniem oraz
zwiekszong tendencjg do rozsiewu drogg krwionosng [121]. Tworzenie
mikroagregatow z komoérek raka i ptytek oraz fibryny wydaje sie zapewniac
komoérkom nowotworowym ochrone przed reakcjg ze strony uktadu
immunologicznego oraz fizykochemicznym stresem, ktéremu podlegajg w
uktadzie krgzenia [121]. W wielu klasycznych badaniach na zwierzecych
modelach progresji wykazano hamujgcy wptyw drobnoczgsteczkowych heparyn
na tworzenie przerzutdéw odlegtych [122]. Efekt ten potwierdzono w Kkilku
badaniach klinicznych [123-125]. W metaanalizie badan z bazy danych
Cochrane’a wynika, ze antymetastatyczny efekt heparyn jest bardziej wyrazony
w rakach niezaawansowanych w poréwnaniu z rakami w stadium rozsianym,
przy czym najwyzszy efekt obserwowano w drobnokomérkowym raku ptuca w
stadium choroby ograniczonej [126]. Jednym z wazniejszych mechanizmdw
tego dziatania jest blokownie potgczen pomiedzy selektyng-P a jej naturalnym
ligandem, ktory podobnie jak heparyny zawiera reszty sialylowe oraz siarczyny
tyrozyny o ujemny tadunku [76]. Inne leki przeciwkrzepliwe, na przyktad:
warfaryna, nie wykazywaty aktywnosci blokujgcej tworzenie przerzutdéw, co

sugeruje, ze dziatanie antykoagulacyjne nie jest kluczowe dla
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przeciwmetastatycznego efektu heparyn. Obecnie wiadomo, ze heparyna poza
dziataniem przeciwkrzepliwym wywiera szereg innych efektow, jak na przyktad:
modulacja czynnikéw wzrostu, blokowanie angiogenezy poprzez oddziatywanie
z VEGF oraz blokowanie aktywnosci heparynazy — enzymu utatwiajgcego
komorkom raka przekraczanie btony podstawnej naczyn krwionosnych. Zakres
stezen heparyn drobnokomorkowych w surowicy blokujacy interakcje pomiedzy
P-selektyng a jej ligandem odpowiada zakresowi stezen terapeutycznych
stosowanych w leczeniu choroby zatorowo-zakrzepowej [76].

Kolejnym genem istotnie zwigzanym z rokowaniem chorych na
ptaskonabtonkowego raka ptuca jest CSF1. Receptor dla CSF1 (c-Fms)
zawiera w swej strukturze kinaze tyrozynowa. Imatynib (Gleevec®), inhibitor
kinaz tyrozynowych: Bcr/Abl, c-Kit i PDGFR wykazuje rowniez aktywnosc
wobec c-Fms; istniejg takze specyficzne inhibitory tego receptora, na przyktad,
Ki-20227. Najnowsze badania sugerujg, ze blokowanie c-Fms zmniejsza ryzyko
powstawania przerzutéw raka piersi do kosci w mechanizmie blokowania
osteoklastow, ktore sg aktywowane przez ten receptor kinazowy [127]. Ponadto
imatinib blokuje wzrost niektérych szpikowych linii komdrkowych, m.in.
monocytow i makrofagow [128]. Potencjalnie istotna rola makrofagdw w
progresji i tworzeniu przerzutow litych nowotworow mogtaby uzasadniac
strategie wykorzystania tych lekdw w profilaktyce rozsiewu raka ptuca po
ustaleniu rozpoznania. Inng mozliwoscig jest wykorzystanie inhibitorow petli
parakrynnej CSF1/EGFR w leczeniu adjuwantowym [45]. W niniejszym badaniu
wysoka ekspresja EGFR wigzata sie nieznamiennie z gorszym rokowaniem
chorych na ndrp. Wiadomo natomiast, ze wysoka ekspresja EGFR na poziomie
MRNA lub amplifikacja kopii genu (FISH) ma znaczenie predykcyjne dla terapii
inhibitorami EGFR [129]. Przyktadem préby wykorzystania leczenia
ukierunkowanego molekularnie w terapii uzupetniajacej jest badanie RADIANT,
w ktorym chorzy w stopniu IB-IlIA otrzymujg drobnoczgsteczkowy inhibitor
kinazy tyrozynowej EGFR (Erlotynib®) przez 2 lata od zabiegu operacyjnego.

W zwigzku z rokowniczym znaczeniem nadekspresji VEGF istotna jest rola
czynnikbw antyangiogennych w ndrp. Koncepcja blokownia wzrostu
unaczynienia guza powstata juz w latach 70 ubiegtego wieku. Wiedza o
kluczowej roli VEGF i VEGFR2 w angiogenezie pozwolita oczekiwaé, ze

inhibitory tych biatek (bevacyzumab, sorafenib czy sunitinib) bedg idealnym
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lekami  przeciwnowotworowymi. W istocie w wielu zaawansowanych
nowotworach wykazano ich skutecznos¢ wyrazong poprawg przezy¢
catkowitych lub czasu do progresiji, lecz najczesciej efekt ten byt niewielki — od
kilku tygodni do kilku miesiecy [130]. Paradoksalnie, w zwierzecych modelach
wykazano, ze inhibitory VEGF prowadzac do zahamowania wzrostu guza,
zwiekszajg jego inwazyjnosci i potencjat tworzenia przerzutow odlegtych [131].
Stanowi to w duzym stopniu wyjasnienie dla umiarkowanego sukcesu tych

substancji w badaniach klinicznych.

6.8 Podsumowanie

Podsumowujac, opracowane profile ekspresiji pieciu i dwu gendéw wigzg sie ze
zwiekszonym ryzykiem tworzenia odlegtych przerzutow i niekorzystnym
rokowaniem chorych na wczesnozaawansowanego ptaskonabtonkowego raka
ptuca. Modele zostaly pozytywnie zweryfikowany w niezaleznej populacji
chorych na raka ptaskonabtonkowego ptuca w stopniu I-Il. Test oparty na
analizie ekspresji tych gendw moze sie sta¢ podstawg kwalifikowania chorych
na ptaskonabtonkowego raka ptuca do uzupetniajgcej chemioterapii lub innych
bardziej swoistych terapii  adjuwantowych (przeciwciata, inhibitory
drobnoczasteczkowe). Wartos¢ rokownicza profilu ekspresji jako podstawa do
leczenia uzupetniajgcego powinna zosta¢ zweryfikowana w ramach
ekstensywnej walidacji przedklinicznej — obejmujgcej materiat od kilkuset
chorych z uwzglednieniem pozostatych typdw histologicznych ndrp . Kohcowym
etapem tego rodzaju badan jest prospektywne badanie kliniczne skutecznosci
rokowniczego testu molekularnego jako podstawy kwalifikacji chorych do terapii
uzupetniajgcych. Interesujgce jest rowniez predykcyjne znaczenie ekspres;ji
badanych gendéw - kwestia, ktéra moze znalez rozstrzygniecie w
randomizowanym badaniu klinicznym z udziatem systemowych metod leczenia

uzupetniajgcego.
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7. WniosKki

Na podstawie przeprowadzonego badania postawiono nastepujgce wnioski:

1.

Metoda ilosciowej RT-PCR moze stanowi¢ podstawe dla laboratoryjnego
testu opartego na analizie ekspresji genow w mrozonych wycinkach z

guzow pierwotnych ptaskonabtonkowego raka ptuca.

. Wykazano, ze 5-genowy profil ekspresji (CSF1, CA9, ANLN, SELPG i

FN71) moze stanowi¢ podstawe przewidywania uogolnionego nawrotu
oraz ztego rokowania u chorych na wczesnozaawansowanego

ptaskonabtonkowego raka ptuca.

Wykazano ponadto, ze inne profile ekspresji genébw moga by¢ brane pod
uwage w przewidywaniu niekorzystnego rokowania w tej grupie chorych
(model 2-genowy: CSF1i CA9).

Wsréd  klinicznych  czynnikdw, Srednica guza pierwotnego jest

niezaleznym czynnikiem rokowniczym w grupie chorych na

ptaskonabtonkowego raka ptuca w stopniu | i Il.
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Zatacznik 1

Praca miesci sie w nurcie badan nad molekularnymi testami rokowniczymi,
ktore mogtyby umozliwié rozréznienie pomiedzy chorymi na
ptaskonabtonkowego raka ptuca o wysokim ryzyku odlegtego nawrotu po
leczeniu chirurgicznym a chorymi z niskim ryzykiem. Praktycznym
zastosowaniem takiego testu mogtaby by¢ kwalifikacja do systemowego
leczenia uzupetniajgcego (chemioterapig Ilub leczeniem ukierunkowanym
molekularnie).

Dotychczasowa kwalifikacja do leczenia uzupetniajgcego oparta jest na ocenie
zawansowania choroby wedtug skali TNM - chorzy w stopniu Il i llIA sg
kwalifikowani do takiego leczenia natomiast chorzy w stopniu | sg leczeni
wytgcznie operacyjnie. Jednak u 25% chorych w stopniu 1A i 40% w stopniu IB
obserwuje sie nawrét choroby w formie przerzutow odlegtych. Istnieje wiec
grupa chorych wysokiego ryzyka w | stopniu zaawansowania, ktérzy mogliby
odnies¢ korzys¢ z uzupetniajacej chemioterapii. Przeciwnie, okoto 40% chorych
w stopniu Il nie rozwija przerzutow odlegtych po doszczetnej resekcji guza i nie
odnosi dodatkowej korzysci z leczenia uzupetniajacego.

W ciagu kilku ostatnich lat opublikowano szereg doniesien na temat mozliwosci
oceny indywidualnego ryzyka nawrotu za pomocg analizy ekspresji genéw
technikami biologii molekularnej. Najbardziej obiecujacymi technologiami
okazaty sie mikromacierze oligonukleotydowe oraz ilosciowa RT-PCR.

Celem opisywanego badania byto okreslenie profilu ekspresji gendw
zwigzanego z rokowaniem chorych na podtyp ptaskonabtonkowy raka ptuca
leczonych operacyjnie.

Analizowano ekspresje 29 gendw zwigzanych z progresjg choroby i tworzeniem
przerzutow odlegtych. Liczbe kopii mRNA badanych genéw mierzono metodg
ilosciowej RT-PCR (reakcja odwrotnej transkryptazy i reakcji tancuchowej
polimerazy). Materiat do analiz stanowity Swiezo mrozone wycinki z guza. RNA
byto izolowane z preparatéw zawierajacych przynajmniej 60% procent tkanki
nowotworowej na przekroju. Stezenie RNA okreslono przy uzyciu technologii
Nano-Drop; jako$¢ RNA potwierdzono na zelu agarozowym oraz w urzadzeniu

Bioanalizer (Agilent). 1 pg RNA przepisywano do cDNA przy uzyciu High
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Capacity Kit (AppliedBiosystems). Reakcje RT-PCR prowadzono w systemie
kart mikrocieczowych TLDA w cyklerze HT7900 (AppliedBiosystems).
Badaniem objeto 93 chorych z rozpoznaniem raka ptaskonabtonkowego ptuca.
Rokowniczy profil ekspresji generowano w grupie uczgcej 66 chorych w I-llIA st.
zaawansowania, operowanych w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej AMG.
Trzydziestu trzech chorych rozwineto przerzuty odlegte po doszczetnej resekcji
guza; u pozostatych 33 chorych nie obserwowano nawrotu choroby po
medianie obserwacji 61 miesiecy. Na postawie analizy jednoczynnikowe;j i
wieloczynnikowej przezycia wolnego od odlegtego nawrotu w zaleznosci od
ekspresji gendw, wytoniono grupe genow znamiennie zwigzanych z
rokowaniem chorych. Utworzony indeks ryzyka obliczany na podstawie
ekspresji 5 gendw (CSF1, CA9, FN1, ANLN i SELPG) charakteryzowat sie
wysokg wartoscig okreslenia rokowania chorych z grupy uczgcej (log-rank,
p=0,00021). W analizie wieloczynnikowej przezycia wolnego od nawrotu
odlegtego uwzgledniajgcej czynniki kliniczne jak: stopien zaawansowania,
stopien zréznicowania histologicznego, pteé, srednica guza oraz molekularny
indeks ryzyka, niezaleznymi czynnikami rokowniczymi okazaty sie Srednica
guza (p=0,014) oraz 5-genowy indeks ryzyka (p<0,0001).

Kolejno, indeks ryzyka zostat poddany walidacji w niezaleznej grupie 27
chorych z rozpoznaniem raka ptaskonabtonkowego w st | i Il z Autonomicznego
Uniwersytetu w Madrycie (Hiszpania), Akademii Medycznej w Gdansku oraz
Akademii Medycznej w Biatymstoku — grupa walidacyjna. Indeks ekspres;i
oparty na analizie ekspresji 5 genow byt znamiennie zwigzany z przezyciem
wolnym od nawrotu odlegtego w tej grupie chorych (log-rank, p=0,008).
Ponadto wykazano, ze indeks ryzyka oparty na analizie ekspresji 2-genéw
(CSF1 i CA9) jest rowniez znamiennie zwigzany z rokowaniem w obu tych
grupach chorych (log-rank, odpowiednio p=0,01 i p=0,008).

W wyniku przeprowadzonego badania okreslono dwa profile ekspresji genow
zwigzane z rokowaniem chorych na ptaskonabtonkowego raka ptuca leczonych
operacyjnie. W kolejnym etapie badan profile te bedg poddane ocenie
przydatnosci klinicznej w rozszerzonym przedklinicznym badaniu walidacyjnym
i kolejno w klinicznym badaniu prospektywnym Il fazy z udziatem metod

leczenia uzupetniajgcego.

68



9. Summary

This translational study aimed to define a molecular prognostic test which could
differentiate between squamous cell lung cancer patients at high risk for distant
relapse after surgery and those at low risk. The potential application of such a
test would be an accurate qualification of lung cancer patients for adjuvant
systemic treatment based on the individual relapse risk.

Thus far, adjuvant chemotherapy treatment decision is based on TNM criterion.
Stage Il and IlIA patients are administered cis-platin based adjuvant
chemotherapy, whereas stage | patients are treated with surgery only.
However, 25% stage |IA and 40% stage IB patients develop distant metastases
after radical tumor excision. This subgroup of high risk stage | patients could
potentially derive benefit form adjuvant chemotherapy. On the contrary, around
40% stage Il patients never relapse and thus is treated with chemotherapy
without benefit.

In the last couple of years, it was shown that individual risk of relapse may be
estimated by means of gene expression analysis. The molecular methods that
are best suited to this purpose are oligonucleotide microarrays and quantitative
RT-PCR.

The aim of this study was to develop a prognostic test for squamous cell lung
cancer patients that could predict individual risk of relapse.

The expression of 29 genes potentially related to disease progression was
analyzed. To this end, mRNA copy number in frozen squamous cell lung cancer
tissue was measured by quantitative RT-PCR. RNA was isolated from sections
proven to contain at least 60% of viable cancer tissue. Concentration of RNA
was assessed with the use of Nano-Drop technology, and the RNA quality was
confirmed on agarose gel and in Bioanalizer (Agilent). 1 pg RNA was
transcribed into cDNA with a High Capacity Kit (AppliedBiosystems). RT-PCR
reactions were carried out in TLDA microfluidic system (Appliedbiosystems) in a
HT7900 cycler (AppliedBiosystems).

The study comprised 93 patients with squamous cell lung cancer. The

prognostic gene expression profile was generated in the group of 66 stage I-IlIA
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patients treated surgically in the Thoracic Surgery Department of the Medical
University of Gdansk (Poland). Of those 33 patients developed distant
metastases after complete tumor resection whereas the remaining 33 patients
were free of relapse after a median of follow-up of 61 months. Based on the
univariate and multivariate analyses of the distant metastases free survival
(MFS) according to gene expression, genes shown to be statistically related to
prognosis were selected. The risk score based on a 5-gene expression profile
(CSF1, CA9, FN1, ANLN and SELPG) was shown to be highly statistically
related to metastasis free survival in the training group (log-rank, p=0,00021). In
the multivariate analysis of the distant metastases free survival that took into
account: stage, grade, sex, tumor diameter and 5-gene expression risk score,
tumor diameter and 5-gene risk score emerged as independent prognostic
factors (p=0,014 and p<0,0001, respectively).

Subsequently, the risk score was positively validated In an independent group
of 27 stage |-l squamous cell lung cancer patients. The validation group
consisted of patients from The Autonomous University of Madrid (Spain), The
Medical University of Gdansk (Poland) and the Medical University of Biatystok
(Poland). The risk score based on the expression of those 5 genes was strongly
related to metastasis free survival in the validation group (log-rank, p=0,008).
Moreover, the risk score based on the expression of 2 genes (CSF1 and CA9)
was also significantly related to outcome in those 2 groups of patients (p=0,01
and p=0,008, respectively). .

As a result of this research the 5-gene expression profile was determined that is
strongly associated with distant metastases free survival and outcome of
patients with squamous cell lung cancer. The next step would be an extensive
preclinical validation of the results and a prospective trial with the use of

systemic adjuvant treatment.
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Zatacznik 1.

Rycina 1. Czas przezycia wolnego od nawrotu odlegtego jako zmienna zalezna od warto$ci
ekspresji poszczegolnych gendw kategoryzowanej wzgledem mediany i kwartyli ekspresji.
(A) CSF1; (B). CA9; (C) FN1; (D) ANLN; (E) SELPG; (F) VEGF C, (G) RHO GDI B; (H) PAI-1;

(1) KIAA 0974; (J) INSR; (K) PH-4; (L) Vil2 ;(M) SELL; (N) PDPN.
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