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Wykaz skrotow

COX 112 - cyklooksygenaza 1 12

EGF - naskérkowy czynnik wzrostu (epidermal growth factor)

HIF a - indukowany hipoksja czynnik a (hypoxia induced factor o)

IHC - wskaznik immunohistochemiczny

IL - interleukina

MMLYV - RT - wielotemperaturowa odwrotna tranksyptaza

MMP - metaloproteinazy macierzy

NDRP - niedrobnokomoérkowy rak pluca

NF IL-6 - czynnik jadrowy dla ekspresji inreleukiny 6 (nuclear factor for inteleukin 6)
NF«B - czynnik jadrowy kB (nuclear factor kB)

PDGEF - ptytkopochodny czynnik wzrostu (platelet derived growth factor)

PGI2, PGD2, PGE2, PGF2 - prostaglandyny 12, E2, D2, F2

PU - przedziat ufnosci

g - PCR - ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy

gRT-PCR - ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotna transkrypcja (quantitive
real time polymerase chain reaction)

TGF a i B - transformujacy czynnik wzrostu o i B (transforming growth factor o. and )
TMA — mikromacierz tkankowa (tissue microaray)

TNF - czynnik martwicy nowotworow (tumor necosis factor)

TNFR - receptor dla czynnika martwicy nowotwordw (fumor necrosis factor receptor)
TXA - tromboksan

UICC - Migdzynarodowa Unia do Walki z Rakiem (Union Internationale Contre le Cancer)

VEGF - naczyniowo-nabtonkowy czynnik wzrostu
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1. Wstep

1.1 Wprowadzenie

Rak ptluca jest najczgSciej wystgpujacym nowotworem na $wiecie. W 2002 roku
odnotowano 1,35 miliona nowych zachorowan [1]. Stanowi on takze najczgstsza przyczyng
zgonu wsrod chorob nowotworowych — 1,18 milionow zgonow na §wiecie. Czgsciej choruja
mezcezyzni (standaryzowany wspotczynnik zachorowalnosci 35,5/100.000 osob), niz kobiety
(12,1/100.000). W Polsce w 2005 roku odnotowano ponad 20.000 zachorowan na raka ptuca
(standaryzowany wspolczynnik zachorowalno$ci dla megzczyzn wynosi 60/100.000, a dla
kobiet 14/100.000), przy czym udzial niezarejestrowanych zachorowan ocenia si¢ na
kilkanascie procent. Rak ptuca stanowi pierwsza przyczyne wsrdéd zgondw nowotworowych u
mezezyzn (ponad 16 000 rocznie) i1 druga wsrdd kobiet (prawie 5 000 rocznie) [Krajowy
rejestr nowotworow 2005]

Ze wzgledu na istotne rdéznice w obrazie mikroskopowym, przebiegu klinicznym,
rokowaniu 1 sposobie leczenia, wyrdoznia si¢ dwie glowne postacie raka pluca - raka
drobnokomorkowego 1 niedrobnokomorkowego. Rak niedrobnokomorkowy stanowi 75-80%
wszystkich rozpoznan mikroskopowych raka ptuca. Charakteryzuje go wolniejszy wzrost i
mniejsza sklonno$¢ do tworzenia przerzutow odleglych w poréwnaniu do raka
drobnokomorkowego, uwazanego za chorobg uogolniona juz w momencie rozpoznania.

Wedtug klasyfikacji histologicznej WHO z 1999 do grupy rakéw niedrobnokomoérkowych
zalicza sig¢ raka ptaskonablonkowego, gruczolakoraka, raka wielokomorkowego, mieszanego
raka gruczotowo-ptaskonabtonkowego oraz rzadsze postacie raka z elementami
pleomorficznymi  lub  migsakowymi. Wyr6zniono takze cztery odmiany raka
ptaskonablonkowego: brodawkowy, jasnokomorkowy, drobnokomoérkowy 1
podstawnokomoérkowy. Raka gruczotowego podzielono na postaé pecherzykowa,
brodawkowa, raka oskrzelikowo—pecherzykowego oraz guzy mieszane [2].

Podstawowa metoda leczenia niedrobnokomorkowego raka ptuca (NDRP) jest doszczgtna
resekcja migzszu plucnego, jednak kwalifikuje si¢ do niej jedynie 20-25% chorych — u
pozostalych leczenie operacyjne jest niemozliwe z powodu znacznego zaawansowania
nowotworu w momencie rozpoznania lub chordéb towarzyszacych. Pomimo postepu w

chirurgii, u wigkszosci chorych leczonych operacyjnie w ciagu kilku lat dochodzi do nawrotu



miejscowego lub rozsiewu, a wskaznik 5-letnich przezy¢ wynosi 30-40% [3]. Proby
zastosowania innych metod — chemioterapii lub radioterapii — doprowadzily jedynie do
nieznacznej poprawy wynikow leczenia w okreslonych sytuacjach klinicznych, kosztem
zwigkszonego ryzyka powaznych powiktan i znacznego wzrostu kosztow. Mimo postepu
wiedzy o biologii tego nowotworu i1 rozwoju technik chirurgicznych, radioterapii i
chemioterapii, wyniki leczenia NDRP pozostaja niezadowalajace i ostatnie dekady nie
przyniosty znaczacego postgpu.

Szybki rozwdj wiedzy o mechanizmach molekularnych powstawania i rozwoju raka pluca
otwiera nowe mozliwosci w zakresie wczesnej diagnostyki oraz wyodrgbnienia nowych
czynnikow rokowniczych 1 predykcyjnych. Stwarza to takze nadzieje na rozw6j nowych
strategii terapeutycznych wykorzystujacych jako cele zaburzenia szlakéw molekularnych

zwigzanych ze wzrostem nowotworu i tworzeniem przerzutow.

1.2 Cyklooksygenaza-2 i jej rola w kancerogenezie

Cyklooksygenaza, zwana réwniez syntaza prostaglandyny H, jest enzymem katalizujacym
przemiang kwasu arachidonowego do prostaglandyn, prostacyklin i tromboksanow (rys. 1). W
organizmie ludzkim wystepuje ona w postaci dwoch izoform — cyklooksygenzy-1 (COX-1) i
cyklooksygenazy-2 (COX-2). Obie izoformy maja ponad 60% wspdlnej sekwencji
aminokwasoéw. Ponadto w korze mozgowej, sercu i mig$niach znaleziono biatko bedace
wynikiem alternatywnego sktadania produktu genu COX-1, ktéore nazwano COX-3 [4]. Jego
rola nie zostala jeszcze do konca poznana.

COX-1 ulega statej ekspresji w prawie wszystkich tkankach i odpowiada za utrzymanie
homeostazy ustroju m.in. przez cytoprotekcje bton §luzowych, agregacije ptytek i zachowanie
prawidtowego przeplywu nerkowego. COX-2 jest enzymem indukowanym, aktywnym w
komorkach zaangazowanych w patofizjologiczne i patologiczne procesy, takie jak powstanie i
podtrzymanie ostrego i przewlektego stanu zapalnego, bol, goraczka, choroba Alzheimera i
nowotwory. W warunkach fizjologicznych COX-2 wystepuje takze w osrodkowym uktadzie
nerwowym, oku, przewodzie pokarmowym, w ukladzie krwiono$nym nerek i $rédbtonku

naczyn.



Gen COX-2 zlokalizowany jest na chromosomie 1 (1q25.2-25.3), sktada si¢ z 10 egzondéw
1 koduje mRNA o wielkosci ok. 4,5 kb. Biatko COX-2, po potranslacyjnej modyfikacji
polegajacej gldwnie na glikozylacji, wazy 75-80 kDa. W przeciwienstwie do genu COX-1, gen
COX-2 zawiera sekwencje TATA box, do ktérej przylacza sig¢ wiele czynnikow
transktypcyjnych m.in. czynnik jadrowy kB (NF-xB) 1 czynnik jadrowy dla ekspresji
interleukiny 6 (NF-IL-6). Ponadto ekspresj¢ COX-2 pobudza szerokie spektrum mediatorow
stanu zapalnego, w tym cytokiny prozapalne (interleukina-1P, interleukina-2, czynnik
martwicy nowotworu TNF, interferon-y), lipopolisacharydy, a takze czynniki wzrostu
(naskorkowy czynnik wzrostu [EGF], ptytkopochodny czynik wzrostu [PDGF]) 1 benzopireny
zawarte w dymie tytoniowym. Natomiast ekspresj¢ COX-2 hamuja czynniki przeciwzapalne —

interleukina-10, interleukina-4, interleukina-13 i glukokortykosterydy [5,6].

Kwas arachidonowy

COX 112 Reakcja cyklooksygenacji
Prostaglandyna G,

COX 112 Reakcja peroksydacji
Prostaglandyna H,

Prostaglandyny (PGI,,PGD,,PGE,,PGF,)
Prostacykliny
Tromboksany (TXA,)

Rys.1. Etapy syntezy prostanoidow katalizowanych przez cyklooksygenazg 1 i
cyklooksygenazg 2



Podwyzszone stgzenia COX-2 stwierdzono w wielu guzach litych m.in. w raku jelita
grubego, ptuca, piersi, zotadka, przetyku, trzustki, glowy i szyi, endometrium, stercza i
pecherza moczowego [7-13].

W normalnym nabtonku w plucach nie stwierdza si¢ obecnosci COX-2 [12,14-16]. Co
prawda Hida 1 wsp. w pracy opublikowane] w 1998 roku wykryli ekspresje COX-2 w
zdrowym nablonku plucnym, jednak autorzy ci zastosowali krolicze przeciwciata
monoklonalne przeciw ludzkiej COX-2, podczas gdy w pdzniejszych pracach najczgscie)
stosowano mysie przeciwciatlo monoklonalne przeciw ludzkiej COX-2 [15].

Nadekspresj¢ COX-2 stwierdzono w stanach poprzedzajacych raka ptuca, takich jak
atypowa hiperplazja gruczolakowa, atypowy nabtonek pecherzykowy, dysplazja wysokiego
stopnia 1 rak in situ [10,15-17]. W rozwinigtym NDRP nadekspresj¢ COX-2 stwierdzono w
50-70% przypadkow gruczolakoraka [10,18] i 20-30% raka ptaskonabtonkowego [19,20]. Nie
stwierdzono zalezno$ci pomiedzy ekspresja COX-2 a cechami klinicznymi (wiekiem, plcia,
stopniem zaawansowania itp.) [14,20,21].

Rokownicze znaczenie nadekspresji COX-2 w raku pluca jest kontrowersyjne. W
wigkszosci prac dotyczacych tego zagadnienia wykazano niekorzystne rokownicze znaczenie
nadekspresji COX-2, zwtaszcza w 1 1 w II stopniu zaawansowania NDRP [18,20,22-24], ale w
innych nie znaleziono tej zaleznosci [14,17,25]. W wigkszosci tych prac ekspresje COX-2
oceniano metodami immunohistochemicznymi. Wyjatkiem jest praca Brabendera 1 wsp., gdzie
zastosowano ilosciowa reakcjg tancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja (QRT-PCR)
oraz praca Yuan i wsp., gdzie zastosowano obie metody. Niezaleznie od znaczenia
rokowniczego, ekspresja COX-2 moze by¢ potencjalnym biomarkerem wskazujacym chorych,
ktérzy mogliby odnies¢ korzys¢ z leczenia selektywnymi i nieselektywnymi inhibitorami
COX m.in. z grupy niesterydowych lekéw przeciwzapalnych [26-33].

Badania przedkliniczne i kliniczne wskazuja, ze biatko COX-2 jest zaangazowane w wiele
procesOw prowadzacych do powstawania 1 rozwoju nowotworu [34-39]. W modelach
zwierzgcych wykazano, Ze inhibitory COX-2 zapobiegaja rakowi ptuca [40]. Niektére badania
epidemiologiczne sugeruja, ze stosowanie niesterydowych lekéw przeciwzapalnych zmniejsza
ryzyko raka phuca [41,42]. Zapobiegawczy wptyw przewlektego stosowania niesteroidowych
lekow przeciwzapalnych potwierdzono rowniez w raku jelita grubego [43-45]. W grudniu

1999 r. Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow (FDA) zarejestrowata celekoksyb



(selektywny inhibitor COX-2) w profilaktyce farmakologicznej raka jelita grubego u chorych
na rodzinng polipowato$¢ jelita grubego.

Nadekspresja COX-2 prowadzi do powstania i rozwoju nowotworu poprzez wpltyw na
nastepujace zjawiska: zahamowanie apoptozy, nasilenie neoangiogenezy, wzrost aktywnos$ci
metaloproteinazy macierzy 1 pobudzenie syntezy biatek adhezyjnych oraz ostabienie
aktywno$ci uktadu immunologicznego. Zagadnienia te zostana szczegdélowo w kolejnych

rozdziatach niniejszej rozprawy.

1.2.1 Apoptoza

Apoptoza, czyli zaprogramowana $mier¢ komorki, jest kluczowym procesem dla rozwoju
(embrio- 1 organogenezy) i funkcjonowania organizmu. Zainicjowanie procesu apoptozy
odbywa si¢ na drodze zewnatrz- i wewnatrzpochodnej. Na szlaku wewnatrzpochodnym do
zaprogramowanej $mierci komorki dochodzi na skutek zaburzen w blonie mitochondrium i
uwolnienia do cytoplazmy cytochromu c. Powstanie apoptosomu — kompleksu zawierajacego
cytochrom c, czynnik aktywujacy proteaze¢ apoptotyczna i nieaktywna forme kaspazy 9 —
prowadzi do uaktywnienia kaskady kaspaz, co ostatecznie prowadzi do $mierci komorki.
Szlak zewnatrzpochodny uruchamia proces apoptozy poprzez aktywacje receptorow $mierci
na powierzchni komorki. Do receptoréw tych nalezy rodzina receptorow dla czynnika
martwicy nowotworu (TNFR). Przylaczenie ligandu do ktérego§ z receptorow uruchamia
kaskade kaspaz. Prawidlowe funkcjonowanie szlaku wewnatrzpochodnego jest uzaleznione od
réwnowagi pomigdzy czynnikami proapoptotycznymi (m.in. biatka Bax, Bak) a czynnikami
antyapoptotycznymi takimi jak biatka Bcl-2 1 Bel-X1 [46]. Wykazano, ze nasilona ekspresja
COX-2 wplywa na zahamowanie $mierci komorki przez wzrost aktywnosci biatka
antyapoptotycznego Bcl-2 [47]. Kolejne badania nad réznymi nowotworami sugeruja, ze
COX-2 wplywa na apoptozg nie tylko za posrednictwem szlaku zaleznego od Bcl-2, ale takze
w inny sposob [48]. COX-2 aktywuje mianowicie szlak kinazy seroniniowo-treoninowej Akt
[49]. Uktad Akt odgrywa zasadnicza rol¢ w przezyciu komorek $rodblonka naczyh i1 jego
zablokowanie przez inhibitory COX-2 indukuje apoptozg niezaleznie od Bcl-2. Ponadto
stwierdzono, ze zardwno nadekspresja COX-2, jak i ekspozycja na prostaglandyng E, (PGE,)

powoduje zahamowanie apoptozy w komorkach gruczolakoraka ptuca na drodze aktywacji



genu Mcl-1 nalezacego do rodziny bcl-2 [50]. Krysan i wsp. opublikowali wyniki swoich prac
nad surwiwing — biatkiem o aktywnoSci antyapoptotycznej, ktore wiaze kaspazy
uniemozliwiajac ich aktywacje [51]. Stwierdzili oni, ze w komdrkach NDRP nadekspresja
COX-2 znaczaco wptywa na stezenie i stabilizacje surwiwiny, co prowadzi do zwigkszenia
oporno$ci na apoptozg.

Wykazano, ze selektywne inhibitory COX-2 indukuja apoptoz¢ w réznych typach linii
komoérkowych, w tym w komorkach raka jelita grubego [52] i w roznych rodzajach guzow
nowotworowych, a takze w raku ptuca [53]. Efekt ten zaobserwowano réwniez w komorkach
nie wykazujacych ekspresji COX-2 [54]. Pozwala to na wyciagnigcie wniosku, ze
niesteroidowe leki przeciwzapalne pobudzaja apoptoz¢ w komorkach nowotworowych na
drodze zaleznej 1 niezaleznej od cyklooksygenazy. Cao 1 wsp. udowodnili w eksperymencie
przeprowadzonym na liniach komorkowych raka jelita grubego, ze nadmiar kwasu
arachidonowego, zarowno egzogennego, jak i powstalego w wyniku zahamowania COX-2,
prowadzi do apoptozy [55]. Dodatkowo inhibitory COX-2 nasilaja apoptotyczny efekt
promieniowania jonizujacego [29,53,56,57] 1 zwigkszaja skuteczno$¢ chemioterapii
(Hida2002). Korzy$¢ z polaczenia inhibitoréw COX-2 z chemioterapia wykazano w badaniach
in vitro 1 in vivo [53,58-62].

1.2.2 Neoangiogeneza

Neoangiogeneza, czyli wytworzenie wlasnej sieci naczyn krwiono$nych, jest niezbedne do
wzrostu 1 progresji guzow nowotworowych o $rednicy wigkszej niz 1-2 mm. Istnieje wiele
czynnikoOw zaangazowanych w tworzenie nowych naczyn krwionos$nych w obregbie rosnacego
nowotworu. Naleza do nich m.in. naczyniowo-nabtonkowy czynnik wzrostu (VEGF),
transformujacy czynnik wzrostu a i B (TGF a i B), zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF) i chemokiny ENA-78 i IL-8. W badaniach in vitro i in vivo stwierdzono, ze wzrost
ekspresji COX-2 w nowotworach prowadzi na wielu etapach do powstania i wzrostu nowych
naczyn [63,64]. W NDRP dzieje si¢ to na drodze wzrostu syntezy i aktywnos$ci czynnikoéw
warunkujacych angiogenenzg: VEGF, chemokin ENA-78 1 IL-8, a takze na skutek
bezposredniego wptywu na komérki endothelium produktéw reakcji COX-2, tj. tromboksanu

A,, prostaglandyny E, i prostacykliny I, [20,65,66].



Stwierdzono, ze tromboksan A, w warunkach in vitro pobudza komorki endotelium do
migracji i tworzenia kapilaropodobnych struktur [64], za§ PGE, pobudza wytwarzanie VEGF
przez ufatwienie translokacji indukowanego hipoksja czynnika a (HIF o) z cytoplazmy do
jadra komorki [67]. Takze aktywacja receptora dla PGE, pobudza syntez¢ VEGF przez kinaz¢
biatkowa A i szlak ERK2/INK1 [68].

Prostacyklina I, jest syntetyzowana przez COX-2 z prostaglandyny H2 w komoérkach
srédblonka naczyn. Prostacyklina ta jest takze uwalniania z komoérek endotelium poddanych
dziataniu bFGF, VEGF, angiogeniny lub plytkowo-$rédbtonowe;j czastki adhezyjnej -1.

Liczne badania wykazaty, ze w roznych typach nowotworéw czynniki pobudzajace
angiogenez¢, w tym VEGF, PDGF, TGF-, bFGF 1 COX-2 wystepuja w komorce w tej samej
lokalizacji. W raku piersi i raku szyjki macicy nasilona ekspresja COX-2 powiazana byla ze
zwigkszona gestoscia naczyn i z gorszym rokowaniem [69]. W NDRP wykazano zalezno$¢
pomigdzy ekspresja COX-2 a nadekspresja VEGF oraz zwiazek tych cech z gorszym
rokowaniem [20]. Marrogi 1 wsp. w swoich badaniach potwierdzili zwiazek pomigdzy
ekspresja COX-2 a VEGF, a takze pomigdzy nadekspresja COX-2 a zwigkszona ggstoscia

naczyn krwiono$nych, jednak nie potwierdzili warto$ci rokowniczej tych cech [25].

1.2.3 Tworzenie przerzutow

Naciekanie otaczajacych tkanek przez guz nowotworowy oraz tworzenie odlegtych
przerzutow jest zwigzane z oddziatywaniem komorek guza na macierz zewnatrzkomorkowa 1
na bialka adhezyjne. Nadekspresja COX-2, przez wzrost aktywnos$ci metaloproteinaz
macierzy MMP-2 i MMP-9, powoduje zwigkszenie zdolnosci do naciekania i tworzenia
przerzutdow. Metaloproteinazy macierzy (MMP) to grupa cynkozaleznych enzyméw
uczestniczacych w proteolizie bialek substancji zewnatrzkomoérkowej. MMP wytwarzane
przez komorki guza zwigkszaja jego zdolnos¢ do miejscowego naciekania i rozprzestrzeniania
si¢, a takze odgrywaja kluczowa rol¢ w neoangiogenenzie [70]. PGE,, dziatajac przez receptor
EP4, nasila ekspresje¢ MMP-2, przy czym efekt ten moze zosta¢ zablokowany przez leki z
grupy antagonistow PGE..

Adhezja do substancji  zewnatrzkomorkowej  jest najwazniejszym  etapem

zapoczatkowujacym tworzenie przerzutéw. Proces ten w wielu nowotworach zalezy od biatka
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CD44 [71]. CD44 jest receptorem powierzchniowym dla hialuronianu — glikozaminoglikanu,
bedacego gtoéwnym sktadnikiem macierzy zewnatrzkomorkowej. Linie komérkowe raka ptuca
wykazujace nadekspresj¢ COX-2 wykazywaly rowniez nadekspresj¢ CD44. Dodanie
swoistych inhibitorow CD44 znaczaco zmniejszalo zdolno$ci inwazyjne komorek linii
komorkowych. Dotychczasowe badania sugeruja, ze nadekspresja COX-2 wptywa na nasilona

inwazyjno$¢ NDRP na drodze zaleznej od CD44 [72,73].

1.2.4 Uktad immunologiczny

Odpowiedz komoérkowa ukladu odpornosciowego ogrywa wazna role¢ w eliminowaniu
zmienionych nowotworowo komorek. Istotne w tym procesie sa cytokiny wytworzone przez
komorki T. Nadekspresja COX-2, ktora powoduje nadprodukcj¢ PGE2, prowadzi do
obnizenia kontroli uktadu immunologicznego przez zaburzenie réwnowagi pomigdzy
stezeniami interleukiny 10 (IL-10) i 12 (IL-12), dwoch cytokin regulujacych odpowiedz
komorkowa. W NDRP zwigkszenie stgzenia hamujacej odpowiedz komorkowa IL-10 i
zmniejszenie stgzenia indukujacej odpowiedz komorkowa IL-12, prowadzi do immunosupresji
wywotanej przez guz, nasila angiogenezg 1 wydaje si¢ pogarsza¢ rokowanie [74,75]. W raku
phluca wytwarzana przez guz PGE2 odgrywa kluczowa rolg¢ w pobudzaniu wytwarzania IL-10
przez limfocyty 1 makrofagi oraz w rGwnoczesnym hamowaniu syntezy 1L-12 przez makrofagi
[76]. Stolina 1 wsp. stwierdzili w modelu raka ptuca Lewisa, ze hamowanie COX-2 na drodze
genetycznej 1 farmakologicznej powoduje nie tylko regresj¢ guza, ale takze zwigkszenie wokot
niego nacieku limfocytarnego [77].

Komoérki dendrytyczne naleza do komorek prezentujacych antygen i sa decydujacym
elementem w inicjowaniu odpowiedzi T-komoérkowe;j. Prostanoidy — produkty reakcji COX-2
- wptywaja na dojrzewanie komorek dendrytycznych zaréwno na drodze zaleznej, jak i
niezaleznej od IL-10 [78,79].

Selektywne inhibitory COX-2 znosza zdolnos¢ komorek linii A549 pobudzanych IL-1p do
indukowania IL-10 w limfocytach i makrofagach. Ponadto dodanie do tej hodowli,
selektywnych inhibitorow COX-2 odwraca zalezny od PGE2 efekt hamowania wytwarzania

IL-12 przez makrofagi [77].
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Podsumowanie

Nadekspresj¢ COX-2 stwierdzono w stanach przednowotworowych i w wielu
nowotworach litych. Rola COX-2 w powstawaniu i rozwoju guzéw litych, w tym NDRP jest
dosy¢ dobrze udokumentowana, jednak znaczenie nadekspresji COX-2 jako czynnika
rokowniczego w tym nowotworze pozostaje kontrowersyjne. Niektore prace wykazuja, ze
nadekspresja COX-2 jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym, natomiast w innych nie
wykazano tej zalezno$ci. Okreslenie wartosci rokowniczej ekspresji COX-2 w NDRP
umozliwi lepsze poznanie tego zjawiska oraz pozwoli na wyodrebnienie grupy chorych na
NDRP, ktorzy potencjalnie byliby kandydatami do leczenia inhibitorami COX-2 w ramach

badan klinicznych.
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2. Cele pracy

1. Ocena obecnosci biatkka COX-2 w komodrkach NDRP przy zastosowaniu badania
immunohistochemicznego mikromacierzy tkankowych;

2. Ocena ekspresji mRNA dla COX-2 w komoérkach NDRP przy zastosowaniu jako$ciowej
reakcji RT-PCR;

3. Ocena zalezno$ci pomig¢dzy tymi parametrami a cechami demograficznymi i
klinicznymi badanej grupy chorych;

4. Okreslenie wartosci rokowniczej ekspresji COX-2 ocenianej immunohistochemicznie i

przy uzyciu jakosciowej reakcji RT-PCR.
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3. Material i metody

Materiat do badania stanowily wycinki NDRP uzyskane podczas radykalnej resekcji
migzszu plucnego, utrwalone w formalinie i1 przechowywane w postaci bloczkéw
parafinowych, oraz wycinki uzyskane w czasie tego samego zabiegu operacyjnego i
zamrozone w temperaturze -80° C. Oceng histopatologiczna wszystkich skrawkow
barwionych hematoksyling i eozyna przeprowadzilo dwoch niezaleznych patologdéw (prof.
Kazimierz Jaskiewicz z Katedry i Zakladu Patomorfologii Akademii Medycznej w Gdansku
oraz prof. Fred R. Hirsch z w Centrum Onkologii Uniwersytetu Kolorado, USA). Stopien
zaawansowania okreslano na podstawie badania patomorfologicznego, wedtug obowiazujacej
skali TNM przyjetej przez Migdzynarodowa Unig do Walki z Rakiem (UICC) w 1997 r.

Oceng obecnosci biatkka COX-2 w wycinkach guzéw nowotworowych
przeprowadzono na podstawie badania immunohistochemicznego mikromacierzy
tkankowych. Barwienie oraz ocena mikroskopowa preparatoéw zostaly wykonane przez
autork¢ w pracowni patomorfologii Wydziatu Onkologii Centrum Onkologii Uniwersytetu
Kolorado, kierowanej przez prof. Freda R. Hirscha. Oceng ekspresji mRNA dla COX-2
autorka przeprowadzita w ww. laboratorium na podstawie iloSciowej reakcji tancuchowej
polimerazy z odwrotna transkrypcja.

Dane kliniczne dotyczace chorych oraz stosowanego leczenia uzyskano na podstawie
dokumentacji medycznej, a informacje dotyczace zgonéw otrzymano od Urzedéw Gmin oraz
Urzedow Stanu Cywilnego.

W stuzacej do obliczen statystycznych bazie danych zgromadzono nastepujace
informacje: wiek i1 ple¢ chorych, data zabiegu operacyjnego, posta¢ histologiczna NDRP,
stopien zaawansowania wedtug klasyfikacji TNM, stopien zréznicowania nowotworu, cecha
pT, cecha pN, rodzaj zabiegu operacyjnego, data ostatniej obserwacji lub data zgonu, data i
lokalizacja nawrotu, wystgpowanie oraz nasilenie ekspresji COX-2 oraz ilo§¢ mRNA dla

COX-2.
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3.1 Grupa badana

Badana grupe stanowito 191 chorych na NDRP poddanych resekcji miazszu ptucnego w
Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej Akademii Medycznej w Gdansku w latach 2002-2004. Z
analizy wytaczono 5 chorych, u ktéorych w badaniu histopatologicznym materiatu
pooperacyjnego rozpoznano ostatecznie raka drobnokomoérkowego lub przerzutowy charakter
zmiany. Analiz¢ przeprowadzono zatem w grupie 186 chorych (tab. 1). W grupie tej znalazty
si¢ 44 kobiety (24%) 1 147 mezczyzn (76%), Srednia wieku wynosita 62 lata (zakres: 37-85),
177 chorych (95%) byto aktywnymi palaczami lub palito w przesztosci, a 9 chorych (5%)
nigdy nie palito papierosow. Wsrdd pooperacyjnych rozpoznan mikroskopowych przewazat
rak plaskonabtonkowy — 102 chorych (55%), rzadziej wystgpowaly rak gruczotowy — 54
chorych (29%), mieszany rak gruczotowo-ptaskonabtonkowy — 24 chorych (13%) oraz rak
wielkokomorkowy — 5 chorych (2,5%). Ponadto u 1 chorego (0,5%) rozpoznano raka
pecherzykowo-oskrzelikowego. U 20 chorych (12%) stwierdzono wysoki stopien
zrdéznicowania nowotworu (G1), u 81 (50%) — posredni stopien (G2), a u 61 chorych (38%) —
niski (G3).

Na podstawie pooperacyjnego badania histopatologicznego stopien zaawansowania
ogniska pierwotnego okreslono jako pT1 u 32 chorych (17%), pT2 — u 110 chorych (60%),
pT3 — u 33 chorych (17%) oraz pT4 — u 11 chorych (6%). Przerzuty do weztéw chtonnych
srédoskrzelowych oraz wngkowych (cecha pNI1) stwierdzono u 40 chorych (21%) a do
weztéw chtonnych $rodpiersiowych (pN2) — u 50 chorych (27%). U 76 chorych (41%)
stwierdzono I stopien zaawansowania, u 42 (22,5%) — II stopien, u 59 (32%) — I1I stopien oraz
u 8 (4,5%) — IV. U 1 chorego wykonano wycigcie klinowe (0,5%), u 3 (1,5%) — resekcje
segmentu ptuca, u 100 (54%) — resekcjg ptata, u 13 (7%) — resekcje dwoch platow, u 63 (34%)

— pneumonektomig oraz u 6 chorych (3%) — resekcj¢ mankietowa plata.
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczna badanej grupy (n=186)

Cecha Liczba chorych (%)
Wiek
Srednia 62,6
Zakres 37-85
Pte¢
Kobiety 44 (24%)
Mezczyzni 142 (76%)
Papierosy
Palacy 177 (95%)
Niepalacy 9 (5%)
pT
T1 32 (17%)
T2 110 (60%)
T3 33 (17%)
T4 11 (6%)
pN
NO 96 (52%)
N1 40 (21%)
N2 50 (27%)
Stopien zaawansowania klinicznego
I 76 (41%)
I 42 (22,5%)
I 59 (32%)
1\% 8 (4,5%)
Posta¢ histologiczna raka
Rak ptaskonabtonkowy 102 (55%)
Gruczolakorak 54 (29%)
Rak wielkokomorkowy 5(2,5%)
Rak pecherzykowo-oskrzelikowy 1 (0,5%)
Rak mieszany 24 (13%)
Stopien zrdznicowania raka
Gl 20 (12%)
G2 81 (50%)
G3 61 (38%)
Rodzaj zabiegu operacyjnego
Wyecigcie klinowe 1 (0,5%)
Segmentektomia 3 (1,5%)
Lobektomia 100 (54%)
Bilobektomia 13 (7%)
Pneumonektomia 63 (34%)
Resekcja mankietowa plata 6 (3%)
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Dane dotyczace czasu przezycia zostaty ustalone dla catej grupy 186 osob. Mediana czasu
obserwacji chorych wynosita 2,14 lat (zakres 0,3-5,2 lat). Weryfikacji przezycia dokonano w
lutym 2007. W analizowanej grupie stwierdzono 6 zgonoéw okotooperacyjnych (3%), ktore

uwzgledniono w analizie przezycia
1,0—
0,8—

0,6 — R\

0,4—

Prawdopodobienstwo przezycia

0,2—

0,0 | I | 1 | 1

Lata
Rys. 2. Krzywa przezycia chorych (n=184), na wykresie zaznaczono mediang czasu

przezycia (2,14 lata)

W pracy analizowano takze czas do nawrotu choroby. Mediana czasu do progresji w catej

grupie chorych wynosita 1,69 roku (zakres 0,01-5,11).
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3.2 Metody oceny obecnosci COX-2 w komorkach NDRP

3.2.1 Mikromacierz tkankowa i immunohistochemiczna (IHC) ocena obecnosci COX-2

Z kazdego bloku parafinowego wykonywano skrawek grubosci 4 pum, ktory wybarwiano
hemoksyling i eozyna. Nastgpnie dokonywano mikroskopowej analizy jakosci preparatu pod
katem tworzenia mikromacierzy tkankowej. Do tworzenia mikromacierzy zakwalifikowano
184 preparaty, z ktorych w 178 (97%) stwierdzono duza zawartos¢ komorek raka, w 3 (1,5%)
posredniag oraz w 3 (1,5%) - mata ilos¢ komorek raka. W nastgpnym etapie z kazdego
preparatu wybierano miejsca do pobrania rdzeni tkankowych do mikromacierzy tkankowe;.

W pracy zastosowano mikromacierz zawierajaca 60 rdzeni w jednym bloku ,,zbiorczym”.
Ze wzgledu na duza heterogenno$¢ NDRP, z jednego bloku od kazdego pacjenta pobierano 3
rdzenie $rednicy 1,5 mm. Wykorzystano do tego zestaw MaxArray Customer Kit firmy
Zymed Laboratories San Francisco, CA, USA nr katalogowy 75-1013. Z badanego materialu
uzyskano 10 mikromacierzy.

Bloki ,,zbiorcze” krojono na skrawki grubosci 4 pum. Jeden preparat z kazdego bloku
,zbiorczego” oznaczano jako probe pozytywna, drugi jako negatywna. Barwienie preparatu
pozytywnego 1 negatywnego bylo takie same, z wyjatkiem dodania przeciwciata przeciwko
COX-2. Nastepnie skrawki umieszczano na szkietkach sialinizowanych i deparafinizowano.
W nastgpnym etapie trzykrotnie plukano preparaty woda destylowana. Po 10 min inkubacji w
autoklawie w temperaturze 121 st. C z 1% Dako Target Retrival Solution (Dako Cytomation,
nr katalogowy S169984), w celu odslonigcia antygenow, preparaty chtodzono w temperaturze
pokojowej przez 20 min. i trzykrotnie ptukano woda destylowana, po czym umieszczano je na
5 min. w buforze oczyszczajacym (Dako Wash Buffer, Dako Cytomation nr katalogowy
S302089).

Do oceny obecnosci COX-2 uzywano mysiego przeciwciala monoklonalnego IgG;
przeciwko ludzkiej COX-2 (Cayman Chemical, CA, USA, nr katalogowy 160112).

Reakcj¢ barwna przeprowadzano w urzadzeniu Dako Autostainer wg nastgpujacego
protokotu:

- 20 min. inkubacja w 3% roztworze nadtlenku wodoru i metanolu;

- plukanie buforem oczyszczajacym;
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- 10 min. inkubacja w buforze blokujacym nieswoiste reakcje barwne (Protein Block
Serum Free (Dako Cytomation, nr katalogowy X090989);

- zdmuchiwanie resztek;

- 30 min. inkubacja z przeciwciatem przeciwko COX-2 w rozcienczeniu 1:400;

- plukanie buforem oczyszczajacym;

- 30 min. inkubacja z drugim przeciwcialem (Dako Evision + Mouse, Dako Cytomation, nr
katalogowy K400711);

- ptukanie buforem oczyszczajacym;

- 5 min. inkubacja w buforze oczyszczajacym,;

- plukanie buforem oczyszczajacym;

- 10 min. inkubacja w roztworze chromogenu DAB (Dako Cytomation);

- plukanie woda destylowana;

- barwienie skrawkow hematoksyling;

- plukanie buforem oczyszczajacym.

Po wyjeciu skrawkow z Dako Autostainera zanurzano je na 5 min. w buforze
oczyszczajacym, trzykrotnie przeptukiwano woda destylowana i odwadniano przy uzyciu
ksylenu. Po wybarwieniu wedlug powyzszej metody, preparaty zamykano szkietkiem

nakrywkowym z uzyciem balsamu kanadyjskiego.

3.2.2 Ocena obecnosci biatka COX-2

Ekspresjg¢ COX-2 w komorkach nowotworowych oceniano przy uzyciu mikroskopu
Swietlnego. W ocenie tej stosowano wskaznik IHC (zakres 0-400) opracowany przez
Uniwersytet Kolorado. Wskaznik ten stanowi iloczyn liczby komorek wykazujacych

barwienie (0-100%) 1 intensywnosci reakcji barwnej (0-4).
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3.2.3 Izolacja RNA

Wycinki guza nowotworowego pobrane w trakcie zabiegu operacyjnego, a nastgpnie
zamrozone w temperaturze -80 st. C uzyskano od 165 chorych. Izolacje¢ RNA przeprowadzano
przy uzyciu zestawu do jednoczesnej izolacji RNA i DNA z zamrozonych tkanek zwierzgcych
(AllPrep DNA/RNA Mini Kit (50), Qiagen, CA USA, nr katalogowy 80204), zgodnie z
zalecanym przez producenta protokotem. Nastgpnie sprawdzano zawarto$¢ RNA w kazdej
probce za pomoca spektrofotometru NanoDrop N-1000. W 11 prdobkach nie stwierdzono
RNA. W pozostatych 154 probkach stezenie RNA wynosito 0,05-979,55 ng/ul (Srednio 112,48
ng/ul). Nastgpnie za pomoca bioanalizatora Agilent 2100 wykorzystujacego elektroforeze
mikrokapilarna, w 127 prébkach o stgzeniu RNA > 18 ng/ul oceniono jego jakos$¢. Na
podstawie tej oceny 7 probek wylaczono z dalszej analizy z powodu catkowitej degradacji
RNA. Dalsza analizg¢ przeprowadzono na 120 probkach; w czgsci z nich RNA byto czg$ciowo

zdegradowane, ale w stopniu umozliwiajacym przeprowadzenie reakcji real-time PCR.
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Rys. 4 Przyktadowy odczyt jakosci RNA z bioanalizatora w postaci obrazu
elektroforetycznego (a) i wykresu (b).
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3.2.4 Reakcja odwrotnej transkrypcji (RT-PCR).

Probki RNA zostaly rozcienczone woda oczyszczona z RNaz do st¢zenia 20 ng/ul, a
nastgpnie poddane reakcji odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem zestawu AffinityScript
QPCR cDNA Synthesis Kit (Stratagene, CA, USA, nr katalogowy 600559) wedlug instrukcji
producenta. Reakcje przeprowadzono w ptytkach 96-dotkowych z koncowa objetoscia 20 pul w
kazdym dotku. Do reakcji wykorzystano: 10 pl buforu cDNA Synthesis Master Mix, 3 ul
losowych primeréw, 1 pl odwrotnej transkryptazy AffinityScript Multiple Temperature
Reverse Tranascriptase (MMLV-RT) i 6 ul badanego RNA. Do wyznaczenia krzywych
standardowych wykorzystano standardowe referencyjne RNA (Stratagene QPCR Human
Reference Total RNA, Stratagene, CA, USA, nr katalogowy 750500), przeprowadzajac
reakcj¢ odwrotnej transkrypcji wedlug tego samego protokolu. Do reakcji odwrotnej
transkrypcji termocykler zaprogramowano wg zalecanego przez producenta schematu:
25° C - 5 min., 42° C - 15 min., 95° C - 5 min., 4° C - przechowywanie.

Po reakcji rozcienczono probki do koncowego stezenia 1 ng/ul cDNA, dodajac po 100 pl
wody do kazdego dotka.

3.2.5 llosciowa reakcja PCR (qPCR).

Do reakcji qPCR wykorzystano technologi¢ Sybr Green, wykorzystujaca barwnik taczacy
si¢ z dwuniciowym DNA. W momencie tego polaczenia dochodzi do bardzo silnej
fluorescencji, silniejszej niz w reakcjach z uzyciem bromku etydyny. Takze wspotczynnik
fluorescencji dwuniciowe/jednoniciowe DNA dla Sybr Green jest wyzszy niz ww. dla bromku
etydyny. W pracy wykorzystano zastaw Brillant SYBR Green QPCR Master Mix (Stratagene,
CA, USA, nr katalogowy 600815) oraz protokdt postepowania zalecany przez producenta.
Reakcje przeprowadzano korzystajac z termocyklera StepOne (Applied Biosystems). Przed
przystapieniem do qPCR zaprojektowano zestaw primerdw do oceny ekspresji COX-2 oraz -
aktyny, ktéra wybrano jako gen referencyjny ze wzgledu na wczesniejsze do§wiadczenia [80].
Primery zaprojektowano korzystajac z programu Primer Express 2.0 firmy Applied
Biosystem, w taki sposob, aby produkt amplifikacji byt mozliwie krétki. Pozwolito to
zminimalizowa¢ wplyw stopnia degradacji RNA na wyniki do$wiadczen. Sekwencje

primeréw uzywanych w ekspresji przedstawiono ponizej:
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- 5’-GCT GGG AAG CCT TCT CTA ACC - 37,
-5’- AGG GAG TCG GGC AAT CAT C-3’,

Prawidlowo$¢ 1 swoistos¢ sekwencji zweryfikowano za pomoca programu BLAST

(www.ncbi.nlh.gov). Warunki amplifikacji okreslono dla kazdego z primeréw za pomoca

standardowego referencyjnego cDNA, analizujac wyniki reakcji, w szczegoélnosci wykres

temperatury topnienia (rys. 5).
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Rys. 5. Krzywe dysocjacji  wskazujace na  prawidlowy przebieg reakcji
dla wszystkich analizowanych stgzen cDNA, ktére postuzyly do wyznaczenia

krzywej standardowej. Produktu reakcji nie stwierdzono dla kontroli ujemnej. Temperatura

topnienia Tm=77°C.
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Reakcje qPCR w ptytkach 96-dotkowych przeprowadzono dwukrotnie dla kazdej badanej
probki. Dla kazdej reakcji przeprowadzono réwniez krzywa standardowa, wykorzystujac
cDNA ze standardowego referencyjnego RNA w 4 stgzeniach. Jako kontrol¢ ujemna
przeprowadzono dla kazdej reakcji amplifikacj¢ z dodatkiem wody oczyszczonej z RNaz
zamiast cDNA (non-template control). Reakcje przeprowadzono w koncowej objetosci reakcji
20ul/dotek wedhug nastepujacego protokotu:

- Master Mix 10 pl;

- barwnik 0,3 pl

-woda 1 pl

- badane/kontrolne cDNA 4 ul (co odpowiada 4 ng cDNA).

Stgzenia primerdw i cDNA w reakcji qPCR wybrano po serii dos§wiadczen probnych na
podstawie zadowalajacych wynikow.

Krzywe standardowe akceptowano, jesli efektywnos¢ reakceji byta zawarta w zakresie 90-
110%, a wspolczynnik R?, okreslajacy korelacje pomigdzy punktami pomiarowymi krzywej
standardowej, byt wyzszy od 0,990 (rys. 6). Pomiary badanych stgzen akceptowano, jesli
réznica pomigdzy dwoma pomiarami byta mniejsza od 1CT (st¢zenie z jednego cyklu), w
przeciwnym razie powtarzano pomiar (rys. 7). Pomiary ekspresji f-aktyny przeprowadzano w
ten sam sposob. Ekspresje¢ genu COX-2 1 B-aktyny okreslano wedlug metody wzgledne;j
krzywej standardowej [81]. Normalizacje do genu referencyjnego przeprowadzono dzielac
ekspresj¢ COX-2 przez ekspresj¢ P-aktyny [81]. Uzyskany wynik jest liczba bezwzgledna,

nieposiadajaca jednostki.
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Rys. 6. Krzywa standardowa — ilos¢ cDNA dla kazdego pomiaru zaznaczono

na wykresie, pomiary wykonano dwukrotnie, R>=0.999; Efektywnos¢ reakcji=98,54%
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Rys. 7. Krzywe amplifikacji — ilo§¢ cDNA dla kazdego pomiaru zaznaczono na wykresie,

pomiary wykonano dwukrotnie. Wykres w skali logarytmiczne;.
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3.3 Metody stastystyczne

Wigkszo$¢ analizowanych zmiennych nie miata cech rozkladu normalnego, co
zweryfikowano testem Kolmogorowa-Smirnowa. Z tego powodu w pracy zastosowano testy
nieparametryczne. Dla zmiennych ciagtych podano $rednia, mediang i zakres; zmienne
kategoryzowane opisano za pomoca liczebnosci i odsetka w podgrupach.

Grupy zmiennych ciagtych porownano za pomoca testu U Manna-Whitneya (2 grupy) lub
testu Kruskala-Wallisa (wigcej niz 2 grupy). Dla czytelnosci przedstawienia danych, proporcje
odsetkowe zaokraglano do 1%, przez co ich suma w tabelach wynosita 100+1%.

Porownan zmiennych kategoryzowanych dokonano za pomoca testu chi-kwadrat wg
Pearsona; w przypadku niskich liczebnos$ci oczekiwanych zastosowano poprawke Yatesa.

Analizg przezycia przeprowadzono metoda Kaplana-Meiera. Wybrane wskazniki
opisujace krzywa przezycia (mediana czasu przezycia, prawdopodobiefnstwo przezycia
piecioletniego) przedstawiono z 95% przedzialem ufnosci (95% PU). Analizg
jednoczynnikowa przeprowadzono za pomoca testu log-rank po kategoryzacji wzgledem
mediany, za$ analiz¢ wieloczynnikowa - za pomoca modelu proporcjonalnego ryzyka Cox’a.
Analizg korelacji dla 2 zmiennych ciagtych przeprowadzono testem nieparametrycznym
Spearmana, podajac wspotczynnik korelacji rho opisujacy site zwiazku i wspotczynnik
istotnos$ci statystycznej p [60].

We  wnioskowaniu  statystycznym  przyjeto  poziom  istotno$ci  statystycznej
przeprowadzonych testow 0a=0,05. Do obliczen statystycznych wykorzystano programy

komputerowe Statistica 6.0 i SPSS 12.0 w wersjach dla Windows.
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4. Wyniki

4.1 Immunohistochemiczna ocena obecnosci biatka COX-2
U 184 chorych ekspresj¢ biatka COX-2 oceniono w przynajmniej jednej z trzech probek.

Mediana wskaznika immuhistochemicznego (IHC) wynosita 120 (zakres 0-400; 95% PU 124-
162). Do dalszych obliczen przyjgto srednia warto$¢ IHC z trzech probek od kazdego chorego.

Na rys. 8 przedstawiono mikroskopowe zdjecia przyktadowych guzéw o ré6znym stopniu

ekspresji biatka COX-2.

a) wysoki stopien ekspresji (wskaznik IHC > 301)

b) posredni stopien ekspresji (wskaznik IHC ~ 120)

¢) niski stopien ekspresji (wskaznik THC <100)

Rys. 8. Zdjecia mikroskopowe mikromacierzy tkankowej NDRP wybarwione przy uzyciu
przeciwciata monoklonalnego przeciwko COX-2, przedstawiajace preparaty o réznym stopniu

ekspresji biatka COX-2.
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Ekspresj¢ COX-2 stwierdzono u 168 chorych (91%), w tym u 52 wskaznik IHC miat niska
warto$¢, u 94 - srednig i u 22 - wysoka (tab. 2)

Tabela 2. Intensywno$¢ ekspresji COX-2 w komorkach nowotworowych (n=184)

Intensywnos$¢ ekspresji
n (%)
(wskaznik IHC)
brak 16 (9%)
niska (IHC <100) 52 (28%)
$rednia (101<IHC<300) 94 (51%)
wysoka (IHC<301) 22 (12%)

W celu oceny zwiazku z cechami klinicznymi, analizowana grupe chorych podzielono
wzgledem mediany wskaznika IHC (120), uzyskujac dwie grupy liczace po 92 chorych. Ten
sam punkt odcigcia wybrano réwniez do analizy przezycia i analizy czasu do progresji
choroby.

Nie stwierdzono znamiennej roznicy w stopniu ekspresji COX-2 w grupie chorych na raka
ptaskonablonkowego w poréwnaniu do pozostalych postaci histologicznych (p=0,45), w
grupie kobiet vs megzczyzn (p=0,16) oraz grupie chorych z niskim vs wysokim stopniem
zaawansowania choroby (p=0,061). Ekspresja COX-2 byla natomiast znamiennie wyzsza w

grupie palacych w stosunku do niepalacych (p=0,043; tab. 3).
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Tabela 3. Rozktad wskaznika IHC w zalezno$ci od wybranych cech klinicznych (n=184)

Liczba | Mediana Srednia
Cecha chorych | wskaznika | wskaznika | 95% PU p
n (%) IHC dla IHC dla
COX-2 COX-2
Wiek
<60 68 (37) 130 154 128-179 | 0.3
>60 116 (63) 113 139 119-159
Pte¢
Kobiety 43 (23) 153 160 130-190 | 0,16
Mgzczyzni 141 (77) 110 140 121-158
Papierosy
Pglqcy 176 (95) 121 148 132-164 | 0,043
Niepalacy 8 (5) 80 78 30-126
Stopien zaawansowania klinicznego
I 75 (41) 130 152 129-175 0.061
II 41 (22) 133 165 130-199 |
1+ 1v 68 (37) 100 124 97-151
Posta¢ histologiczna raka
Rak ptaskonabtonkowy 101 (55) 113 139 118-160 | 0,45
Inne typy histologiczne 83 (45) 146 151 128-175

4.2 Rokownicze znaczenie ekspresji COX-2

Mediana czasu przezycia w grupie chorych o niskim wskazniku IHC (<120) wynosita 1,5

roku (95% PU: 0,9-2 lata), natomiast w grupie o wysokim wskazniku IHC (>120) nie zostata

osiagnigta (rys. 9). Wspotczynnik ryzyka zgonu (HR) dla grupy o niskim w poréwnaniu z
wysokim wskaznikiem IHC wynosi 0,68 (PU 0,46-1,01; p=0,055). Prawdopodobienstwo

trzyletniego przezycia w obu wymienionych grupach wynosito odpowiednio 42% (95% PU:

32-91%) 1 59% (95% PU: 46-66%). Roznica ta byta bliska znamiennosci (p=0,055).
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Rys. 9 Krzywe przezycia w zaleznosci od wartosci wskaznika IHC.

Mediana czasu do nawrotu choroby w grupie o niskim wskazniku IHC wynosita 1,2 roku
(95% PU: 0,6-1,6 roku), za§ w grupie o wysokim wskazniku — 2,7 roku (przedzialu ufnosci nie
mozna oszacowac; rys. 10). Wspotczynnik ryzyka nawrotu u chorych z niskim w poréwnaniu
z wysokim wskaznikiem IHC wynosit HR=0,66 (PU 0,46-0,97; p=0,033). Trzyletnie
prawdopodobienstwo przezycia bez nawrotu nowotworu wynosilo, w powyzszych grupach
odpowiednio 35% (95% PU: 26-45%) oraz 49% (95% PU: 39-60%). Roznica ta byta

znamienna (p= 0,033).
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Rys. 10 Krzywa przezycia bez nawrotu nowotworu w zaleznosci od wartos$ci wskaznika IHC.

W analizie jednoczynnikowej czasu przezycia po podziale wskaznika IHC na podstawie
jego mediany (0-120 vs 121-400), wysoki wskaznik byt zwiazany z tendencja do dtuzszego
czasu przezycia (p=0,10). Tendencja ta utrzymata si¢ w analizie wieloczynnikowej (p=0,08),
po uwzglednieniu stopnia zaawansowania raka w ocenie histopatologicznej, jego postaci
histopatologicznej, ptci i natogu palenia papierosow.

W analizie jedno- i wieloczynnikowej czasu do nawrotu choroby nie stwierdzono
znamiennej rdznicy pomigdzy grupami (odpowiednio p=0,12 1 p=0,11), cho¢ widoczna jest
staba tendencja do dtuzszego czasu do nawrotu w grupie chorych z wysokim wskaznikiem

IHC.

4.3 Ocena ekspresji mRNA dla COX-2 przy zastosowaniu qRT-PCR

Ekspresj¢ mRNA dla COX-2 oceniono w materiale pochodzacym od 121 chorych, o
cechach klinicznych i patologicznych odpowiadajacych catej badanej grupie 184 chorych. Do
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analizy zwiazku z cechami klinicznymi, analizy przezycia i analizy czasu do nawrotu

nowotworu jako punkt odcigcia wybrano mediang ekspresji mRNA. Wynosita ona 20 (zakres

0,4-548,4; 95% PU: 31,2-56).

Tabela 4. Rozklad ekspresji mRNA dla COX-2 w zaleznos$ci od wybranych cech klinicznych

(n121)
Liczba |Mediana| Srednia
Cecha chorych n | iloSci ilosé 95% PU p
(%) mRNA mRNA
COX-2 COX-2
Wiek
<60 44 (36) 22,8 36,6 25,6-47,7 | 0,65
>60 77 (64) 20,1 47,7 29-66,3
Ple¢
Kobiety 29 (24) 20,3 36,2 14,9-57,5 | 0,64
Megzczyzni 92 (76) 20,7 46 30,9-61
Papierosy
qua(cy 116 (96) 20,2 43 30,4-55,6 | 0,7
INiEpalqey 5(4) 23,6 57 51,5-166,8
Stopien zaawansowania klinicznego
I 44 (36,4) 17 41,2 23,8-58,7 0.93
II 26 (21,5) 18,8 51,4 7,4-95.,4 ’
1 +1v 49 (42,1) 23,6 41,8 27,4-56,2
Posta¢ histologiczna raka
Rak ptaskonabtonkowy 69 (57) 18,4 37,9 16,2-59,6 | 0,33
Inne typy histologiczne 52 (43) 21,3 47,98 33,2-62,8

Nie stwierdzono znamiennej réznicy w ilosci mRNA dla COX-2 w grupie na raka

ptaskonablonkowego w porownaniu do pozostatych postaci histologicznych (p=0,33), w

grupie kobiet vs megzczyzn (p=0,64) oraz grupie chorych z niskim vs wysokim stopniem

zaawansowania choroby (p=0,93), jak rdwniez w grupie palacych vs niepalacych (p=0,7; tab.

4).
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4.4 Rokownicze znaczenie ekspresji COX-2 mRNA

Mediana czasu przezycia w grupie chorych o niskiej ekspresji mRNA (< 20) wynosita 1,8
roku, za§ w grupie o wysokiej ekspresji mRNA (> 20) — 2,1 roku. W obu grupach nie mozna
oszacowac przedziatow ufnosci (rys. 11). Wspolezynnik ryzyka dla ww. grup wynosi 1,003

(95% PU: 1-1,006; p= 0,073).
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Rys.11 Krzywe przezycia w zalezno$ci od ilosci COX-2 mRNA.

Prawdopodobienstwo trzyletniego przezycia w obu wymienionych grupach wynosito
odpowiednio 49% (95% PU: 37-62%) oraz 47% (95% PU: 34-59%). Roznica ta byta
nieznamienna (p=0,96).

Mediana czasu do nawrotu choroby w grupie o niskiej ekspresji COX-2 mRNA wynosita
1,8 roku (przedziatu ufnosci nie mozna oszacowac), natomiast w grupie o wysokiej ekspresji —
1,1 roku (95% PU: 0,7-1,5). Wzgledne ryzyko nawrotu choroby wynosito HR=1,003 (PU:
1,000-1,006; p=0,051; rys. 12).
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Rys.12. Krzywe przezycia bez nawrotu nowotworu w zaleznosci od ilosci mRNA,

Prawdopodobienstwo trzyletniego przezycia bez nawrotu choroby w powyzszych grupach
wynosito 48% (PU: 35-60%) dla grupy chorych o niskiej ekspresji COX-2 mRNA 1 37% (PU:
25-49%) dla grupy chorych o wysokiej ekspresji.

W analizie jednoczynnikowej czasu przezycia po podziale ekspresji COX-2 mRNA na
podstawie jego mediany (0-19 vs 20-56), réznica pomigdzy grupami byta nieznamienna
(p=0,073). W analizie wieloczynnikowej, po uwzglgdnieniu stopnia zaawansowania raka w
ocenie histopatologicznej, jego postaci histopatologicznej, ptci i natogu palenia papieroséw,
wyzsza ekspresja mRNA zwiazana byta z wyzszym ryzykiem zgonu (p=0,01).

W analizie jednoczynnikowej stwierdzono silng tendencj¢ do krotszego czasu do nawrotu
choroby w grupie chorych z wysoka ekspresja COX-2 mRNA (p=0,051), a w analizie
wieloczynnikowej, po uwzglednieniu ww. parametrow klinicznych, réznica ta okazala si¢

znamienna (p=0,007).
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4.5 Zwiqzek pomiedzy obecnosciq biatka COX-2 a ekspresjq mRNA

W analizie przeprowadzonej

przy uzyciu testu nieparametrycznego Spearmana

stwierdzono staba korelacj¢ pomigdzy wskaznikiem IHC a iloscia mRNA (rho=0,22,

p=0,014).

Ekspresja COX-2 mRNA (skala LOG)

Rys. 13. Krzywa korelacji wskaznika barwienia COX-2 i ekspresji COX-2 mRNA
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5. Dyskusja

Znaczenie nadekspresji COX-2 w raku ptuca jest obecnie przedmiotem intensywnych
badan podstawowych 1 klinicznych. Pi§miennictwo poswigcone temu zagadnieniu jest bogate,
jednak znaczenie rokownicze zaburzen COX-2 pozostaje kontrowersyjne. W wigkszosci
dotychczasowych prac oceng ekspresji COX-2 przeprowadzono wytacznie metoda IHC. W
niniejszej rozprawie analiz¢ zaburzen COX-2 w komodrkach NDRP przeprowadzono przy
uzyciu metody IHC 1 jakosciowej reakcji RT-PCR. Markery te okreslono w odniesieniu do
cech klinicznych, czasu przezycia chorych 1 czasu do nawrotu choroby. Badania
przeprowadzono na grupie 191 chorych na NDRP poddanych resekcji miazszu ptucnego,
reprezentatywnej dla Polski pod wzgledem czynnikéw klinicznych i demograficznych

Analiz¢ THC ekspresji COX-2 wykonano przy uzyciu mikromacierzy tkankowych.
Roéwnoczesne badania ITHC na wielu probkach, majace na celu standaryzacje¢ warunkow i
przyspieszenie procesu, przeprowadzono po raz pierwszy 20 lat temu przez Battifora.
Technikg te rozwinal do obecnie znanej postaci mikromacierzy tkankowych (tissue
microarray — TMA) Kononem w 1998 roku. Stworzenie nowoczesne] mikromacierzy
tkankowej byto odpowiedzia na rosnace zapotrzebowanie szybkiej oceny wielu biomarkerow
odkrytych przy uzyciu techniki mikromacierzy genetycznych. Do stworzenia TMA mozna
uzy¢ od kilkudziesigciu do kilkuset rdzeni tkankowych pochodzacych z blokéw parafinowych
1 wprowadzonych w jeden ,,zbiorczy” blok (rys. 14). Blok ten mozna nastgpnie skroi¢ na 100-
200 preparatow w zaleznosci od typu tkanki 1 grubosci tkanek z blokow ,,dawcoéw”, co
pozwala na rownoczesng analiz¢ wielu substancji. Tak wykonane preparaty moga by¢
poddane wielu analizom — IHC w celu oceny ekspresji biatek, fluoroescencyjnej hybrydyzacji
in situ (FISH) w celu zbadania zmian w DNA 1 mRNA hybrydyzacji in situ (mMRNA-ISH) w
celu oceny ekspresji mRNA [82,83]. W technice TMA najbardziej krytykowane jest
ograniczenie oceny do malego wycinka, co w przypadku heterogennosci guza moze utrudnia¢
interpretacje wynikow. Szereg badan potwierdzitlo jednak doskonala zgodno$¢ pomigdzy
fragmentem wykorzystanym do TMA a catym preparatem [83,84]. Ponadto sposobem na

zwigkszenie reprezentatywnosci TMA jest pobranie wigcej niz jednego rdzenia z kazdego
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bloku i/lub zwigkszenie $rednicy rdzenia ze standardowej 0,6 mm do 1,5-2,0 mm. Oba te

warianty zastosowano w niniejszej pracy.
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Rys. 14. Tworzenie mikromacierzy tkankowej (przedruk z Kononen, J. et al. Tissue
microarrays for high-throughput molecular profiling of tumor specimens. Nat.Med., 4: 844-

847, 1998.)

W niniejszej rozprawie nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy nadekspresja biatka COX-2
oceniona metoda immunohistochemiczna z wykorzystaniem przeciwciata monoklonalnego a
cechami klinicznymi. Stwierdzono natomiast nieco lepsze rokowanie mierzone czasem
przezycia i czasem do nawrotu choroby u chorych z podwyzszonym st¢zeniem biatka COX-2.

Rokownicze znaczenie nadekspresji COX-2 w NDRP byto przedmiotem licznych badan
(tab. 5). Niektore z nich wykazaty niekorzystne znaczenie rokownicze nadekspresji COX-2,
natomiast w innych nie potwierdzono tej zaleznosci. Natomiast autorzy dwoch prac wykazali,
ze chorzy w 1 [18,24] 1 11 [24] stopniu zaawansowania z nadekspresja COX-2 maja gorsze
rokowanie. Rowniez w niedawno opublikowane] meta-analizie wykazano znamienna
zalezno$¢ pomigdzy ekspresja COX-2 a krotszym czasem przezycia chorych na NDRP w [
stopniu zaawansowania [85]. W wyzszych stadiach nie potwierdzono tej zaleznosci.

Znaczna roznorodno$¢  cytowanych  doniesien, wigksze prawdopodobienstwo
publikowania prac zawierajacych pozytywne wyniki (tzw. , publication bias”) oraz

nieuwzglednienie indywidualnych danych chorych utrudniaja ich jednoznaczng interpretacjg.
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Zrodet rozbieznosci w wynikach i interpretacji dotychczas przeprowadzonych badan,
wlaczajac niniejsza rozprawg, moze by¢ kilka. Pierwszym z nich jest dobor grupy badanej. W
wigkszo$ci wcezesniejszych prac przewazaja chorzy z rozpoznaniem mikroskopowym raka
gruczolowego. Badania te przeprowadzano w Azji i Ameryki Poétnocnej, gdzie w ostatnich
latach, w$rdd rozpoznan histologicznych niedrobnokomoérkowego raka ptuca dominuje postaé
gruczolowa.

Istotnym problemem jest takze technika oceny obecnosci biatka COX-2. Autorzy
stosowali rozne rodzaje przeciwcial monoklonalnych, rézne skale oceny ekspresji oraz rdézne
punkty odcigcia dla stopnia ekspresji (tab. 6). Najczesciej stosowano charakteryzujace sig
duzym subiektywizmem skale potilosciowe (0 — brak ekspresji, 1 - staba, 2 — $rednia, 3 —
silna) lub procentowa oceng¢ wybarwionych komorek. W niniejszej pracy zastosowano
najbardziej polecany w analizie statystycznej podzial grupy wedlug mediany wskaznika THC
(zwlaszcza przy braku rozkladu normalnego zmiennej). Inni autorzy jako punkt odcigcia
przyjmowali warto$¢, przy ktorej stwierdzono obecno$¢ ekspresji, obecnos¢ silnej ekspresji
lub arbitralnie wybrany punkt odcigcia, prawdopodobnie wyznaczony droga wielokrotnego
testowania i wyboru najbardziej rdznicujacej wartosci. Ta ostatnia korekta nie jest zalecana ze
wzgledu na wyzsze ryzyko popehienia bledu I rodzaju (falszywie dodatniej interpretacji w
rzeczywistosci nieistniejacej roznicy pomig¢dzy grupami).

Nie tylko warto$¢ rokownicza COX-2 byla przedmiotem analizy, ale takze czgstos$¢
wystgpowania ekspresji COX-2. We wszystkich opublikowanych pracach w tym w niniejsze;j
rozprawie, stwierdzono obecno$¢ biatka COX-2 w komodrkach guza. Odsetek probek
wykazujacych $rednia lub wysoka ekspresj¢ wahat si¢ w granicach od 37% do 100% (tab. 5).
Obecnos¢ COX-2 stwierdzono juz we wczesnych etapach onkogenezy zaréwno raka
ptaskonabtonkowego [15] jak 1 gruczolakoraka [10,14,16,17], a takze w stanach
przednowotworowych [10,15-17]. Sugeruje to rol¢ COX-2 w transformacji nowotworowej, co

potwierdzono w badaniach in vitro [10,16,17,34,49,50,86-91].
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Tabela 5. Ogoélna charakterystyka i wyniki dotychczasowych badan nad znaczeniem rokowniczym nadekspresji COX-2.

Autor/rok Material/ liczba chorych | Stopien Rozpoznania | Metoda wykorzystana | Obecno$¢ ekspresji | Znaczenie rokownicze
opublikowania zaawansowania | histologiczne | do oceny ekspresji | COX-2 /% probek nadekspresji COX-2
pracy COX-2
Achiwa i wsp. Materiat pooperacyjny/ o o .
/1999 130 [-1IT 100% ADC HC ++/72% Negatywne w stopniu 1.
Brabender i ws 46% SCC
12002 p: Materiat pooperacyjny/ 89 | 70% w 111l 37% AC Q RT-PCR +/100% Negatywne
17% LCC
. . . 50% ADC
asurlc i wsp- Viaterial pooperacyiny! | g0, w111 46% SCC IHC +/37% NZ
4% LCC
Hosomi 1 Materiat racyjny/ 47% ADC
/283% WSP- 160 e(l 871";‘511;21()"3’1 y brak danych 43% AAH THC, western blot + NZ
p 10% BAC
. . o
Khuri i wsp. /2001 ll\/éa(l)tena{ pooperacyjny/ I gg;’ i%% IHC, western blot ++/45% Negatywne
0
Materiat pooperacyjny/ 66% ADC
Lagaiwsp. /2005 | oo PooPe I 8% wi I 20% SCC IHC ++/ 53% Negatywne I i II stopniu
14% LCC
Marrogi i Materiat racyjny/ >2% ADC
pe 00(;)g wsp- 10 6e Db ey brak danych 27% SCC IHC ++/48% NZ
pacjentow 21% LCC
Materiat pooperacyjny /52
chorych/, biopsja /13
Petkova i wsp. chorych/, linie 88% SCC N
12004 Kombrkowe brak danych 12% ADC IHC, western blot +/100% Nz
gruczolakoraka i raka
wielkokomorkowego
. . . 43% SCC
Yuan i wsp. /2005 Materiat pooperacyjny/ 60 | brak danych 5704 ADC Q RT-PCR, IHC, ++/50% Negatywne

ADC- gruczolakorak, AAH — hiperplazja gruczolakowa, SCC — rak ptaskonablonkowy, LCC - rak wielkokomorkowy, BAC — rak pgcherzykowo-oskrzelikowy; /+/ - ekspresja
COX-2, /++/ - nadekspresja COX-2; NZ — nieznamienne.
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Tabela 6. Przeciwciata przeciwko COX-2 1 punkty odcigcia

Autor/rok opublikowania

pracy Przeciwcialo Punkt odcigcia
Achiwa i wsp. /1999 IBL 1> ref

Hasturk 1 wsp. /2001 Santa Cruz >10%

Hosomi 1 wsp. /2000 IBL >10%

Khuri i wsp. /2001 Cayman, Oxford, Santa Cruz 1%

Laga i wsp. /2005 Cayman Poziom 3

Marrogi i wsp. /2000 Santa Cruz Poziom 4

Petkova i wsp. /2004 Alexis Poziom 4

Yuan i wsp. /2005 Oxford Wskaznik referencyjny

Kontrowersyjny jest takze zwiazek ekspresji COX-2 z poszczegdlnymi cechami
klinicznymi. Wigkszo$¢ autoréw nie stwierdzita zwiazku ekspresji COX-2 z picia, wiekiem,
postacia histologiczna nowotworu, rodzajem zabiegu operacyjnego stopniem zaawansowania i
paleniem papieroséw [17,21]. W niniejszej pracy nie stwierdzono znamiennych roéznic w
stezeniu biatka COX-2 w grupie chorych na raka ptaskonabtonkowego w poréwnaniu do
pozostatych postaci histologicznych, w grupie kobiet vs mezczyzn oraz grupie chorych z
niskim vs wysokim stopniem zaawansowania choroby. Wykazano natomiast znamiennie
wyzsza ekspresj¢ COX-2 u chorych palacych w poréwnaniu z chorymi niepalacymi
(p=0.043). Podobne wyniki przedstawiono w pracy Hastruka i wsp. jednak réznica ta byta
nieznamienna (p=0,15) [14].

Znaczna rozbiezno$¢ w wynikach badan sugeruje ograniczona przydatno$¢ techniki IHC
do oceny wartosci prognostycznej COX-2. Ewentualne zastosowanie IHC wymagatoby
standaryzacji przeciwcial, protokotéw badan i kryteridw oszacowania wartosci pozytywnych

markera.
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W cytowanej meta-analizie [85] w analizie podgrup wedlug technik wykorzystanych do
wykrycia obecnosci COX-2, znamienne wyniki uzyskano tylko w przypadku zastosowania
reakcji jakosciowej RT-PCR. Technika ta, jako dobrze wystandaryzowana, jest bardziej
wiarygodna w ocenie potencjalnych biomarkeréw. W niniejszej rozprawie zastosowano
jakosciowa reakcje odwrotnej transkryptazy RT-PCR z technologia barwienia Sybr Green.
Stwierdzono gorsze rokowanie mierzone czasem przezycia i czasem do nawrotu choroby u
chorych z podwyzszona ekspresja COX-2 mRNA. Nie stwierdzono natomiast zaleznosci
pomigdzy cechami klinicznymi a ekspresja COX-2 mRNA.

Prac oceniajacych ekspresje¢ COX-2 mRNA przy uzyciu jakosciowej reakcji RT-PCR jest
znacznie mniej niz wykorzystujacych THC. W dotychczasowych badaniach stosowano kilka
zestawow do qPCR, w tym naczg$ciej] TagMan [20,22] 1 Invitrogen [19] oraz rézne zestawy
primerow. Niezaleznie od zastosowanej metody wszystkie te prace wykazaly niekorzystne
znaczenie rokownicze ekspresji COX-2 mRNA u chorych na NDRP. Podobnie jak w
niniejszej rozprawie, w pracach tych nie stwierdzono natomiast zaleznosci pomig¢dzy stopniem
ekspresji COX-2 mRNA a cechami klinicznymi.

W niniejszej rozprawie oceniono takze zwiazek pomigdzy obecnos$cia biatka COX-2 w
ocenie IHC a ekspresja mRNA COX-2. Zwiazek ten jest co prawda znamienny (p=0,014), ale
jego sifa jest staba (site korelacji okresla wspotczynnik rho, warto$¢ rho 0,2-0,4 §wiadczy o
stabej korelacji, 0,4-0,6 — o $redniej, za§ powyzej 0,8 o silnej). W niniejszej pracy
wspotczynnik ten wynosi 0,22, co $§wiadczy o stabym zwiazku migdzy obecnoscia biatka
COX-2 badana IHC a ekspresja genu COX-2 oceniang za pomoca jakosciowej reakcji
odwrotnej transkryptazy RT-PCR. Przyczyny tego stanu moga by¢ wielorakie: po pierwsze,
czgs¢ COX-2 mRNA moze nie ulega¢ translacji na skutek zaburzen translacyjnych
mechanizmow regulacji genow np. mikroRNA. Po drugie, moze dochodzi¢ do zwigkszone;j
degradacji COX-2 mRNA Ilub biatka COX-2. Po trzecie, potilosciowa metoda oceny IHC nie
jest doktada do oceny rzeczywistego stezenia biatka COX-2 w komorce. Zastosowany w
niniejszej pracy sposob oceny liczby kopii mRNA przy uzyciu metody krzywej standardowej
liczby kopii jest normalizowany wzgledem liczby kopii genu referencyjnego — P-aktyny,
ktorego stopien ekspresji tez moze wptywaé na koncowe wyniki. Kolejna przyczyna rdznic
pomiedzy zbadanym stezeniem biatka COX-2 a ekspresja COX-2 mRNA moze by¢ zrdodto

COX-2 — w ocenie IHC oceniano ekspresj¢ COX-2 w komorkach nowotworowych, za$
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ekspresj¢ COX-2 mRNA badano we fragmentach guzéw zawierajacych zaréwno komorki
guza, jak 1 podscieliska, ktore rowniez wykazuje ekspresjg COX-2 [20].

W niniejsze rozprawie stwierdzono czgste wystgpowanie zaburzen ekspresji COX-2 w
NDRP. Ocena obecno$¢ biatka COX-2 przy uzyciu metody IHC obarczona jest wieloma
btedami i stosowanie jej na szersza skal¢ wymaga standaryzacji przeciwcial i warunkow
barwienia. W analizie jedno- 1 wieloczynnikowej wysokie stezenie biatka COX-2, ocenionego
metoda IHC zwiazane byto z tendencja do dtuzszego czasu przezycia. Natomiast ekspresja
COX-2 mRNA oceniana przy uzyciu jakosciowej reakcji odwrotnej transkryptazy RT-PCR
zwiazana jest z tendencja do wyzszego ryzyka nawrotu choroby. Metoda ta wydaj¢ si¢ lepsza
do oceny nadekspresji COX-2 ze wzgledu na wystandaryzowanie. Nie stwierdzono zwiazku
pomigdzy cechami klinicznymi a wyzszym st¢zeniem biatka COX-2 czy wyzsza ekspresja
COX-2 mRNA. Wyniki te sa obiecujace w $wietle badan nas zastosowaniem selektywnych
inhibitorow COX-2 w  chemoprewencji lub leczeniu uzupeiniajacym NDRP

[30,56,58,59,61,92].
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6. Whnioski

1. Zaburzenia ekspresji COX-2 sa czgstym zjawiskiem w niedrobnokomorkowym raku
phuca.

2. Obecnos¢ biatka COX-2 w komoérkach NDRP moze by¢ zwiazana z narazeniem na dym
tytoniowy.

3. Obecnos$¢ biatka COX-2 w ocenie immunohistochemicznej jest w niewielkim stopniu
zwiazana z ekspresja mRNA dla COX-2.

4. Nadekspresja bialkka COX-2 u chorych na niedrobnokomoérkowego raka ptuca jest
zwiazana z nieco lepszym rokowaniem mierzonym czasem przezycia i czasem do nawrotu
nowotworu, podczas gdy ekspresja mRNA COX-2 zwiazana jest wyzszym ryzykiem nawrotu

nowotworu 1 zgonu.
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7. Streszczenie

Wprowadzenie: Nadekspresje cyklooksygenazy-2 (COX-2) stwierdzono w stanach
przednowotworowych i w wielu nowotworach litych. Rola COX-2 w powstawaniu 1 rozwoju
guzow litych, w tym w NDRP jest dobrze udokumentowana, jednak znaczenie nadekspresji
COX-2 jako czynnika rokowniczego pozostaje przedmiotem kontrowersji.

Cel: Ocena obecnosci biatka COX-2 w komorkach NDRP za pomoca mikromacierzy
tkankowych 1 ekspresji mRNA dla COX-2 przy zastosowaniu jakosciowej reakcji RT-PCR,
zbadanie zalezno$ci pomigdzy tymi parametrami a cechami demograficznymi i klinicznymi
badanej grupy chorych oraz okreslenie wartosci rokowniczej zaburzen COX-2.

Metody: Przedmiotem badania bylo 186 chorych na NDRP poddanych resekcji miazszu
plucnego w latach 2002-2004. Chorzy z rozpoznaniem raka ptaskonabtonkowego stanowili
55%, gruczolakoraka 29%, raka wielkokomorkowego 2,5% 1 postaci mieszanej 13%. W
grupie badanej byly 44 kobiety i 147 mgzczyzn. Osoby palace (w przesztosci lub obecnie)
stanowity 95%. Ekspresj¢ COX-2 oceniono metoda immunohistochemiczng (IHC) i przy
zastosowaniu jakosciowej reakcji RT-PCR. Oceng immunohistochemiczna przeprowadzono
pobierajac z parafinowych preparatow guza po 3 rdzenie tkankowe 1 wykonujac
mikromacierze tkankowe z wykorzystaniem zestawu MaxArray Customer Kit firmy Zymed
Laboratories (San Fransico, CA, USA). Barwienie IHC w kierunku COX-2 wykonano z
uzyciem przeciwcial monoklonalych. Ekspresj¢ COX-2 oceniano przy uzyciu wskaznika IHC
opracowanego przez Uniwersytet Kolorado USA (zakres 0-400). Do oceny ekspresji COX-2
mRNA wykorzystano 165 zamrozonych wycinkow z guzéw. Po wyizolowaniu RNA, dalsza
analizg - reakcj¢ odwrotnej transkrypcji a nastgpnie reakcji jakosciowej PCR przeprowadzono
na 120 probkach.

Wyniki: Nie stwierdzono znamiennej réznicy w stopniu ekspresji COX-2 w odniesieniu do
postaci histopatologicznej raka (rak ptaskonabtonkowy vs pozostale postacie histologiczne;
p=0,45 dla oceny IHC i p=0,33 dla reakcji qRT-PCR), w grupie kobiet vs mezczyzn
(odpowiednio p=0,16 1 p=0,64) oraz w grupie chorych z niskim vs wysokim stopniem
zaawansowania (p=0,061 1 0,93). Znamienna réznice w ocenie IHC stwierdzono w grupie

chorych palacych vs niepalacych p=0,04; w ocenie mRNA réznica ta nie byta znamienna
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(p=0,7). W analizie jednoczynnikowej czasu przezycia po podziale wskaznika THC 1 ilosci
mRNA wzgledem mediany (odpowiednio 0-120 vs 121-400; 0-20 vs 21-56), wysoki wskaznik
[HC COX-2 byl zwiazany z tendencja do dluzszego czasu przezycia (p=0,10), ale tendencja ta
nie wystapita w odniesieniu do ekspresji COX-2 mRNA (p=0,073). Tendencja ta w
odniesieniu do wskaznika THC utrzymata si¢ w analizie wieloczynnikowej, po uwzglednieniu
stopnia zaawansowania nowotworu (pTNM), rozpoznania histopatologicznego, ptci i palenia
papieroséw (0,08). W analizie wieloczynnikowej uwzgledniajacej ilos§¢ mRNA wyzsza
ekspresja zwiazana byla z wyzszym ryzykiem zgonu — p=0,01.

Whioski: Zaburzenia ekspresji COX-2 sa czgstym zjawiskiem w niedrobnokomoérkowym raku
ptuca. Obecnos¢ biatka COX-2 w komorkach NDRP moze by¢ zwiazana z narazeniem na dym
tytoniowy. Obecnos$¢ biatka COX-2 w ocenie immunohistochemicznej jest w niewielkim
stopniu zwiazana z ekspresja mRNA dla COX-2. Nadekspresja biatka COX-2 u chorych na
niedrobnokomorkowego raka phuca jest zwiazana z nieco lepszym rokowaniem mierzonym
czasem przezycia i czasem do nawrotu nowotworu, podczas gdy ekspresja mRNA COX-2

zwiazana jest z wyzszym ryzykiem nawrotu nowotworu i zgonu.
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8. Summary

Background: Overexpression of cyclooxygenase-2 (COX-2) was detected in precancerous
lesions and in many solid tumors. Role of COX-2 in cancerogenesis, including non-small cell
lung cancer (NSCLC) is well documented but its prognostic role is still controversial.

Aims: 1) Evaluation of COX-2 protein expression in NSCLC using tissue microarray, and
COX-2 mRNA expression using a quantitative real-time polymerase chain reaction. 2).
Assessment of correlation between these parameters and demographic and clinical features in
NSCLC patients 3). Determing prognostic value of COX-2 overexpression.

Methods: Between 2002 and 2004 186 NSCLC patients underwent surgical resection. Of
those, 55% had squamous cell carcinoma, 29% adenocarcinoma, 2,5% large cell carcinoma
and 13% mixed carcinoma. There were 44 women and 147 men and 95% were past or
currents smokers. COX-2 expression was analyzed using immunohistochemistry (IHC) and
quantitative RT-PCR. IHC evaluation was performed after obtaining from paraffin-embedded
tumors 3 cores of tissue and creating tissue microarray using MaxArray Customer Kit, Zymed
Laboratories (San Fransico, CA, USA). Immunostainig was performed with the use of
monoclonal antibodies. COX-2 expression was evaluated using IHC index, processed by
University of Colorado (range 0-400). Total RNA was isolated from 165 fresh-frozen tumor
samples. After RNA isolation, cDNA and qPCR reaction was performed on 120 samples.
Results: There was no significant correlation between COX-2 expression and
clinicopathologic variables such as histological type (squamous cell carcinoma vs other cancer
types; p=0.45 for IHC and p=0.33 for qRT-PCR), gender (female vs male; p=0.16 and 0.64
respectively), stage (low vs high; p=0.061 and 0.93). There was a significant correlation
between COX-2 expression measured by IHC and smoking status (smokers vs non-smokers;
p=0.04), but not so for COX-2 mRNA. In univariate analysis of survival time, after using
median of IHC index and RNA as cut off values (0-120 vs 121-400, 0-20 vs 21-56
respecively), high IHC index was associated with better survival (p=0.01) but this relation was
not significant for COX-2 mRNA (p=0.073). The correlation for IHC remained significant in
the multivariate analysis after correction by disease stage (pTNM), histological type, gender
and smoking status. In the multivariate analysis high mRNA expression was correlated with

poor survival (p=0.01).
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Conclusions: COX-2 expression abnormalities are a common event in NSCLC. COX-2
protein expression in NSCLC is probably associated with tobacco exposure. The correlation
between COX-2 expression assessed by IHC and mRNA is weak. Patients with NSCLC
overexpression of COX-2 protein had a tendency to better overall survival, and disease free
survival whereas overexpression of COX-2 mRNA is associated with higher risk of relapse

and death.
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