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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 

AKT serynowo-treoninowa kinaza białkowa Akt 
ALK anaplastic lymphoma kinase / kinaza chłoniaka anaplastycznego
AP alkaline phosphatase / fosfataza alkaliczna 
CEP3 centromer chromosomu 3 
CI confidence interwal / zakres ufno�ci 
CISH chromogenic in situ hybridisation / chromogenna hybrydyzacja in 

situ 

cm centymetr 
DAB 3,3'-diaminobenzydyna 
DCIS ductal carcinoma in situ / rak przewodowy przedinwazyjny 
DNA deoxyribonucleic acid / kwas deoksyrybonukleinowy 
DNP dinitrofenol 
DRP drobnokomórkowy rak płuca 
EGFR epidermal growth factor receptor / receptor naskórkowego czynnika 

wzrostu
FISH fluorescent in situ hybridisation / fluorescencyjna hybrydyzacja in 

situ

HER2 human epidermal growth factor receptor 2 / receptor dla naskórko-
wego czynnika wzrostu 2 

HIER heat induced epitope retrieval / odsłoni�cie epitopu metod� tempe-
raturow�

HR hazard ratio / współczynnik ryzyka wzgl�dnego w analizie prze�y-
cia 

HRP horseradish peroxidase / peroksydaza chrzanowa 
IHC immunohistochemia 
kDa kilodalton 
kp tysi�c par zasad 
KRAS kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog / białko KRAS 
Mb milion par zasad
MLPA multiplex ligation-dependent probe amplification / zale�na od ligacji 

multipleksowa amplifikacja
mTOR mammalian target of rapamycin / cel rapamycyny w komórkach 

ssaków
NDRP niedrobnokomórkowy rak płuca 
OS overall survival / całkowity czas prze�ycia 
p współczynnik istotno�ci statystycznej 
PBS phosphatate buffered saline / roztwór buforu fosforanowego 
PDK1 phosphoinositide-dependent kinase-1 / serynowo-treoninowa kina-

za-1 zale�na od fosfatydyloinozytolu 
PI3K phosphatidylinositol 3-kinase / kinaza fosfatydylo-3-inozytolu 
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PIP2 fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan 
PIP3 fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trójfosforan 
PIK3CA podjednostka katalityczna �3-kinazy fosfatydyloinozytolu 
PTEN phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten / hom-

olog fosfatazy i tensyny 
qRT-PCR quantitative real-time PCR / ilo�ciowa ła�cuchowa reakcja polime-

razy w czasie rzeczywistym 
r współczynnik korelacji liniowej Pearsona 
RFS relapse free survival / czas wolny od nawrotu 
RNA ribonucleic acid / kwas rybonukleinowy 
RTK receptor tyrosine kinase / receptor z aktywno�ci� kinazy tyrozyno-

wej 
SISH silver in situ hybridisation / hybrydyzacja in situ jonami srebra 
TKI tyrosine-kinase inhibitor / inhibitor kinazy tyrozynowej  
TMA tissue microarray / mikromacierz tkankowa 
TNM tumor, nodes, metastases / klasyfikacja guz, w�zły, przerzuty 
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1. WST�P 

1.1. Rak płuca – epidemiologia i leczenie 

Nowotwory zło�liwe stanowi� drug� po chorobach układu kr��enia przyczy-
n� zgonów w Polsce i na �wiecie. Rak płuca jest najcz��ciej wyst�puj�cym no-
wotworem, a tak�e główn� przyczyn� zgonów z powodu chorób nowotworo-
wych. Z danych Krajowego Rejestru Nowotworów wynika, i� w 2012 roku w 
Polsce spo�ród ogółu zgonów nowotworowych, 30,7% m��czyzn i 15,3% kobiet 
zmarło z powodu raka płuca. Standaryzowany współczynnik zachorowalno�ci w 
2012 roku na nowotwory zło�liwe płuca w�ród m��czyzn wynosił 51,2/105, na-
tomiast w�ród kobiet 17,8/105 [153]. Około 80% pierwotnych nowotworów zło-
�liwych płuca o pochodzeniu nabłonkowym stanowi niedrobnokomórkowy rak 
płuca (NDRP). W grupie tej najcz�stsze podtypy histologiczne to rak gruczoło-
wy, rak płaskonabłonkowy oraz rak wielkokomórkowy. Pozostałe 20% pierwot-
nych nowotworów zło�liwych płuca stanowi prawie wył�cznie rak drobnoko-
mórkowy (DRP) cechuj�cy si� wysokim indeksem proliferacyjnym i znacznym 
stopniem zaawansowania choroby w momencie jej rozpoznania [32]. Odsetek 5-
letnich prze�y	 chorych na raka płuca wynosi w Polsce zaledwie około 14%. 

Podstawow� metod� radykalnego leczenia NDRP jest doszcz�tna chirur-
giczna resekcja guza z odpowiednim marginesem oskrzela i mi��szu płuca. Le-
czenie systemowe oraz radioterapia stosowane s� jako terapia neo- lub adjuwan-
towa, za� radiochemioterapia jako leczenie radykalne u wi�kszo�ci chorych w III 
stopniu zaawansowania, b�d
 jako leczenie paliatywne u chorych w stadium 
rozsiewu choroby. Mediana czasu prze�ycia chorych na NDRP waha si� od 95 
miesi�cy dla stopnia zaawansowania IA do 19 miesi�cy dla stopnia IIIA [43]. W 
ostatnich latach obserwuje si� dynamiczny rozwój leczenia NDRP w oparciu o 
nowe schematy chemioterapii oraz nowoczesne techniki radioterapeutyczne. 
Mimo uzyskania poprawy wyników leczenia, nie przynosz� one jednak przeło-
mu, o czym �wiadczy nadal bardzo niski odsetek trwałych wylecze� [110]. 

Pocz�wszy od drugiej połowy XX wieku, wraz z odkryciem struktury DNA, 
nast�pił gwałtowny post�p nauk biologicznych, w tym tak�e w dziedzinie onko-
logii. Zacz�to tak�e podejmowa	 próby praktycznego wykorzystania wiedzy 
uzyskanej w ramach prowadzenia bada� podstawowych (tzw. badania transla-
cyjne), czego owocem było opracowanie nowych strategii terapeutycznych w 
leczeniu nowotworów zło�liwych. Pierwszym lekiem zastosowanym w 2001 
roku w ramach leczenia ukierunkowanego molekularnie był imatynib – inhibitor 
kinazy tyrozynowej (tyrosine-kinase inhibitor, TKI) blokuj�cy kinaz� Bcr-Abl 
oraz c-kit, stosowany w leczeniu przewlekłej białaczki szpikowej oraz nowotwo-
rów pod�cieliskowych przewodu pokarmowego (gastrointestinal stromal tumor, 
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GIST) [28]. Kolejnym znacz�cym post�pem terapeutycznym stało si� wprowa-
dzenie trastuzumabu, leku blokuj�cego kinaz� tyrozynow� receptora naskórko-
wego czynnika wzrostu HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) – 
pocz�tkowo stosowanego w leczeniu raka piersi, a obecnie tak�e raka �oł�dka 
[25, 103]. W raku płuca natomiast pierwsz� grup� leków stosowanych w ramach 
terapii spersonalizowanej stały si� inhibitory kinazy tyrozynowej naskórkowego 
czynnika wzrostu (epidermal growth factor receptor, EGFR) – erlotynib i gefi-
tynib [73]. Ponadto du�ym post�pem stała si� identyfikacja leków hamuj�cych 
kinaz� chłoniaka anaplastycznego (anaplastic lymphoma kinase, ALK) [107]. W 
ostatnich latach zarejestrowano wiele nowych leków celowanych w raku płuca 
(afatynib, cerytynib), inne natomiast s� na etapie bada� klinicznych I – III fazy. 
Warunkiem zastosowania tych leków jest okre�lenie obecno�ci wiod�cych zabu-
rze� molekularnych (np. mutacji EGFR lub rearan�acji ALK) w komórkach 
NDRP [108]. 

Nowe terapie ukierunkowane molekularnie s� na chwil� obecn� nadziej� na 
dalsz� popraw� wyników leczenia. Jednak�e mimo poczynienia znacznych po-
st�pów, nasza wiedza w tym zakresie jest wci�� niewystarczaj�ca. Istnieje du�a 
potrzeba poszukiwania i opisywania nowych markerów molekularnych o prze-
widywalnym znaczeniu prognostycznym i predykcyjnym.

1.2. Budowa i funkcje kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

Kinazy fosfatydylo-3-inozytolu (phosphatidylinositol 3-kinases, PI3Ks) to 
grupa enzymów z rodziny kinaz o podwójnej aktywno�ci enzymatycznej: kinazy 
lipidowej i kinazy białkowej. Enzymy te przeprowadzaj� reakcj� fosforylacji 
grupy 3-OH pier�cienia fosfatydyloinozytolu fosfolipidów błonowych [147]. W 
zale�no�ci od budowy cz�steczki oraz specyficzno�ci wzgl�dem lipidowego 
substratu wyró�niamy 3 klasy enzymów PI3K. Głównym substratem dla kinaz 
klasy I jest fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan (PIP2), którego fosforylacja 
skutkuje tworzeniem produktu fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trójfosforanu (PIP3). 
Białka klasy IA to, aktywowane poprzez interakcj� z receptorami o aktywno�ci 
kinaz tyrozynowych (receptor tyrosine kinases, RTKs), heterodimery zbudowa-
ne z podjednostki regulatorowej 85 kDa (p85) i katalitycznej 110 kDa (p110). 
Podjednostka katalityczna wyst�puje w 3 izoformach p110�, p110� i p110�
kodowanych odpowiednio przez geny PIK3CA, PIK3CB i PIK3CD. Podobnie 
wyodr�bniono 3 izoformy podjednostki regulatorowej p85�, p85� i p85
 kodo-
wane przez PIK3R1, PIK3R2 i PIK3R3 [61]. Białka z klasy IB za� zbudowane s�
z podjednostki katalitycznej p110
 oraz regulatorowej p101 lub jej formy homo-
logicznej p84 b�d
 p87PIKAP. Klasa IB aktywowana jest za po�rednictwem 
receptorów sprz��onych z białkami G (G protein-coupled receptor, GPCR) [21]. 
Klasa II PI3Ks utworzona jest jedynie przez podjednostk� katalityczn�, zawiera-
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j�c� w swej cz�steczce charakterystyczn� domen� C2, a jako substratu u�ywa 
fosfatydyloinozytolu i fosfatydyloinozytolo-4-fosforanu (PIP). Zasadnicz� funk-
cj� białek tej klasy jest regulacja internalizacji receptorów błonowych poprzez 
interakcje z klatryn�. Ponadto kinazy te mog� by	 tak�e aktywowane przez sze-
reg cytokin, integryn oraz receptorów dla czynników wzrostu, jednak�e ich 
funkcja w odpowiedzi na te specyficzne sygnały nie jest dobrze poznana [37]. 
Dla klasy III jedynym substratem jest fosfatydyloinozytol. Enzymy tej klasy 
odpowiadaj� za aktywno�	 kinazy mTOR (mammalian target of rapamycin) w 
odpowiedzi na zmiany st��enia aminokwasów [61]. 

O ile stosunkowo niewiele wiemy na temat funkcji pełnionych przez kinazy 
klasy II i III, o tyle dobrze znany jest fakt, i� w komórkach ssaków klasa IA 
PI3Ks nale�y do najistotniejszych enzymów odpowiedzialnych za transdukcj�
sygnału za po�rednictwem drugiego przeka
nika PIP3 w odpowiedzi na ze-
wn�trzne czynniki stymuluj�ce [37]. 

Cz�steczka PI3K klasy IA zbudowana jest z podjednostki katalitycznej 
(p110�) i regulatorowej (p85�). Podjednostka p85� utworzona jest z pi�ciu do-
men: domeny SH3, domeny GAP (GTPase-activating protein homology), do-
meny przej�ciowej inter-SH2 (iSH2), odpowiedzialnej za wi�zanie domeny 
ABD p110� oraz dwóch domen homologicznych do Src (Scr homolog 2, SH2) – 
domeny N-terminalnej SH2 (nSH2), oraz domeny C-terminalnej SH2 (cSH2). 
Podobnie jak p85� podjednostk� katalityczn� p110� tworzy tak�e pi�	 domen: 
domena wi���ca białka adaptorowe (adapter binding domain, ABD), która od-
powiada za wi�zanie podjednostki p85�, domena wi���ca białka Ras (Ras-

binding domain, RBD), domena C2 oraz domeny – helikalna (DH) i kinazowa 
(DK) [75]. 

Rycina 1. Schemat budowy białka PI3K klasy IA 
Obja�nienia skrótów w tek�cie 
Figure 1. Structure of PI3K class IA protein 

Description of abbreviations in the text 

1.3. �cie�ka sygnałowa kinazy 3-fosfatydyloinozytolu 

�cie�ka sygnałowa kinazy 3-fosfatydyloinozytolu jest jednym z głównych 
szlaków przeka
nictwa wewn�trzkomórkowego maj�cego zasadniczy wpływ na 

SH3 GAP SH2 SH2iSH2 

Podjednostka katalityczna p110�ABD RBD C2 DH DK 

Podjednostka regulatorowa p85�
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regulacj� procesów �yciowych komórki [18, 143]. W odpowiedzi na zewn�trzne 
czynniki stymuluj�ce, w tym głównie czynniki wzrostu, takie jak czynnik wzro-
stu �ródbłonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor, VEGF), płyt-
kopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor, PDGF), insulino-
podobny czynnik wzrostu (insulin-like growth factor, IGF) czy te� czynnik 
wzrostu fibroblastów (fibroblast growth factor, FGF) dochodzi do aktywacji 
odpowiednich receptorów błonowych zwi�zanych z aktywno�ci� kinazy tyrozy-
nowej, czego skutkiem jest ich wi�zanie, poprzez domeny SH2, z podjednostk�
regulatorow� kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (p85). Umo�liwia to heterodimery-
zacj� podjednostki p85 z podjednostk� katalityczn� p110, co skutkuje aktywacj�
tej ostatniej [37, 69]. Zasadniczym produktem enzymu PI3K – funkcjonuj�cym 
jako drugi przeka
nik – jest fosfatydyloinozytolotrójfosforan (PIP3) tworz�cy 
sie	 poł�cze� z cytoplazmatycznymi białkami sygnalizacyjnymi zawieraj�cymi 
w swojej cz�steczce domen� homologiczn� do domeny plekstryny (pleckstrin 

homology, PH). Nale�� do nich kinazy tyrozynowe, kinazy serynowo-
treoninowe oraz białka G. PIP3 spełnia rol� kotwicy dla nich, umo�liwiaj�c ich 
akumulacj� w pobli�u błony komórkowej [17, 143]. Tu mo�liwa jest ich akty-
wacja poprzez fosforylacj� z udziałem ró�nego typu kinaz w tym głównie sery-
nowo-treoninowej kinazy-1 zale�nej od fosfatydyloinozytolu (phosphoinositide-

dependent kinase-1, PDK1). Jednym z głównych białek efektorowych PDK1 jest 
serynowo-treoninowa kinaza białkowa AKT (znana równie� jako kinaza protei-
nowa B, proteine kinase B, PKB), dla której substratem s� liczne białka maj�ce 
wpływ na metabolizm, prze�ycie, proliferacj�, wzrost, apoptoz� i migracje ko-
mórek [139]. Ponadto PDK1 posiada tak�e zdolno�	 aktywacji innych białek, w 
tym kinazy proteinowej C (protein kinase C, PKC), kinazy proteinowej A 
(protein kinase A, PKA) oraz kinazy p70S6c. 

Aktywacja PI3K mo�liwa jest tak�e za po�rednictwem białek z rodziny nie-
receptorowych kinaz tyrozynowych (białek Src, Abl) oraz białek Ras poprzez 
bezpo�redni� interakcj� z podjednostk� p110. 

Regulacja st��enia PIP3 odbywa si� głównie na drodze jego defosforylacji 
przez homolog fosfatazy i tensyny (phosphatase and tensin homolog deleted on 

chromosome ten, PTEN; mutated in multiple advanced cancers 1, MMAC1) 
oraz fosfatazy polifosforanu inozytolu zawieraj�ce domen� SH2 (Src-homology 

2 (SH2)-containing phosphatases, SHIP1 i SHIP2) [17]. 
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Rycina 2. Schemat �cie�ki sygnałowej kinazy 3-fosfatydyloinozytolu 
BA – białka adaptorowe, BAD – białko proapoptotyczne podrodziny BH3-only, 
FOXO – czynnik transkrypcyjny O z rodziny forkhead, GSK3 – kinaza syntazy 
glikogenu 3, MDM2 – białko MDM2, NF-κB – j�drowy czynnik transkrypcyjny NF 
kappa B, pozostałe skróty wyja�nione w tek�cie 
Figure 2. The phosphatidylinositol-3- kinase signaling pathway 

BA – adaptor proteins, BAD – Bcl-2-associated death promotor protein, FOXO – fork-

head box O, GSK3 – glycogen synthase kinase 3, MDM2 – mouse double minute 2 hom-

olog, NF-κB – nuclear factor kappa B, other abbreviations described in the text 

1.4. Podjednostka katalityczna �3-kinazy fosfatydyloinozytolu a onkogeneza 

Wpływ zaburze� funkcjonowania �cie�ki sygnałowej kinazy �3-
fosfatydyloinozytolu na inicjacj� procesów zwi�zanych z onkogenez� znany jest 
od lat 80 XX wieku [23, 128]. Bardzo dobrze znanym zaburzeniem �cie�ki 
PI3K/AKT/mTOR s� mutacje inaktywuj�ce (loss-of-function mutations) w obr�-
bie genu supresorowego PTEN prowadz�ce do utraty jego funkcji i w konse-
kwencji aktywacji całego szlaku przeka
nikowego, obserwowane m.in. w ko-
mórkach raka endometrium, skóry, gruczołu krokowego oraz nowotworów cen-
tralnego układu nerwowego (np. w glejaku wielopostaciowym). Inne znane za-
burzenia dotycz� mutacji aktywuj�cych protoonkogen PIK3CA oraz amplifika-
cj� AKT [75]. 

p110 

p110  

Czynnik wzrostu, np.: VEGF, IGF 

RTK

p85 

p85 

Ras

B
A 

PIP3PIP2

PTEN

PH 

PDK

PH 

AKT

mTOR

Proliferacja Migracja Hamowanie 
apoptozy 

Prze�ycie Metabolizm 
glukozy 

Synteza białek Regulacja cyklu 
komórkowego 

MDM2NF-κB

GSK3

Tuberyna

BAD

FOXO
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Badania wykazały, i� nadekspresja PIK3CA w liniach komórkowych fibro-
blastów zarodków kurzych (chicken embryo fibroblast cells, CEFs) jest przy-
czyn� transformacji nowotworowej komórek poprzez konstytutywn� fosforyla-
cj� AKT [65]. Ponadto analiza in vivo klonów komórek ze zmutowanym genem 
PIK3CA ujawniła wpływ deregulacji �cie�ki PI3K na zdolno�ci do migracji oraz 
zwi�kszon� inwazyjno�	 komórek nowotworowych [111]. 

Pierwsze doniesienia na temat wyst�powania mutacji onkogenu PIK3CA w 
komórkach nowotworowych u ludzi zostały opublikowane przez zespół Samue-
lasa w 2004 r. Autorzy przeprowadzili analiz� sekwencji 8 genów PI3K i 8 ge-
nów podobnych do PI3K w szeregu ró�nych nowotworów oraz odpowiadaj�-
cych im tkankach zdrowych. Badania wykazały istnienie mutacji jedynie w ob-
r�bie genu PIK3CA – koduj�cego podjednostk� p110� [112, 114]. 

Podobnie wykazano obecno�	 amplifikacji regionu chromosomu koduj�cego 
PIK3CA, jednak�e uwa�a si�, i� zwielokrotnienie liczby kopii genu mo�e mie	
mniejszy wpływ na onkogenny potencjał PIK3CA [114, 120]. Ostatecznie ocena 
liczby kopii genu PIK3CA jest przedmiotem niewielu bada� i wymaga wnikliw-
szej analizy. 

Najnowsze publikacje potwierdzaj� obecno�	 mutacji typu nabycia funkcji 
(gain-of-function mutations) w obr�bie genu koduj�cego podjednostk� regulato-
row� (PIK3R1), jednak�e ich wpływ na funkcjonowanie enzymu PI3K pozostaje 
nie w pełni wyja�niony [129]. 

Gen PIK3CA długo�ci 34 kb zlokalizowany jest na ramieniu długim chro-
mosomu 3 (3q26.3) i zbudowany jest z 20 egzonów koduj�cych białko o masie 
124 kDa zło�one z 1068 aminokwasów [75]. Ponad 96% wszystkich zaobser-
wowanych w tym genie mutacji stanowi� somatyczne mutacje punktowe typu 
substytucji (wg. catalogue of somatic mutations in cancer [COSMIC]; 
http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic). Około 80% mutacji 
wyst�puje w obr�bie sekwencji koduj�cej domeny heliakalne w egzonie 9 – 
E542K i E545K oraz domen� kinazow� w egzonie 20 – H1047. Inne rzadziej 
wyst�puj�ce mutacje pojawiaj�ce si� w pozostałych domenach p110�, za wyj�t-
kiem domeny RBD, maj� du�o mniejszy wpływ na aktywno�	 kinazy [145]. 

1.5. Amplifikacje i mutacje punktowe PIK3CA w ró�nych typach nowotworów 

Ocena statusu genu PIK3CA w guzach litych to obszar zainteresowania wie-
lu grup badawczych i temat coraz liczniejszych prac z dziedziny onkologii i 
patologii molekularnej. Najwi�ksz� cz�sto�	 mutacji PIK3CA zanotowano – jak 
dot�d – w raku piersi, jelita grubego oraz endometrium [113, 114]. Amplifikacje 
genu PIK3CA stwierdzono m.in. w raku płuca (zwłaszcza raku płaskonabłonko-
wym), �oł�dka i piersi [11]. W wi�kszo�ci doniesie� nie wykazano korelacji 
mi�dzy wyst�powaniem mutacji a amplifikacji genu PIK3CA. Obserwowano 
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tak�e zmienn� zale�no�	 cech klinicznych i patologicznych, warto�ci progno-
stycznych i predykcyjnych w poszczególnych typach nowotworów zło�liwych, 
w stosunku do obecno�ci powy�szych zmian genetycznych. S� to, w wi�kszo�ci 
przypadków, wst�pne analizy wymagaj�ce dalszej weryfikacji. 

W pionierskiej pracy po�wi�conej badaniu genu PIK3CA w komórkach no-
wotworowych wykryto obecno�	 mutacji w 73 na 234 (32%) przypadków raka 
jelita grubego, 4 w 15 przypadków glejaka wielopostaciowego (27%), 3 w 12 
raka �oł�dka (25%) oraz zaledwie po jednej mutacji w raku piersi (1/12, 8%) i 
raku płuca (1/24, 4%) [114]. W tym samym roku ukazała si� praca Campell i 
wsp., w której zbadano 284 przypadki pierwotnego raka jelita grubego, piersi 
oraz jajnika. Posługuj�c si� technikami polimorfizmu konformacji pojedynczych 
nici DNA (single-strand conformational polymorphism, SSCP) i wysokospraw-
n� denaturuj�c� chromatografi� cieczow� (denaturing high performance liquid 

chromatography, DHPLC) zsekwencjonowano wszystkie 20 egzony koduj�ce 
gen PIK3CA wykazuj�c obecno�	 mutacji w egzonach 6, 7, 9, 14 i 20, ze znacz-
n� przewag� mutacji w egzonach 9 i 20 (88,9%). Cz�sto�	 mutacji w raku piersi 
wynosiła 40% (28/70), raku jelita grubego 18,8% (6/32) i raku jajnika 6,6% 
(11/167). Ponadto w przytoczonym badaniu analizowano tak�e liczb� kopii genu 
PIK3CA z zastosowaniem metody qPCR (quantitative polymerase chain reac-

tion) wykazuj�c amplifikacj� genu jedynie w raku jajnika (24,6%, 41/167) [16]. 
Kolejne badania dowiodły, i� mutacje PIK3CA wyst�puj� w około 25-40% 

przypadków raka piersi i s� cz�stsze w egzonie 20 [26, 45, 52, 64, 101, 109, 
124]. Zwi�kszon� cz�sto�	 mutacji PIK3CA obserwuje si� u chorych z pozytyw-
n� ekspresj� receptorów steroidowych i brakiem amplifikacji genu HER2 [132]. 
Pojedyncze prace wskazuj� na cz�stsze wyst�powanie mutacji PIK3CA w rakach 
zrazikowych ni� w przewodowych [7, 13]. Analiza cz�sto�ci wyst�powania mu-
tacji osobno w ogniskach czystego raka przewodowego przedinwazyjnego 
(ductal carcinoma in situ, DCIS), ogniskach DCIS w otoczeniu raka inwazyjne-
go i w samym raku inwazyjnym nie wykazała ró�nic, co mo�e dowodzi	, i�
pojawiaj� si� one na wczesnych etapach onkogenezy raka piersi [92]. Z prze-
prowadzonych metaanaliz wynika, i� mutacje genu PIK3CA w raku piersi mog�
by	 wska
nikiem lepszego rokowania [79, 100]. 

Amplifikacja genu PIK3CA w raku piersi jest zjawiskiem rzadziej wyst�pu-
j�cym ni� mutacje. W nielicznych pracach, w których oceniano liczb� kopii 
genu PIK3CA wykazano amplifikacje w około 8-14% przypadków inwazyjnego 
raka piersi, bez wpływu na czas prze�ycia wolny od nawrotu (relapse free 

survival, RFS) [44, 154]. 
W rakach jelita grubego mutacje PIK3CA s� stwierdzane w około 10-32% 

przypadków i w przeciwie�stwie do raka piersi nie wykazano ich obecno�ci w 
zmianach przedinwazyjnych, za wyj�tkiem pojedynczych przypadków gruczola-
ków kosmkowych i kosmkowo-cewkowych [93, 141, 151]. Przeciwnie kształtu-
je si� kwestia amplifikacji genu PIK3CA, któr� wykazano zarówno w gruczola-
kach jak i w zmianach inwazyjnych z cz�sto�ci� odpowiednio ok. 25% i 38%. W 
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tej samej pracy podkre�lono jednak, i� brak jest istotnego zwi�zku pomi�dzy 
liczb� kopii genu PIK3CA a wyst�powaniem mutacji. Podobnie nie znaleziono 
zwi�zku mi�dzy cechami klinicznymi, patologicznymi a amplifikacj� genu, wy-
kazuj�c jednak dłu�szy czas prze�ycia (overall survival, OS) u chorych z ampli-
fikacj� genu [59]. Wi�kszo�	 autorów uwa�a, i� obecno�	 mutacji PIK3CA jest 
wska
nikiem bardziej agresywnego przebiegu choroby, predysponuj�c do szyb-
szego pojawienia si� nawrotów miejscowych oraz przerzutów odległych [50, 66, 
74, 97, 116]. Niewyja�niona pozostaje kwestia współistnienia mutacji PIK3CA z 
niestabilno�ci� mikrosatelitarn� (microsatellite instability, MSI), gdzie wyst�pu-
j� rozbie�no�ci prezentowanych wyników w zale�no�ci od autorów [2, 30, 84, 
142]. 

Ponadto ustalenie roli mutacji PIK3CA w raku jelita grubego wa�ne jest tak-
�e ze wzgl�du na rozwój terapii z zastosowaniem monoklonalnych przeciwciał 
hamuj�cych receptory EGFR (np. cetuksymab i panitumumab). Jak dot�d obec-
no�	 mutacji KRAS i NRAS ma potwierdzon� negatywn� warto�	 predykcyjn� u 
chorych leczonych tymi lekami, co powszechnie wykorzystywane jest w prakty-
ce klinicznej. Wyniki podobnych bada� w odniesieniu do PIK3CA wykazuj�, i�
podobnie jak KRAS mo�e on spełnia	 rol� w przewidywaniu odpowiedzi na 
leczenie inhibitorami EGFR [31, 116]. Warto doda	, i� pojawiły si� ciekawe 
badania wskazuj�ce, �e mutacja PIK3CA mo�e by	 czynnikiem predykcyjnym 
dla zastosowania aspiryny w leczeniu uzupełniaj�cym u chorych po operacji z 
powodu raka jelita grubego. Przyjmowanie kwasu acetylosalicylowego wi��e si�
z wydłu�eniem całkowitego czasu prze�ycia jedynie w przypadkach z wykazan�
mutacj� genu PIK3CA [96]. 

W innych nowotworach przewodu pokarmowego stwierdzono obecno�	 mu-
tacji i amplifikacji PIK3CA w raku �oł�dka odpowiednio w około 5-10 % i 30-
67% przypadkach [15, 71, 121, 142, 156], w raku przełyku natomiast w 7-11% i 
25% [3, 83]. 

Wi�kszo�	 prac po�wi�conych ocenie roli �cie�ki sygnałowej PI3K w onko-
genezie raka gruczołowego endometrium wskazuje na aktywacj� �cie�ki na dro-
dze współwyst�powania mutacji (około 25%) w genach PTEN i PIK3CA. Muta-
cje genu PIKC3A wyst�puj� z cz�sto�ci� 15-40%, głównie w egzonie 20 [14, 19, 
20, 42, 49, 68, 95, 140], a amplifikacje z cz�sto�ci� około 12% [68, 95]. Ponadto 
analiza porównawcza cz�sto�ci wyst�powania mutacji PIK3CA w zło�onych 
rozrostach endometrium i w rakach endometrium wykazała, i� podobnie jak w 
przypadku raka jelita grubego tak i tu w zmianach przedinwazyjnych mutacje 
wła�ciwie nie wyst�puj� [49, 68]. 

Podwy�szona liczba kopii genu PIK3CA w raku płuca obserwowana jest w 
17-30% przypadków, w przewa�aj�cej cz��ci u m��czyzn, palaczy tytoniu oraz 
w guzach o morfologii raka płaskonabłonkowego [4, 60, 88, 98, 133, 155]. W 
pracy Toschi i wsp. podkre�lono tak�e, i� obecno�	 amplifikacji PIK3CA wi��e 
si� z wy�szym odsetkiem 5-letnich prze�y	 (52,2% vs. 40,9% u osób z prawi-
dłow� liczb� kopii PIK3CA) [133]. Mutacje w obr�bie genu PIK3CA wyst�puj�



1. WST�P 15

z cz�sto�ci� 1,5-4% i nie wykazano ich zwi�zku z cechami klinicznymi chorych 
czy charakterystyk� patologiczn� nowotworów [4, 98, 106, 155, 159]. Analiza 
mutacji przeprowadzona w grupie 1117 przypadków NDRP przez Wang i wsp. 
wykazała, i� u osób z prawidłow� sekwencj� genów EGFR i KRAS, obecno�	
mutacji PIK3CA wi��e si� z gorszym rokowaniem [70]. 

Obecno�	 mutacji i amplifikacji PIK3CA stwierdzono równie� w szeregu in-
nych nowotworów zło�liwych, w tym w mi�sakach oraz w nowotworach układu 
limfoproliferacyjnego [58, 75, 105]. 

Tabela 1 przedstawia najwa�niejsze doniesienia ostatnich lat dotycz�ce oce-
ny amplifikacji genu PIK3CA w litych nowotworach zło�liwych, ze szczegól-
nym uwzgl�dnieniem raka płuca. 

Tabela 1. Zestawienie najwa�niejszych doniesie� dotycz�cych oceny liczby kopii 
genu PIK3CA w litych nowotworach zło�liwych 
Table 1. Studies on PIK3CA gene copy number in solid malignancies

Autor, rok
[pozycja pi�-
miennictwa]

Typ 
nowotworu 

Liczba 
przypadków 

Metoda 
badawcza 

Amplifikacja
(%) 

Toschi i wsp., 
2014 [133] 

NDRP 133 SCC
237 ADC 
65 inne

FISH 78 (58,7%)
38 (16%) 
11 (16,9%)

Wang i wsp., 
2014 [149]

NDRP 64 SCC
78 ADC

FISH 23 (38%)
4 (5,1%)

Ji i wsp., 2011
[60]

NDRP 96 qRT-PCR 30 (31,3%)

Angulo i wsp., 
2008 [4]

NDRP 33 SCC
34 ADC 
5 LCC

FISH 14 (42%)
1 (3%) 
1 (20%)

Yamamoto i 
wsp., 2008 [155] 

NDRP 139 SCC
195 ADC 
22 inne 

qRT-PCR 46 (35,7%)
12 (6,2%) 
0 (0%)

Okudela i wsp., 
2007 [98] 

Rak płuca 28 SCC
74 ADC 
6 LCC 
3 DRP 
4 ADCQ

FISH 12 (42,9%)
7 (9,6%) 
1 (16,7%) 
1 (33,3%) 
0 (0%)

Massion i wsp., 
2002 [88]

NDRP 52 SCC
61 ADC

FISH 31 (59,6%)
0 (0%)

Q. Yang i wsp., 
2014 [156]

Rak �oł�dka 113 qRT-PCR 76 (67,3%)

Shi i wsp., 2012
[121]

Rak �oł�dka 131 qRT-PCR 88 (67%)

Byun i wsp., Rak �oł�dka 55 PCR 17 (30,9%)
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Autor, rok
[pozycja pi�-
miennictwa]

Typ 
nowotworu 

Liczba 
przypadków 

Metoda 
badawcza 

Amplifikacja
(%) 

2003 [15]
Jehan i wsp., 
2009 [59]

Rak jelita 
grubego

419 FISH 159 (37,9%)

Akagi i wsp., 
2009 [3]

Rak przełyku 45 qRT-PCR 12 (26,7%)

Wu i wsp., 2005
[154]

Rak piersi 92 qRT-PCR 8 (8,7%)

Gonzalez-
Angulo i wsp., 
2013 [44]

Rak piersi 971 MIP 134 (13,8%)

Konopka i wsp., 
2010 [68]

Rak trzonu 
macicy

196 qRT-PCR 24 (12,2%)

Wang i wsp., 
2015 [148]

Rak szyjki 
macicy

90 qRT-PCR 16 (26,7%)

Suda i wsp., 
2012 [127]

RPGiS 115 qRT-PCR 37 (32,2%)

Chiosea i wsp., 
2013 [24]

RPGiS 21 FISH 4 (20%)

ADC – rak gruczołowy, ADCQ – rak gruczołowopłaskonabłonkowy, DRP –
drobnokomórkowy rak płuca, FISH – fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, LCC – 
rak wielkokomórkowy, MIP – (molecular inversion probe assay), NDRP – niedrob-
nokomórkowy rak płuca, PCR – reakcja ła�cuchowa polimerazy, qRT-PCR – ilo-
�ciowa ła�cuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym, RPGiS – rak pła-
skonabłonkowy regionu głowy i szyi, SCC – rak płaskonabłonkowy 
ADC – adenocarcinoma, ADCQ – adenosquamous carcinoma, DRP – small cell carci-

noma, FISH – fluorescent in situ hybridisation, LCC – large cell carcinoma, MIP – 

molecular inversion probe assay, NDRP – non small cell lung cancer, PCR – polymera-

se chain reaction, qRT-PCR – quantitative real-time PCR, RPGiS – head and neck squ-

amous cell carcinoma, SCC – squamous cell carcinoma

1.6. Immunohistochemiczna ocena poziomu białka PIK3CA w nowotworach 

litych 

W stosunkowo nielicznych pracach podj�to prób� immunohistochemicznej 
oceny ekspresji białka PIK3CA w skrawkach z bloków parafinowych zawieraj�-
cych wycinki z guzów pierwotnych i/lub przerzutowych. Wi�kszo�	 z tych ana-
liz wyra
nie wskazuje na mo�liwo�	 powi�zania wysokiej ekspresji białka 
PIK3CA z amplifikacj�, b�d
 mutacj� genu w niektórych typach nowotworów 
[1, 59, 149]. Praca Zhu i wsp. pokazuje, i� w przerzutach raka jelita grubego 
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znacz�co wi�ksza jest ekspresja PIK3CA w porównaniu z guzem pierwotnym 
[160]. Z kolei Akagi i wsp. udowadniaj�, i� wysoka ekspresja białka w komór-
kach raka przełyku ma zwi�zek z obecno�ci� przerzutów w�złowych [3]. Po-
dobne wnioski uzyskał Liu i wsp. w pracy po�wi�conej immunohistochemicznej 
ocenie ekspresji białka PIK3CA w komórkach pierwotnego oraz przerzutowego 
raka �oł�dka [78]. 

W tabeli 2 zestawiono prace, w których oceniano ekspresj� białka PIK3CA z 
zastosowaniem reakcji immunohistochemicznej. 

Tabela 2. Zestawienie doniesie� dotycz�cych immunohistochemicznej oceny eks-
presji białka PIK3CA w litych nowotworach zło�liwych 
Table 2. Studies on PIK3CA immunohistochemical protein expression in solid malignan-

cies 

Autor, rok
[pozycja pi�miennictwa]

Typ nowotworu Liczba
przypadków

Pozytywne 
przypadki (%)

Wang i wsp., 2014 [149] Rak płuca 142 69 (48,6%)
Firoozinia i wsp., 2014 
[38]

Rak piersi 50 12 (24%)

Abe i wsp., 2013 [1] Rak jajnika 62 45 (73%)
Zhu i wsp., 2012 [160] Pierwotny rak jelita 

grubego 
Przerzuty 

60

60

18 (30%)

28 (46,7%)
Liu i wsp., 2010 [78] Pierwotny rak �oł�dka

Przerzuty 
20
15

7 (35%)
10 (67%)

Jehan i wsp., 2009 [59] Rak jelita grubego 398 235 (59%)
Akagi i wsp., 2009 [3] Rak przełyku 66 33 (50%)
Woenckhaus i wsp., 
2002 [152]

RPGiS 10 9 (90%)

Lin i wsp., 2001 [77] Rak płuca 80 34 (43%)
RPGiS – rak płaskonabłonkowy regionu głowy i szyi 
RPGiS – head and neck squamous cell carcinoma 

1.7. Rola mutacji PIK3CA w oporno�ci na leki

Obecnie znanych jest kilkana�cie leków ukierunkowanych molekularnie sto-
sowanych głównie u pacjentów w zaawansowanym stadium choroby, jednak�e 
nie wszyscy odnosz� korzy�ci z leczenia. Dlatego te� podejmuje si� próby iden-
tyfikacji zaburze� genetycznych mog�cych mie	 wpływ na wykształcenie opor-
no�ci na leki z tej grupy oraz mog�cych mie	 zastosowanie jako potencjalne 
czynniki prognostyczne i predykcyjne pozwalaj�ce przewidzie	 przebieg terapii. 
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Szereg doniesie� sugeruje, i� mutacje aktywuj�ce genu PIK3CA oraz utrata 
aktywacji PTEN to zaburzenia genetyczne odgrywaj�ce zasadnicz� rol� w pier-
wotnej i nabytej oporno�ci na stosowane obecnie terapie celowane [48]. 

Badania prowadzone w grupie chorych z rozsianym rakiem piersi wskazuj�
na zwi�zek gorszej odpowiedzi na leczenie inhibitorami kinazy tyrozynowej 
receptora HER2 (trastuzumab, lapatynib) u chorych z zaburzeniami prowadz�-
cym do aktywacji �cie�ki PI3K/AKT [22, 41, 150]. 

Uwa�a si�, i� mutacje genu PIK3CA głównie w obr�bie kodonu 20 mog�
stanowi	 czynnik predykcyjny braku odpowiedzi na leczenie inhibitorami recep-
tora EGFR (cetuksymab, panitumumab) u chorych z przerzutowym rakiem jelita 
grubego, szczególnie z jednoczesn� prawidłow� sekwencj� genu KRAS [29, 31, 
86, 116, 122]. Podobn� rol� mog� odgrywa	 mutacje PIK3CA u chorych na za-
awansowanego niedrobnokomórkowego raka płuca z mutacj� EGFR, leczonych 
drobnocz�steczkowymi inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR (erlotynib, gefi-
tynib) [40, 81]. 

Nale�y doda	, i� aktywacja �cie�ki sygnałowej PI3K jest tak�e odpowie-
dzialna za oporno�	 na wiele konwencjonalnych chemioterapeutyków np. dokso-
rubicyny, paklitakselu i 5-fluorouracylu [48]. 

1.8. Inhibitory kinazy 3-fosfatydyloinozytolu 

Cz�steczki białkowe wykazuj�ce aktywno�	 hamuj�c� wzgl�dem kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu podzieli	 mo�na na trzy grupy: 

• nieselektywne inhibitory PI3K, które jednocze�nie hamuj� kinaz�
mTOR (np. GDC-0980, PF-04691502, BEZ235, XL765, GSK2126458); 

• inhibitory ukierunkowane przeciwko wszystkim klasom kinazy PI3K, 
bez aktywno�ci wzgl�dem kinazy mTOR (np. pictilisib, buparlisib, XL147, PX-
866, copanlisib); 

• inhibitory poszczególnych izoform kinazy PI3K (np. p110� – BYL719, 
INK1117, taselisib; p110� – GSK-2636771, AZD8186; p110� – IPI-145, idelali-
sib, GDC-0032). 

Te ostanie pozwalaj� na bardziej selektywn� blokad� przy jednoczesnym 
zminimalizowaniu działa� niepo��danych wynikaj�cych z hamowania wszyst-
kich izoform enzymu PI3K [11, 157]. 

Badania prowadzone in vitro oraz w modelach zwierz�cych wykazały obec-
no�	 ró�nego stopnia efektu hamuj�cego wzrost komórek nowotworowych po 
podaniu leków ze wszystkich powy�ej wymienionych grup inhibitorów PI3K 
[11, 157]. Amplifikacje oraz mutacje genu PIK3CA stanowi� potencjalny mole-
kularny czynnik predykcyjny odpowiedzi na leczenie. Jednocze�nie jednak pod-
kre�la si� mo�liwy wpływ innych zmian genetycznych, w tym inaktywacji 
PTEN czy amplifikacji HER2 [94, 123, 130]. Zach�caj�ce wyniki bada� przed-
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klinicznych zaowocowały wdro�eniem pierwszych bada� klinicznych, z których 
wyci�gni�to podobne wnioski [56, 57]. Obecnie prowadzone s� badania I i II, a 
ostatnio tak�e III fazy z udziałem ró�nych grup inhibitorów szlaku 
PI3K/AKT/mTOR, zarówno u pacjentów bez wcze�niejszej selekcji molekular-
nej jak i u chorych z ustalonym statusem genu PIK3CA (mutacje punktowe i/lub 
amplifikacja). 

Jednym z obiecuj�cych inhibitorów wszystkich izoform PI3K jest PX-866. 
Badania kliniczne I fazy wykazały, i� jest to jeden z najbezpieczniejszych i naj-
lepiej tolerowanych inhibitorów PI3K. W przeciwie�stwie do innych inhibito-
rów PX-866 nie wykazuje efektów ubocznych w postaci hipoglikemii oraz wy-
sypki. Najcz�stszymi działaniami niepo��danym PX-866 były biegunki i wy-
mioty [54]. Jednak�e niedawno opublikowane prace pokazały, i� zastosowanie 
PX-866 w skojarzeniu z docetakselem u osób z rozsianym niedrobnokomórko-
wym rakiem płuca oraz rakiem płaskonabłonkowym rejonu głowy i szyi nie 
wpływa znacz�co na czas prze�ycia chorych. Nale�y doda	, i� leczenie w ra-
mach tego badania odbyło si� bez uprzedniej selekcji molekularnej guzów [62, 
72]. 

Innym interesuj�cym nieselektywnym inhibitorem PI3K jest buparlisib 
(BKM 120), testowany głównie w badaniach klinicznych u chorych z rakiem 
piersi. U cz��ci pacjentów obserwowano kliniczn� korzy�	 z zastosowania bu-
parlisibu [39, 89, 117]. Podobnie aktywno�	 przeciwnowotworow� wykazuj�
inne nieselektywne inhibitory PI3K takie jak pictilisib (GDC-0941), czy te�
SAR245408 (XL147) zarówno u pacjentów z potwierdzon� aktywacj� szlaku 
PI3K jak i u pacjentów, u których nie wykonano analizy pod k�tem przypusz-
czalnych czynników predykcyjnych [10, 115, 118]. 

Wczesne wyniki bada� klinicznych fazy I z zastosowaniem selektywnych 
inhibitorów p110� – BYL719 i taselisibu (GDC-0032) wykazały obecno�	 kli-
nicznych korzy�ci z zastosowania tych�e preparatów, szczególnie u pacjentów z 
potwierdzonymi aberracjami genu PIK3CA [157]. 

Podsumowuj�c, badania nad ocen� statusu genu PIK3CA s� istotne z punktu 
widzenia mo�liwego zastosowania ich wyników w celu selekcji chorych do te-
rapii nowotworów zło�liwych [63, 87]. Z uwagi na potencjalnie du�e znaczenie 
kliniczne oceny mutacji i amplifikacji genu oraz ekspresji białka PIK3CA ko-
nieczne jest wprowadzenie najbardziej wiarygodnych metod ich oceny, wzgl�d-
nie łatwych w u�yciu i dost�pnych w codziennej praktyce [157]. 

1.9. Reakcje immunohistochemiczne 

Immunohistochemia (IHC) to technika pozwalaj�ca na detekcj� wybranych 
białek w tkankach i komórkach z wykorzystaniem swoistych przeciwciał na 
zasadzie reakcji antygen-przeciwciało. Pocz�tki stosowania tej metody si�gaj�
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lat 50. uprzedniego stulecia. Od tego czasu dokonano wielu jej modyfikacji i 
udoskonale�, by w formie stosowanej dzi� znalazła si� w�ród najwa�niejszych 
metod stosowanych powszechnie w praktyce klinicznej. Obecna diagnostyka 
patomorfologiczna, w szczególno�ci z zakresu onkologii, w znacz�cym stopniu 
opiera si� na badaniach immunohistochemicznych, a współczesny patolog nie 
wyobra�a sobie codziennej pracy bez mo�liwo�ci ich wykorzystania. 

Zasadniczym elementem ka�dej reakcji immunohistochemicznej jest prze-
ciwciało przeciw okre�lonemu antygenowi b�d�cemu przedmiotem analizy. 
Przeciwciała poliklonalne stanowi� heterogenn� mieszank�, których cz��	
zmienna zbudowana jest z ró�nych epitopów skierowanych przeciwko temu 
samemu antygenowi, za� monoklonalne, obecnie cz��ciej wykorzystywane, 
skierowane s� przeciwko tylko jednemu epitopowi danego antygenu, co wpływa 
na ich du�o wi�ksz� specyficzno�	. Aby wykry	 w badanej tkance kompleks 
antygen-przeciwciało stosowano ró�ne metody znakowania przeciwciał. Pier-
wotnie w tym celu u�ywano znaczników radioaktywnych, ale metoda ta była 
zbyt kosztowna i niebezpieczna dla zdrowia. Do detekcji reakcji antygen-
przeciwciało zacz�to nast�pnie u�ywa	 barwników (np. fluoresceiny). Obecnie 
efekt barwny uzyskuje si� poprzez zwi�zanie przeciwciała z enzymem. W reak-
cjach immunoenzymatycznych u�ywa si� enzymów maj�cych zdolno�	 reago-
wania z bezbarwnymi substancjami zwanymi chromogenami, daj�cymi barwne 
produkty. Najcz��ciej stosowanym enzymem jest peroksydaza chrzanowa 
(horseradish peroxidase, HRP), a chromogenem 3,3'-diaminobenzydyna (DAB). 
Peroksydaza chrzanowa to enzym wyizolowany z korzeni chrzanu pospolitego 
(Cochlearia armoracia), który katalizuje reakcj� utlenienia ró�nych zwi�zków 
(w tym przypadku DAB) w obecno�ci nadtlenku wodoru. Oksydacja DAB skut-
kuje wytworzeniem daj�cego br�zowe zabarwienie produktu, nie rozpuszczalne-
go w alkoholu i innych rozpuszczalnikach organicznych. 

W zale�no�ci od przebiegu reakcji wyró�niamy immunohistochemi� bezpo-
�redni� oraz po�redni�. W pierwszym przypadku przeciwciało rozpoznaj�ce 
antygen jest sprz�gni�te z barwnikiem b�d
 enzymem. W drugim przypadku 
reakcja jest dwuetapowa. Najpierw dochodzi do poł�czenia antygenu z przeciw-
ciałem pierwotnym swoistym dla tego� antygenu (np. mysie). Dopiero w drugim 
etapie stosuje si� znakowane przeciwciało wtórne swoiste dla przeciwciała pier-
wotnego (np. znakowane enzymem przeciwciało królicze skierowane przeciwko 
pierwotnym przeciwciałom mysim). Taka procedura pozwala na uzyskanie 
wi�kszej czuło�ci reakcji, gdy� z jednym epitopem ł�czy si� jedno przeciwciało 
pierwotne, a z nim z kolei mo�e wi�za	 si� wiele znakowanych przeciwciał 
wtórnych zwi�kszaj�c tym samym intensywno�	 sygnału. 

Istniej� ró�ne metody koniugacji znacznika z przeciwciałem wtórnym. Do 
najpowszechniejszych nale�y kompleks awidyna-biotyna (ABD), którego zasad-
niczym ograniczeniem jest mo�liwo�	 niespecyficznego wi�zania awidyny z 
obecn� w tkankach endogenn� biotyn�. W efekcie obserwujemy wyra
ny tzw. 
„efekt tła”, który w niektórych przypadkach mo�e by	 przyczyn� bł�dnej inter-
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pretacji odczynu. W ostatnich latach ro�nie wi�c zainteresowanie innymi mo�li-
wo�ciami koniugacji opartymi na szkieletach polimerowych [146]. 

Materiał do bada� z zastosowaniem IHC stanowi� najcz��ciej bloki parafi-
nowe zawieraj�ce wycinki tkankowe. Utrwalanie tkanek w formalinie zmienia 
konformacje białek, co powoduje tak�e modyfikacje w obr�bie epitopów, czy-
ni�c je niedost�pnymi dla swoistych przeciwciał. W zwi�zku z tym stosuje si�
ró�ne zabiegi maj�ce na celu tzw. odsłoni�cie epitopu (epitope retrieval). Efekt 
taki mo�na uzyska	 stosuj�c odpowiednie enzymy proteolityczne (np. proteinaza 
K, pepsyna). Alternatywnie inkubacja badanych tkanek w wysokiej temperatu-
rze (95-1200C w zale�no�ci od zastosowanej aparatury) przywraca białku wła-
�ciw� konformacj� (heat induced epitope retrieval, HIER) [102]. 

1.10. Mikromacierze tkankowe 

Za prekursora techniki mikromacierzy tkankowych (tissue microarray, 
TMA) uznawany jest Hektor Battifora, który w 1986 roku opisał po raz pierwszy 
metod� tworzenia jednego bloku parafinowego zawieraj�cego fragmenty kilku-
nastu ró�nych nowotworów [8]. Niemal dekad� pó
niej grupa Kononena zapre-
zentowała modyfikacj� metody stosowan� do dzi� [67]. 

Konstrukcja TMA opiera si� na wycinaniu, za pomoc� igieł umiejscowio-
nych w specjalnie przystosowanym urz�dzeniu, kilkumilimetrowych okr�głych 
cylindrów z pierwotnych bloków parafinowych (zwanych „donorami”) i nast�p-
nie przenoszenie ich do wtórnego bloku (tzw. „akceptora”), w którym poszcze-
gólne cylindry spajane s� w jedn� cało�	. W efekcie powstaje jeden blok parafi-
nowy składaj�cy si� z fragmentów tkanek pochodz�cych od ró�nych pacjentów 
[144]. Zasadnicz� zalet� TMA w porównaniu z tradycyjn� metod� oceny bar-
wie� immunohistochemicznych na całych skrawkach jest ich niski koszt, du�a 
wydajno�	, utrzymanie podobnych warunków reakcji dla kilkunastu próbek, a 
tak�e mo�liwo�	 zbadania wielu tkanek w du�o krótszym czasie. Takie podej-
�cie pozwala tak�e na ocen� kilkudziesi�ciu parametrów w tym samym materia-
le badanym i tworzenie baz danych porównuj�cych je, co stwarza mo�liwo�	
lepszego poznania zale�no�ci pomi�dzy ró�nymi cechami genotypowymi i feno-
typowymi nowotworów [67]. Poza tym stosowanie mikromacierzy tkankowej 
zmniejsza zu�ycie tkanki, co ma szczególne znaczenie w odniesieniu do rzad-
kich zmian patologicznych. Z drugiej strony pobranie małej �rednicy rdzenia do 
badania zmniejsza reprezentatywno�	 próby i mo�e by	 
ródłem bł�dów wyni-
kaj�cych z heterogenno�ci guzów wzgl�dem ró�nych antygenów i markerów 
molekularnych. Mimo pewnych ogranicze�, TMA pozostaje niezwykle cenn�
metod� stosowan� obecnie powszechnie w badaniach naukowych [144]. 
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1.11. Metody oceny liczby kopii genów 

Amplifikacja, czyli powielenie liczby kopii okre�lonego genu, to jeden z 
wielu typów nieprawidłowo�ci genetycznych odpowiedzialnych za transforma-
cj� nowotworow� komórek lub progresj� nowotworu. W niektórych nowotwo-
rach, amplifikacja jest istotnym czynnikiem predykcyjnym warunkuj�cym kwa-
lifikacje do ukierunkowanej molekularnie terapii przeciwciałem monoklonalnym 
(np. w raku piersi i �oł�dka amplifikacja genu HER2 jest czynnikiem predykcyj-
nym korzy�ci klinicznej z zastosowania trastuzumabu). Dlatego te� obserwuje 
si� rozwój technik wykorzystywanych do analizy liczby kopii genów, tak�e w 
kontek�cie poszukiwania optymalnego testu diagnostycznego.

Jedn� z najbardziej podstawowych metod oceny kariotypu jest klasyczna 
analiza cytogenetyczna w technice pr��ków GTG. Metoda ta pozwala na jedno-
czesn� ocen� całego genomu, jednak�e jej powa�nym ograniczeniem jest mo�-
liwo�	 wychwycenia zmian strukturalnych chromosomów w zakresie wi�kszym 
ni� 5-10 Mb [35]. 

Najpowszechniej stosowan� metod� w diagnostyce onkologicznej wykorzy-
stywan� do wykrywania amplifikacji genów jest hybrydyzacja in situ, której 
głównym ograniczeniem jest rozdzielczo�	 w zakresie 40-250 kb [82]. Metoda 
ta szerzej zostanie opisana w kolejnym podrozdziale. 

W�ród innych technik wykorzystywanych do oceny liczby kopii genów czo-
łow� pozycj� zajmuje ła�cuchowa reakcja polimerazy (polimerase chain reac-

tion, PCR) – ilo�ciowy PCR w czasie rzeczywistym (quantitative real-time PCR, 
qRT-PCR), ró�nicowy PCR (double differential PCR, ddPCR; direct double 

differential PCR, dddPCR), zale�na od ligacji amplifikacja mulipleksowa sond 
molekularnych (multiplex ligation-dependent probe amplification, MLPA) czy 
porównawcza hybrydyzacja genomowa (comparative genomic hybridization, 
CGH) lub jej odmiana macierzowa, arrayCGH. 

W technice qRT-PCR porównuje si� cykle progowe (threshold cycles, Ct) 
pomi�dzy sekwencj� badan�, a referencyjn� zawieraj�c� znane ilo�ci badanej 
matrycy. W ten sposób uzyskuje si� warto�	 �Ct, której analiza pozwala wyzna-
czy	 liczb� kopii genu. Zmiany st��enia produktu PCR i wyznaczanie cykli pro-
gowych odbywa si� na podstawie pomiaru fluorescencji proporcjonalnej do ilo-
�ci powielonej sekwencji. Fluorescencj� uzyskuje si� stosuj�c zwi�zki fluore-
scencyjne wi���ce si� z dwuniciowym DNA (SYBR Green I) lub sondy moleku-
larne wyznakowane fluorochromami (TaqMan, sondy typu Skorpion, Molecular 

Beacons) [125]. 
Podstaw� ró�nicowego PCR jest mo�liwo�	 amplifikacji genu badanego o 

nieznanej liczbie kopii oraz ilo�ciowo okre�lonego referencyjnego genu (geny 
podstawowego metabolizmu np. dysmutaza ponadtlenkowa 2) w jednej miesza-
ninie reakcyjnej. Porównanie ilo�ci powstałych podczas reakcji PCR produktów 
pozwala półilo�ciowo oceni	 liczb� kopii badanego genu [9]. 
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Technika MLPA polega na zale�nej od ligacji multipleksowej amplifikacji 
sond, gdzie stosuje si� odpowiednie zestawy, zbudowanych z dwóch fragmen-
tów, sond hybrydyzuj�cych do badanego odcinka genomowego DNA. Po hybry-
dyzacji oba fragmenty ulegaj� ligacji i słu�� jako matryca dla polimerazy DNA. 
Jeden z odcinków znakowany jest fluorescencyjnie co umo�liwia detekcj� pro-
duktu PCR podczas elektroforezy kapilarnej. Wynik dla próby badanej porów-
nywany jest z wynikiem dla prób kontrolnych. Niew�tpliw� zalet� metody jest 
brak konieczno�ci wykorzystywania specjalistycznego sprz�tu i stosunkowo 
niski koszt [126]. 

Mikromacierze CGH to płytki zawieraj�ce klony DNA pokrywaj�ce intere-
suj�cy nas fragment genomu (np. jeden chromosom), b�d
 cały genom. Jedno-
czesna i kompetytywna hybrydyzacja wyznakowanych dwoma ró�nymi barwni-
kami fluorescencyjnymi fragmentów DNA badanego i referencyjnego (zmiesza-
nych w stosunku 1:1) pozwala uzyska	 map� intensywno�ci fluorescencji. Na jej 
podstawie z zastosowaniem specjalistycznego oprogramowania komputerowego 
mo�na okre�li	 zaburzenia liczby kopii genów [80]. 

Na pocz�tku obecnego stulecia rynek biotechnologiczny został zrewolucjo-
nizowany przez technologi� znan� jako „gł�bokie sekwencjonowanie” lub „se-
kwencjonowanie nowej generacji” (next generation sequencing, NGS) otwiera-
j�c� nowe mo�liwo�ci w dziedzinie onkologii i patomorfologii molekularnej, w 
tym tak�e ocen� liczby kopii genu w wysokiej rozdzielczo�ci <10 kb. Obecnie 
znanych jest kilka metod detekcji liczby kopii genów w oparciu o technik� NGS, 
których szczegółowy opis przekracza mo�liwo�ci niniejszego opracowania [33]. 

1.12. Hybrydyzacja in situ 

Hybrydyzacja in situ to metoda polegaj�ca na ł�czeniu krótkich fragmentów 
DNA lub RNA o znanej sekwencji (tzw. sond molekularnych) z materiałem 
genetycznym zawartym w badanej próbie o sekwencji komplementarnej do son-
dy. Aby zidentyfikowa	 sond� wykorzystuje si� ró�nego typu znaczniki. Najcz�-
�ciej w celu detekcji sondy stosuje si� znaczniki fluorescencyjne (fluorescence 

in situ hybridisation, FISH). Jednak�e technika ta ma zasadnicze ograniczenia, 
jakimi s� dost�pno�	 mikroskopu fluorescencyjnego, specjalnie przeszkolonego 
personelu, ograniczona ocena morfologii badanych j�der komórkowych oraz 
utrata sygnału fluorescencji po kilku tygodniach, co utrudnia archiwizacj� bada-
nego materiału [85, 131]. Dlatego te� w ostatnich latach podj�to prób� sprz�ga-
nia sond molekularnych z innego typu znacznikami. Obecnie poza sondami zna-
kowanymi fluorescencyjnie dost�pne s� sondy znakowane chromogenami 
(chromogenic in situ hybridisation, CISH), b�d
 znakowanie metalograficznie 
np. jonami srebra (silver-enhanced in situ hybridisation, SISH). Techniki te 
umo�liwiaj� okre�lenie liczby kopii badanego genu przy zastosowaniu konwen-
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cjonalnego mikroskopu �wietlnego, co znacznie upraszcza badanie i zwi�ksza 
jego dost�pno�	, a tym samym przy wykorzystaniu bada� w diagnostyce kli-
nicznej pozwala na szybsze uzyskanie wyniku [76]. Ponadto mo�liwa jest rów-
noczasowa histopatologiczna ocena badanej tkanki, co zmniejsza mo�liwo�	
pomyłek wynikaj�cych z bł�dnej interpretacji natury j�der komórkowych [55, 
76]. Nale�y doda	, i� du�� zalet� CISH i SISH jest mo�liwo�	 ich pełnego zau-
tomatyzowania, co pozwala uzyska	 jednakowe warunki przeprowadzania reak-
cji dla wszystkich badanych prób [55, 76]. Kalkulacja kosztów metod FISH i 
CISH/SISH wypada nieco korzystniej po stronie tych ostatnich [90]. Ponadto w 
wi�kszo�ci prac porównuj�cych wyniki uzyskane metodami FISH i CISH/SISH 
wskazano wysoki współczynnik zgodno�ci kappa pomi�dzy obiema metodami 
[55, 131]. Wyniki ró�nych autorów nie zawsze były jednak zbie�ne. Ostatnio 
opublikowana praca Mansfield i wsp. kwestionuje ewentualne korzy�ci z zasto-
sowania metody dual-ISH (dual-color in situ hybridisation) w porównaniu do 
metody FISH [85]. Jednocze�nie podobna praca grupy Lim i wsp. pokazuje zu-
pełnie odmienne spojrzenie na metod� dual-ISH przedstawiaj�c j� jako efektyw-
niejsz� [76]. 

Podsumowuj�c ocena liczby kopii genu w oparciu o hybrydyzacje in situ z 
zastosowaniem sond znakowanych chromogenem i/lub jonami srebra stanowi 
obecnie obiecuj�c� alternatyw� dla wci�� jeszcze najszerzej stosowanej metody 
wykorzystuj�cej sondy fluorescencyjne. Odmienne wyniki prac porównuj�ce 
specyficzno�	 i czuło�	 obu metod podkre�laj� konieczno�	 dalszego, wnikliwe-
go ich testowania [27, 76, 85]. 
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2. CELE PRACY 

1. Ocena poziomu białka PIK3CA i cz�sto�ci amplifikacji genu PIK3CA w 
niedrobnokomórkowym raku płuca. 

2. Ocena zwi�zku cech klinicznych i patologicznych oraz poziomu białka 
PIK3CA i liczby kopii genu PIK3CA w niedrobnokomórkowym raku płuca. 

3. Ocena prognostycznego znaczenia poziomu białka PIK3CA i liczby kopii 
genu PIK3CA w niedrobnokomórkowym raku płuca. 

4. Ocena zwi�zku pomi�dzy wyst�powaniem amplifikacji a poziomem białka 
PIK3CA. 

5. Ocena przydatno�ci techniki dual-ISH jako narz�dzia diagnostycznego do 
zastosowania w praktyce klinicznej. 
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3. MATERIAŁ I METODY 

3.1. Materiał kliniczny 

W badaniu wykorzystano materiał archiwalny pierwotnych niedrobnoko-
mórkowych raków płuca pochodz�cych od 208 chorych poddanych radykalne-
mu leczeniu chirurgicznemu w latach 2007-2010 w Klinice i Katedrze Chirurgii 
Klatki Piersiowej Gda�skiego Uniwersytetu Medycznego. Badanie uzyskało 
akceptacj� lokalnej Komisji Bioetycznej (nr zgody NKBBN/288/2013). �rednia 
wieku chorych w momencie zabiegu operacyjnego wynosiła 62,8 lat. Do oceny 
pTNM i stopnia zaawansowania klinicznego wykorzystano 7 edycj� klasyfikacji 
TNM �wiatowej Organizacji Zdrowia [36]. Typ histologiczny oraz stopie�
zró�nicowania histologicznego (grading) oceniono w oparciu o klasyfikacj�
„Guzów płuca, opłucnej, grasicy i serca“ wydan� przez �wiatow� Organizacj�
Zdrowia w 2004 [137], któr� nast�pnie wznowiono i uzupełniono w 2015 roku 
[136]. Naciek opłucnej oceniono wg kryteriów zaproponowanych przez Travis’a 
i wsp. w 2008 roku [134]. Dla jednego przypadku nie udało si� ustali	 stopnia 
naciekania opłucnej ze wzgl�du na znaczne rozfragmentowanie guza nadesłane-
go do oceny patomorfologicznej. 

Kliniczn� ocen� stopnia zaawansowania przeprowadzono w oparciu o tomo-
grafi� komputerow� klatki piersiowej i nadbrzusza, bronchoskopi� oraz ocen�
powi�kszonych w�złów chłonnych �ródpiersia za pomoc� techniki ultrasonogra-
fii wewn�trzoskrzelowej (endobronchal ultrasound, EBUS) z pobraniem mate-
riału z w�zła chłonnego do analizy cytologicznej. U chorych w II i III stopniu 
zaawansowania klinicznego rutynowo wykonywano badanie pozytonowej to-
mografii emisyjnej oraz tomografi� komputerow� mózgowia. Pozostałe badania 
diagnostyczne (np. scyntygrafia ko�ci) były zlecane w przypadku objawów kli-
nicznych sugeruj�cych mo�liwo�	 rozsiewu. U wi�kszo�ci chorych potwierdzo-
no rozpoznanie raka płuca przed przyst�pieniem do leczenia operacyjnego. 

W grupie chorych obj�tej badaniem najcz�stsz� wykonan� procedur� chirur-
giczn� była lobektomia (n=148, 71,2%), nast�pnie pneumonektomia (n=35, 
16,8%), bilobektomia (n=13, 6,3%), segmentektomia (n=8, 3,8%) oraz zabiegi 
resekcji brze�nej mi��szu płuca i mankietowej oskrzela z guzem (n=2, 1%). 
Najcz�stsz� lokalizacj� nowotworu był płat górny prawy (n=63, 30,3%), nieco 
rzadziej nowotwór był umiejscowiony w płacie górnym lewym (n=57, 27,4%). 
�rednica nowotworów oceniona na podstawie badania makroskopowego wahała 
si� w granicach od 1 do 13 cm (mediana 4,0 cm). Odsetek martwicy w tkance 
nowotworowej wynosił �rednio 16,6% (zakres: 0-80%). 

Gromadzony materiał pochodził od chorych, którzy wyrazili �wiadom� zgo-
d� na wykorzystanie materiału biologicznego do bada� molekularnych. Wycinki 
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z guza pierwotnego pobierane były w celu rutynowej oceny histopatologicznej 
jako elementu procesu diagnostycznego. Po utrwaleniu w 10% zbuforowanym 
roztworze formaldehydu �rednio przez 2 dni, wycinki zatapiano w parafinie. 
Zabezpieczone w ten sposób tkanki, w postaci bloków parafinowych, przecho-
wywano w temperaturze pokojowej, do momentu przygotowania mikromacierzy 
tkankowej. 

Tabela 3. Stopie� zaawansowania patologicznego pTNM wg 7 Edycji WHO 
Table 3. pTNM classification according to WHO 7th edition 

Cecha T 
Tx nie mo�na okre�li	 wielko�ci guza pierwotnego 

T0 nie stwierdza si� obecno�ci guza pierwotnego 
Tis rak przedinwazyjny (in situ)

T1 guz �rednicy do 3 cm 

1a guz o najwi�kszym wymiarze �2 cm 

1b guz o najwi�kszym wymiarze > 2 i �3 cm 
T2 guz wykazuj�cy jedn� z wymienionych cech: 

� �rednica wi�ksza ni� 3 cm ale nie wi�ksza ni� 7 cm, 
� zaj�cie oskrzela głównego w odległo�ci 2 cm lub wi�cej (�2 
cm) od ostrogi głównej, 
� naciekanie opłucnej płucnej, 
� współistniej�ca niedodma lub zapalenie płuca zajmuj�ce 
okolic� wn�ki, ale nie zajmuj�ce całego płuca, 

2a guz o najwi�kszym wymiarze > 3 i �5 cm 

2b guz o najwi�kszym wymiarze > 5 i �7 cm 
T3 guz > 7 cm, naciekaj�cy jedn� z nast�puj�cych struktur 

anatomicznych: 
� �cian� klatki piersiowej, przepon�, nerw przeponowy, opłucn�
�ródpiersiow�, osierdzie �cienne lub 
� guz oskrzela głównego umiejscowiony w odległo�ci mniejszej 
ni� 2 cm od ostrogi głównej, lecz bez jej zaj�cia lub 
� guz z towarzysz�c� niedodm� albo zapaleniem całego płuca, 
� dodatkowy guzek lub guzki nowotworowe w obr�bie tego 
samego płata co ognisko pierwotne 
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T4 guz ka�dej wielko�ci, naciekaj�cy co najmniej jedn� z podanych 
okolic: 
� �ródpiersie, serce, wielkie naczynia, tchawic�, nerw krtaniowy 
wsteczny, przełyk, kr�gi, ostrog� główn� lub 
� dodatkowy guzek lub guzki nowotworowe po tej samej 
stronie, ale w innych płatach ni� ognisko pierwotne 

Cecha N 
Nx w�zły chłonne nie mo�liwe do oceny 
N0 brak przerzutów do w�złów chłonnych 
N1 obecne przerzuty do w�złów chłonnych okołooskrzelowych i/lub 

wn�kowych po stronie guza pierwotnego (strefy w�złowe 10-14) 
N2 obecne przerzuty do w�złów chłonnych �ródpiersia po stronie 

guza pierwotnego i/lub w w�złach rozwidlenia tchawicy (strefy 
w�złowe 2-9) 

N3 obecne przerzuty do w�złów �ródpiersia lub wn�ki po stronie 
przeciwnej, pod mi��niem pochyłym lub nadobojczykowym po 
stronie guza pierwotnego albo po stronie przeciwnej

Cecha M 
M0 brak przerzutów odległych 
M1 obecne przerzuty odległe 

Cecha R 
R0 resekcja doszcz�tna 
R1 resekcja niedoszcz�tna mikroskopowo 
R2 resekcja niedoszcz�tna makroskopowo 

Tabela 4. Ocena mikroskopowa naciekania opłucnej (PL) 
Table 4. Microscopic evaluation of pleural invasion (PL) 

PLx Nie mo�na ustali	 zakresu naciekania opłucnej.
PL0 Nie stwierdza si� naciekania opłucnej.
PL1 Naciek nowotworowy przekracza blaszk� spr��yst� opłucnej płucnej.
PL2 Naciek nowotworowy obejmuje cał� grubo�	 opłucnej.
PL3 Naciek nowotworowy obejmuje opłucn� �cienn� lub zajmuje klatk� pier-

siow�.

3.2. Przygotowanie mikromacierzy tkankowej 

Z bloków parafinowych zawieraj�cych wycinki z pierwotnych guzów płuca 
wyci�to po cztery rdzenie tkankowe pod kontrol� obrazu mikroskopowego pre-
paratu barwionego standardow� metod� hematoksyliny-eozyny, tak aby w ka�-
dym cylindrze znalazły si� komórki nowotworowe. Nakłucia wykonano przy 
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u�yciu urz�dzenia Manual Tissue Arrayer MTA 1 (Beecher Instruments Inc, Sun 
Prairie, USA) igł� �rednicy 0,4 milimetra. Korki umieszczono we wtórnym blo-
ku parafinowym, a nast�pnie zgrzano. W ten sposób sporz�dzono 12 mikroma-
cierzy. Sze�	 mikromacierzy zawierało wszystkie analizowane przypadki, a 6 
kolejnych ich odpowiedniki z wył�czeniem tych przypadków, dla których do-
st�pny był tylko jeden blok (17 przypadków). Do niniejszego badania u�yto 
TMA zawieraj�ce cylindry pochodz�ce od 191 przypadków. Na ka�dej znalazło 
si� od 14 do 60 przypadków w czterech powtórzeniach oraz po dwie tkanki kon-
trolne (w�troba) słu��ce do ich prawidłowej orientacji. Wtórne bloki poci�to na 
mikrotomie na warstwy grubo�ci 4 mikrometry, które nast�pnie umieszczono na 
szkiełku podstawowym. Tak przygotowane mikromacierze poddano procedurze 
barwienia immunohistochemicznego, po wcze�niejszej 24-godzinnej inkubacji w 
temperaturze 38°C oraz procedurze dual-ISH po godzinnej inkubacji w tempera-
turze 60°C. 

3.3. Ocena ekspresji białka PIK3CA 

3.3.1. Przeciwciało pierwotne PIK3CA 

W celu oceny obecno�ci białka PIK3CA w badanych tkankach zastosowano 
królicze przeciwciało monoklonalne przeciwko ludzkiej podjednostce 
p110alfa3-kinazy fosfatydyloinozytolu firmy Cell Signaling o numerze katalo-
gowym #4249 (klon C73F8). Do przeprowadzenia reakcji immunohistoche-
micznej zastosowano przeciwciało pierwotne w rozcie�czeniu 1:50. Kontrol�
pozytywn� stanowiła błona �luzowa jelita grubego (wg 
http://www.proteinatlas.org). 

3.3.2. Procedura barwienia immunohistochemicznego 

Procedur� immunohistochemii po�redniej przeprowadzono zgodnie z proto-
kołem dla zestawu wizualizacyjnego Novolink Polymer Detection System 
(Novocastra, Wetzlar, Niemcy) w nast�puj�cych etapach: 

1. Deparafinizacja preparatów w szeregu ksylenów (płukanie w wodzie de-
stylowanej przez 3 minuty po ka�dym z elementów szeregu ksylenowego); 
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2. Rehydratacja preparatów w malej�cym szeregu alkoholi – 100%, 96%, 
80%, 70% (płukanie w wodzie destylowanej przez 3 minuty po ka�dym z ele-
mentów szeregu alkoholowego); 

3. Odzyskanie antygenowo�ci tj. odsłoni�cie epitopów, metod� HIER pod 
ci�nieniem 120 hPa, w buforze firmy DAKO o pH 6,1. Procedur� przeprowa-
dzono w urz�dzeniu typu pressure cooker przez 1,5 godziny; 

4. Chłodzenie TMA w temperaturze pokojowej przez 20-30 minut; 
5. Umieszczenie TMA w tzw. komorze wilgotnej do immunohistochemii, 

składaj�cej si� z plastikowego stela�u z umieszczon� na dnie lignin�; 
6. Płukanie preparatów roztworem buforu fosforanowego (phosphate 

buffered saline, PBS) przez 3 minuty; 
7. Neutralizacja endogennej peroksydazy 3% nadtlenkiem wodoru 

(Peroxidase Block RE7101) przez 3 minuty; 
8. Inkubacja z 0,4% fosforanowowym roztworem kazeiny (Protein Block 

RE7102) przez 5 minut w celu zmniejszenia mo�liwo�ci niespecyficznego wi�-
zania przeciwciał pierwotnych; 

9. Inkubacja z przeciwciałem pierwotnym w temperaturze pokojowej przez 
1,5 godziny; 

10. Inkubacja z 10% surowic� zwierz�c� (Post Primary Block RE7111) 
przez 30 minut, w celu wzmocnienia penetracji przeciwciała wtórnego; 

11. Inkubacja z przeciwciałem wtórnym (NovoLink Polimer RE7112) przez 
30 minut; 

12. Ekspozycja z 3,3’-diaminobenzydyn� (DAB) przez 5 minut; 
13. Podbarwianie tkanek heamtoksylin� Mayera przez 5 minut; 
14. Dehydratacja preparatów w rosn�cym szeregu alkoholowo-ksylenowym 

(70%, 80%, 96%, 100%); 
15. Zamkni�cie preparatów balsamem kanadyjskim pod szkiełkiem nakryw-

kowym. 
Po ka�dym z etapów 7-12 konieczne jest dwukrotne płukanie preparatów w 

roztworze PBS przez 3 minuty. 
Kontrol� ujemn� przeprowadzono stosuj�c procedur� barwienia z pomini�-

ciem przeciwciał pierwotnych. 

3.3.3. Histopatologiczna ocena odczynów immunohistochemicznych 

Ka�dy z czterech cylindrów, reprezentuj�cych dany przypadek, został pod-
dany indywidualnej ocenie ekspresji białka PIK3CA w komórkach nowotworo-
wych przy u�yciu mikroskopu optycznego (Olympus BX43). Intensywno�	 od-
czynu oceniono w czterech kategoriach: 

• 0 – brak odczynu;  
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• 1+ – słaby odczyn (jasnobr�zowe wybarwienie cytoplazmy widziane w 
du�ym powi�kszeniu x20-40); 

• 2+ – �redni odczyn (pomi�dzy 1+ a 3+); 
• 3+ – silny odczyn (ciemnobr�zowe wybarwienie cytoplazmy widziane w 

małym powi�kszeniu x5). 

Ostateczn� analiz� przeprowadzono w oparciu o wska
nik H (H-score) wg na-
st�puj�cego wzoru: 

Wska�nik H (H-score) = 1*P1 + 2*P2 + 3*P3, gdzie  

P1 – % komórek o słabym odczynie; 
P2 – % komórek o �rednim odczynie; 
P3 – % komórek o silnym odczynie. 

Uzyskano wyniki w zakresie od 0 do 300 dla ka�dego z badanych cylindrów, 
gdzie 0 oznacza brak komórek z dodatni� reakcj� barwn� a 300 wszystkie ko-
mórki dodatnie o silnym odczynie [104]. Do oceny statystycznej wzi�to pod 
uwag� warto�	 maksymaln� wska
nika H uzyskan� ze wszystkich czterech cy-
lindrów reprezentuj�cych dany przypadek. Za punkt odci�cia decyduj�cy o 
uznaniu danego barwienia immunohistochemiczego za dodatnie przyj�to war-
to�	 wska
nika H ≥10 [6, 53, 138]. Rycina 3 przedstawia przykładowe zdj�cia 
guzów ujemnych oraz dodatnich ocenionych wg wy�ej opisanych kryteriów. 

A
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B

C 

Rycina 3. Przykładowe wyniki reakcji immunohistochemicznej z zastosowaniem 
przeciwciała anty-PIK3CA, klon C73F8 (x40) 
A – wska�nik H = 0, B – wska�nik H = 100, C – wska�nik H = 200 
Figure 3. Representative examples of PIK3CA immunohistochemical staining with the 

C73F8 antibody (x40) 

A – H-score = 0, B – H-score = 100, C – H-score = 200 
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3.4. Ocena liczby kopii genu PIK3CA 

3.4.1. Sondy molekularne 

W badaniu zastosowano dwa rodzaje sond molekularnych oraz odpowied-
nich zestawów detekcyjnych (Ventana Medical Systems, Tucson, USA): 

• Sonda PIK3CA DNP Probe, znakowana dinitrofenolem (DNP), zbudo-
wana z ła�cucha 788 kb komplementarnego do fragmentu genu PIK3CA na 
chromosomie 3; 

• ultraView SISH DNP Detection Kit – zestaw detekcyjny wykrywaj�cy 
sondy znakowane DNP, składaj�cy si� z: 

o ultraView Silver ISH DNP Rabbit anti-DNP Antibody zawiera króli-
cze przeciwciała monoklonalne wi���ce hapten DNP; 

o ultraView Silver ISH DNP HRP zawiera peroksydaz� chrzanow�
(HRP) sprz��on� z kozimi przeciwciałami przeciwkróliczymi; 

o ultraView Silver ISH DNP Chromogen A (Silver A) zawiera < 1% 
CH3COOAg w roztworze wodnym; 

o ultraView Silver ISH DNP Chromogen B (Silver B) zawiera < 1% 
hydrochinonu w roztworze buforu cytrynianowego; 

o ultraView Silver ISH DNP Chromogen C (Silver C) zawiera < 0,2% 
H2O2 w roztworze wodnym; 

Sonda PIK3CA DNP Probe po hybrydyzacji z sekwencj� badan� inkubowa-
na jest z króliczym przeciwciałem anty-DNP, a nast�pnie z antykróliczym prze-
ciwciałem drugorz�dowym sprz�gni�tym z peroksydaz� chrzanow� (HRP). 
Uwidacznianie zwi�zanych przeciwciał drugorz�dowych odbywa si� poprzez 
osadzanie srebra katalizowane przez HRP, czego efektem jest powstanie ziaren 
srebra. Jony srebra (Ag+) z roztworu Silver A redukowane s� hydrochinonem 
znajduj�cym si� w roztworze Silver B do srebra metalicznego (Ag0). Dodanie 
nadtlenku wodoru (Silver C) b�d�cego substratem HRP powoduje wzmocnienie 
reakcji. Osad srebra odkłada si� w j�drach komórkowych, a sekwencja badana 
widoczna jest w mikroskopie �wietlnym jako czarna kropka. 

• Sonda Chromosome 3 DIG Probe, znakowana digoksygenin� (DIG), za-
projektowana w sposób umo�liwiaj�cy jej hybrydyzacj� z komplementarnym 
fragmentem centromeru chromosomu 3; 
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• ultraView Red ISH DIG Detection Kit – zestaw detekcyjny wykrywaj�-
cy sondy znakowane DIG, składaj�cy si� z: 

o ultraView Red ISH DIG Mouse anti-DIG Antibody zawiera mysie 
przeciwciała monoklonalne anty-DIG; 

o ultraView Red ISH DIG AP zawiera kozie antymysie przeciwciało 
IgG sprz��one z fosfataz� alkaliczn� (alkaline phosphatase, AP); 

o ultraView Red ISH DIG pH Enhancer zawiera <3% MgCl2; 
o ultraView Red ISH DIG Naphthol zawiera naftol; 
o ultraView Red ISH DIG Fast Red zawiera sól Fast Red KL 

zawieszon� w buforze octanowym; 

Sonda Chromosome 3 DIG Probe po hybrydyzacji z sekwencj� centromeru 
chromosomu 3 inkubowana jest z mysim przeciwciałem monoklonalnym anty-
DIG, które wi��� hapten DIG wbudowany w sond�. Nast�pnie nast�puje inku-
bacja z kozim antymysim przeciwciałem wtórnym sprz�gni�tym z enzymem 
fosfataz� alkaiczn�. W celu uwidocznienia przeciwciał drugorz�dowych do mie-
szaniny reakcyjnej dodaje si� fosforanu naftolu, który stanowi substrat dla en-
zymu AP. Naftol w poł�czeniu z barwnikiem Fast Red daje czerwon� reakcj�
barwn�, czego efekt obserwuje si� w mikroskopie optycznym, w postaci czer-
wonej kropki odzwierciedlaj�cej centromer. 

Rycina 4. Zasada działania reakcji CISH (A) oraz SISH (B) 
Figure 4. Basic principles of CISH (A) and SISH (B)
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3.4.2. Procedura hybrydyzacji in situ 

W pełni zautomatyzowan� procedur� hybrydyzacji in situ przeprowadzono 
w urz�dzaniu BenchMark GX (Ventana Roche, Tucson, USA) wg nast�puj�cego 
schematu: 

1. Inkubacja preparatów w temperaturze 65°C przez 20 minut; 
2. Deparafinizacja (78°C przez 4 minuty); 
3. Kondycjonowanie komórek w celu lepszego zachowania ich morfologii 

z u�yciem Cell Conditioning Reaction Buffer 2 (CC2) w pH=6,0 – 5 cykli 
o�miominutowej inkubacji w temperaturze 90°C; 

4. Trawienie białek – inkubacja z enzymem protez�-3 przez 12 minut; 
5. Denaturacja DNA (80°C przez 20 minut); 
6. Hybrydyzacja z koktajlem sond PIK3CA DNP Probe i Chromosome 3 

DIG Probe (44°C przez 6 godzin); 
7. Płukanie preparatów (72°C przez 8 minut w 3 cyklach); 
8. Detekcja jonów srebra: 

• inkubacja z roztworem SIL ISH DNP Rabbit anti-DNP Antibody

przez 20 minut 
• inkubacja z roztworem SIL DNP HRP przez 16 minut 
• inkubacja z roztworem SIL ISH DNP Chromogen A przez 4 mi-

nuty 
• inkubacja z roztworem SIL ISH DNP Chromogen B przez 4 mi-

nuty 
• inkubacja z roztworem SIL ISH DNP Chromogen C przez 16 

minut; 
9. Detekcja czerwonego sygnału: 

• inkubacja z roztworem RED ISH DIG Mouse anti-DIG Antibody

przez 20 minut 
• inkubacja z roztworem RED ISH DIG AP przez 24 minuty 
• inkubacja z roztworem RED ISH DIG pH Enhancer przez 8 mi-

nut 
• inkubacja z roztworem RED ISH DIG Naphthol przez 4 minuty 
• inkubacja z roztworem RED ISH DIG Fast Red przez 8 minut; 

10. Kontrastowe wybarwienie preparatów roztworem hematoksyliny II (4 
minuty); 

11. Procedura po kontrastowym wybarwieniu preparatów roztworem Bluing 

Reagent przez 4 minuty; 
12. Aplikacja roztworu LCS (liquid coverslip). 
Po zako�czeniu procedury hybrydyzacji preparaty zostaj� usuni�te z aparatu 

BenchMark GX i przykryte preparatem Faramount Aqueous Mounting Medium

(Dako, Glostrup, Dania) pod szkiełkiem nakrywkowym.
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3.4.3. Analiza liczby kopii genu PIK3CA

Ocen� liczby kopii genu PIK3CA wykonano w oparciu o obraz uzyskany 
pod mikroskopem optycznym w powi�kszeniu 60x (Olympus BX43), bez zna-
jomo�ci wyników PIK3CA IHC. Dla ka�dego cylindra wykonano analiz� w 
obr�bie 50 nienakładaj�cych si� j�der komórkowych raka. Policzono oddzielnie 
liczb� kopii genu PIK3CA, liczb� centromerów chromosomu 3 (CEP3) oraz 
wyznaczono stosunek liczby kopii genu PIK3CA do CEP3. Ostateczny wynik 
dla danego przypadku ustalono na podstawie warto�ci maksymalnej w/w para-
metrów uzyskanej z czterech cylindrów. W przypadkach, w których sygnały 
pochodz�ce z genu PIK3CA były niemo�liwe do odseparowania i tworzyły sku-
pienia (clusters), dla małych i du�ych skupie� przypisywano liczb� kopii genu
PIK3CA równ�, odpowiednio 6 i 12 [34]. Amplifikacj� genu przyjmowano przy 
stosunku PIK3CA/CEP3 powy�ej dwóch [34, 149]. Rycina 5 przedstawia przy-
kładowe wyniki uzyskanej przez nas hybrydyzacji in situ metod� CISH/SISH. 

A
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B 

C 

Rycina 5. Przykładowe zdj�cia wyników hybrydyzacji in situ CISH/SISH (x60) 
Czarne sygnały – PIK3CA, czerwone sygnały – centromer chromosomu 3 
A – PIK3CA/CEP3 = 1, B – PIK3CA/CEP3 = 3,65, C – PIK3CA/CEP3 = 6,0 
Figure 5. Representative examples of chromogenic/silver in situ hybridisation (x60) 

Black signals – PIK3CA, red signals – chromosome 3 centromere 

A – PIK3CA/CEP3 = 1, B – PIK3CA/CEP3 = 3.65, C – PIK3CA/CEP3 = 6.0 
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3.5. Analiza statystyczna 

W celu oceny zale�no�ci pomi�dzy zmiennymi o rozkładzie typu ci�głego 
wykorzystano nieparametryczne testy dla prób niezale�nych U Manna-
Whitney’a oraz Kruskala-Wallisa, a do oceny zmiennych jako�ciowych test chi-
kwadrat. Korelacje pomi�dzy dwiema cechami ci�głymi zbadano posługuj�c si�
metod� Pearsona, wyznaczaj�c współczynnik korelacji liniowej (r). 

Posługuj�c si� metod� Kaplana-Meiera wyznaczono prawdopodobie�stwo 
całkowitego prze�ycia chorych (overall survival, OS) mierz�c czas od daty za-
biegu do daty zgonu lub daty ostatniej obserwacji. Czas wolny od nawrotu 
(relapse free survival, RFS) zdefiniowano jako czas, który upłyn�ł od daty ope-
racji do daty wznowy, �mierci lub daty ostatniej obserwacji. Jednoczynnikow�
oraz wieloczynnikow� analiz� prze�ycia wykonano z zastosowaniem testu log-
rank oraz modelu proporcjonalnego ryzyka Cox’a. W modelu wieloczynniko-
wym przyj�to wsteczn� eliminacj� zmiennych na podstawie wyników testu log-

likelihood ratio. 
Warto�ci współczynników istotno�ci p przyjmowano jako znamienne staty-

stycznie na podstawie poziomu istotno�ci statystycznej ��0,05. Wszystkie prze-
prowadzone testy były obustronne. 

Obliczenia statystyczne oraz wykresy wykonano w programie SPSS wersja 
22.0 (IBM Corporation, New York, USA). 
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4. WYNIKI 

4.1. Charakterystyka chorych 

Dla 197 (94,7%) chorych udało si� uzyska	 dane dotycz�ce czasu prze�ycia. 
�redni okres obserwacji chorych �yj�cych wynosił 6,5 roku (6,5; min.=0,8; 
max.=9,8 lat). U 22 (10,6%) chorych zanotowano wznow� miejscow�, u 34 
(16,3%) przerzuty odległe, za� u 14 (6,7%) zarówno wznow� miejscow� jak i 
rozsiew odległy. Najcz�stsz� lokalizacj� przerzutów odległych był mózg, nad-
nercza, ko�ci, w�troba i skóra. Osiemdziesi�ciu dwóch (39,4%) chorych zmarło 
w trakcie obserwacji. 

Dane kliniczne i patologiczne chorych przedstawione s� w tabeli 5. 

Tabela 5. Cechy kliniczne i patologiczne analizowanej grupy chorych 
Table 5. Clinical and pathological patient characteristics 

Płe�
M��czyzna 140 (67,3%) 
Kobieta 68 (32,7%) 

Wiek [lata] 
�rednia 62,8 
Zakres 40,5-80,5 

Typ histologiczny oraz stopie� zró�nicowania histologicznego (grading) wg 
WHO (2004)

rak płaskonabłonkowy 108 (51,9%) 
grade 1 0 (0%) 
grade 2 77 (37%) 
grade 3  31 (14,9%) 

rak gruczołowy 97 (46,6%) 
grade 1 11 (5,3%) 
grade 2 61 (29,3%) 
grade 3 25 (46,6%) 

rak wielkokomórkowy 3 (1,4%) 

Podtyp histologiczny raka gruczołowego inwazyjnego wg WHO (2015)
głównie tapetuj�cy 0 (0%) 
głównie zrazikowy 58 (27,9%) 
głównie brodawkowaty 4 (1,9%) 
głównie drobnobrodawkowaty 2 (1,0%) 
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głównie lity 32 (15,4%) 
rak �luzotwórczy 1 (0,5%) 

Podtyp histologiczny raka gruczołowego inwazyjnego wg WHO (2004)
typ zrazikowy 53 (25,5%) 
typ brodawkowaty 4 (1,9%) 
typ lity 21 (10,1%) 
typ mieszany 17 (8,2%) 
typ �luzotwórczy 1 (0,5%) 
typ jasnokomórkowy 1 (0,5%) 

Naciek opłucnej 
PLx 1 (0,5%) 
PL0 119 (57,2%) 
PL1 74 (35,6%) 
PL2 3 (1,4%) 
PL3 11 (5,3%) 

Stopie� zró�nicowania histologicznego raka gruczołowego wg WHO (2015)
grade 1 0 (0%) 
grade 2 61 (29,3%) 
grade 3 36 (17,3%) 

TNM  
T1a 20 (9,6%) 
T1b 32 (15,4%) 
T2a 83 (39,9%) 
T2b 38 (18,3%) 
T3 34 (16,3%) 
T4 1 (0,5%) 
N0 127 (61,7%) 
N1 48 (23,1%) 
N2 31 (14,9%) 
N3 0 (0%) 
Nx 2 (1%) 

Radykalno�� resekcji 
R0 197 (94,7%) 
R1 9 (4,3%) 
R2 2 (1%) 

Stopie� zaawansowania klinicznego  
IA 38 (18,3%) 
IB 58 (27,9%) 
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IIA 45 (21,6%) 
IIB 28 (13,5%) 
IIIA 39 (18,8%) 

W analizie jednoczynnikowej, w modelu proporcjonalnego hazardu Cox’a 
wykazano zwi�zek mi�dzy czasem prze�ycia chorych a �rednic� guza (p<0,001), 
stopniem naciekania opłucnej (p=0,001), stopniem zró�nicowania histologiczne-
go (p=0,023), stopniem zaawansowania klinicznego (p<0,001) oraz cech� pT 
(p=0,012) i pN (p<0,001). Szczegółowe dane na temat analizy prze�ycia w za-
le�no�ci od cech klinicznych i patologicznych przedstawia tabela 6. 

Tabela 6. Zale�no�� czasu prze�ycia od cech klinicznych i patologicznych badanej 
grupy chorych w regresji jednoczynnikowej ryzyka proporcjonalnego Cox’a 
Table 6. Univariate Cox’s regression analysis of clinical and pathological patient char-

acteristics for overall survival

Cecha  HR 95% CI p 
(model Cox’a) 

Wiek [lata] 0,997 0,972-1,022 0,795 
Płe	 1,095 0,684-1,753 0,704 
Naciek opłucnej 1,523 1,181-1,965 0,001 
% martwicy w guzie 0,999 0,987-1,011 0,913 
�rednica guza 1,183 1,087-1,288 <0,001 
Typ histologiczny wg WHO (2004) 0,880 0,581-1,334 0,547 
Podtyp histologiczny raka gruczo-
łowego wg WHO (2004) 

1,067 0,888-1,282 0,487 

Podtyp histologiczny raka gruczo-
łowego wg WHO (2015) 

1,224 0,975-1,536 0,081 

Stopie� zró�nicowania histologicz-
nego wg WHO (2004) 

1,610 1,067-2,429 0,023 

Stopie� zró�nicowania histologicz-
nego raka gruczołowego wg WHO 
(2015) 

1,693 0,877-3,269 0,117 

pT 1,169 1,035-1,320 0,012 
pN 2,233 1,712-2,911 <0,001 
Stopie� zaawansowania klinicznego 1,650 1,400-1,946 <0,001 
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Rycina 6. Prawdopodobie�stwo prze�ycia chorych w zale�no�ci od stopnia zró�ni-
cowania histologicznego NDRP 
Figure 6. Overall survival probability curves according to NSCLC histological grade  
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Rycina 7. Prawdopodobie�stwo prze�ycia chorych w zale�no�ci od stopnia zaawan-
sowania klinicznego 
Figure 7. Overall survival probability curves according to patient clinical stage 

4.2. Immunohistochemiczna ocena ekspresji białka PIK3CA 

Dla 191 (91,8%) przypadków uzyskano wyniki immunohistochemicznej 
ekspresji białka PIK3CA. Pozostałych 17 przypadków (8,2%) nie obj�to analiz�, 
o czym wspominano w rozdziale poprzednim. W 4 przypadkach (1,9%) odno-
towano maksymaln� warto�	 wska
nika H równ� 300. W 71 (34,1%) przypad-
kach nie wykazano ekspresji białka PIK3CA. �redni wska
nik H wynosił 74,71, 
za� mediana wynosiła 100 (zakres: 0-300). W 120 (62,82%) przypadkach war-
to�	 wska
nika H była wi�ksza ni� 10. Tak zdefiniowana pozytywna ekspresja 
białka PIK3CA wyst�powała w 69 przypadkach raka płaskonabłonkowego, w 50 
przypadkach raka gruczołowego i jednym przypadku raka wielkokomórkowego. 
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Rycina 8. Histogram przedstawiaj�cy rozkład wyników reakcji barwnej PIK3CA 
Figure 8. Histogram plots showing distribution of PIK3CA immunohistochemical ex-

pression

Spo�ród wszystkich ocenianych cech klinicznych i patologicznych wykaza-
no zale�no�	 ekspresji białka PIK3CA, badanej jako cecha ci�gła, od podtypu i 
stopnia zró�nicowania histologicznego raka gruczołowego ocenianego wg naj-
nowszej klasyfikacji WHO z 2015 roku (odpowiednio, p=0,034, p=0,003). Wy-
kazano tak�e, �e wraz ze wzrostem �rednicy guza maleje wska
nik H (rycina 9). 
Tabela 7 przedstawia szczegółowe wyniki zale�no�ci cech klinicznych i patolo-
gicznych od wska
nika H PIK3CA. 

Tabela 7. Zale�no�� immunohistochemicznej ekspresji białka PIK3CA (wska�nik 
H) od cech klinicznych i patologicznych 
Table 7. PIK3CA protein expression (H-score) versus clinical and pathological patient 

characteristics 

Cecha  p r 
Wiek [lata] 0,999 0,0 
Płe	 0,629  
Naciek opłucnej 0,684  
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% martwicy w guzie 0,981 -0,002 
�rednica guza 0,017 -0,171 
Typ histologiczny wg WHO (2004) 0,075  
Podtyp histologiczny raka gruczołowego wg WHO 
(2004) 

0,569  

Podtyp histologiczny raka gruczołowego wg WHO 
(2015) 

0,034 

Stopie� zró�nicowania histologicznego wg WHO (2004) 0,886  
Stopie� zró�nicowania histologicznego raka gruczoło-
wego wg WHO (2015) 

0,003 

pT 0,120  
pN 0,695  
Stopie� zaawansowania klinicznego 0,616  

Wska�nik H
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N=191

r=-0,171

p=0,017

Rycina 9. Wykres rozrzutu przedstawiaj�cy zale�no�� ekspresji białka PIK3CA 
(wska�nik H) od �rednicy guza pierwotnego 
Figure 9. Scatterplot of PIK3CA H-score according to tumor diameter
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Przyjmuj�c za punkt odci�cia wska
nika H ≥10 wykazano, i� białko 
PIK3CA wyst�puje statystycznie cz��ciej w raku płaskonabłonkowym (rycina 
10, p=0,016). Ponadto analizuj�c wska
nik H z punktem odci�cia powy�ej 10 
wykazano zale�no�	 poziomu białka PIK3CA od �rednicy guza (p=0,037) oraz 
podtypu i stopnia zró�nicowania histologicznego raka gruczołowego ocenianego 
wg najnowszej klasyfikacji WHO z 2015 roku (odpowiednio, p=0,048, 
p=0,013). Tabela 8 przedstawia szczegółowe dane dotycz�ce zale�no�ci cech 
klinicznych i patologicznych od poziomu białka PIK3CA. 

Tabela 8. Zale�no�� poziomu białka PIK3CA od cech klinicznych i patologicznych 
Table 8. PIK3CA protein expression versus clinical and pathological patient character-

istics 

Cecha Brak ekspresji
Wska�nik H < 10 

Ekspresja obec-
na 
Wska�nik H ≥10

p

Wiek [lata] 0,448
Płe�

m��czy
ni
kobiety

48
23

78
42

0,713

Naciek opłucnej
PLx
PL0 
PL1 
PL2 
PL3

0
38 
28 
1 
4

1
67 
44 
1 
7

0,929

% martwicy w guzie 0,974
	rednica guza 0,037
Typ histologiczny wg WHO 2004

rak płaskonabłonkowy
rak gruczołowy 
rak wielkokomórkowy

26
43 
2

69
50 
1

0,016

Podtyp histologiczny raka gruczołowego inwazyjnego wg WHO (2004)
typ zrazikowy
typ brodawkowaty 
typ lity 
typ mieszany 
typ �luzotwórczy 
typ jasnokomórkowy

21
3 
11 
7 
1 
0

29
1 
9 
10 
0 
1

0,749

Podtyp histologiczny raka gruczołowego inwazyjnego wg WHO (2015)
głównie tapetuj�cy
głównie zrazikowy 
głównie brodawkowaty 
głównie drobnobrodawko-

0
19 
3 
2

0
36 
1 
0

0,048
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waty
głównie lity 
rak �luzotwórczy

18 
1

13 
0

Stopie� zró�nicowania histologicznego wg WHO (2004)
grade 1
grade 2 
grade 3

4
48 
19

7
79 
34

0,969

Stopie� zró�nicowania histologicznego raka gruczołowego inwazyjnego wg 
WHO (2015) 

grade 1
grade 2 
grade 3

0
21 
22

0
37 
13

0,013

pT
1a
1b 
2a 
2b 
3 
4

6
12 
24 
12 
16 
1

11
19 
39 
25 
16 
0

0,424

pN
x
0 
1 
2

0
45 
13 
12

0
68 
32 
19

0,429

Stopie� zaawansowania klinicznego
IA
IB 
IIA 
IIB 
IIIA

12
22 
10 
11 
16

22
28 
32 
16 
22

0,308
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Rycina 10. Wykres przedstawiaj�cy zale�no�� poziomu białka PIK3CA od typu 
histologicznego NDRP 
SCC – rak płaskonabłonkowy, ADC – rak gruczołowy 
Figure 10. Histogram plot of PIK3CA protein expression according to NSCLC histolog-

ical type 

SCC – squamous cell carcinoma, ADC – adenocarcinoma

W analizie jednoczynnikowej ekspresja białka PIK3CA mierzona wska
ni-
kiem H, traktowanym jako cecha ci�gła, nie miała zwi�zku z czasem prze�ycia 
(HR=1,001; 95% CI, 0,998-1,004; p=0,382) oraz czasem prze�ycia wolnego od 
nawrotu (HR=1,002; 95% CI, 0,999-1,005; p=0,188). Nie zaobserwowano tak�e 
�adnych ró�nic w OS i RFS w stosunku do poziomu białka PIK3CA przy warto-
�ci punktu odci�cia wska
nika H ≥10 (rycina 11). 
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Rycina 11. Prawdopodobie�stwo prze�ycia (A) i czasu wolnego od nawrotu (B) w 
zale�no�ci od poziomu białka PIK3CA 
Figure 11. Overall survival (A) and relapse free survival (B) probability curves accord-

ing to PIK3CA protein expression 

W analizie wieloczynnikowej nie wykazano wpływu ekspresji białka 
PIK3CA mierzonej jako cecha ci�gła jak i z punktem odci�cia wska
nika H ≥10 
na czas prze�ycia i czas wolny od nawrotu (tabela 9). W krokowej wstecznej 
eliminacji zmiennych wska
nik H został odrzucony z modelu ostatecznego. 
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Tabela 9. Wieloczynnikowy model regresji ryzyka proporcjonalnego Cox’a czasu 
prze�ycia i czasu wolnego od nawrotu w zale�no�ci od poziomu białka PIK3CA 
(model A) i ekspresji białka PIK3CA z punktem odci�cia ≥10 (model B) 
Table 9. Multivariate Cox’s regression analysis of PIK3CA protein expression (A) and 

PIK3CA H-score using 10 as cutoff point (B) for overall survival and relapse free sur-

vival adjusting for clinical and pathological patient characteristics

Cecha  OS RFS 
HR 95% 

CI 
p HR 95% 

CI 
p 

Model A 
Wiek [lata] 1,001 0,974-

1,029
0,944 0,991 0,965-

1,016
0,470 

Płe	 1,054 0,642-
1,731

0,834 1,082 0,678-
1,727

0,740 

Stopie� zró�nicowania 
histologicznego wg WHO 
(2004) 

1,142 0,718-
1,816

0,575 0,989 0,634-
1,544

0,962 

Stopie� zaawansowania 
klinicznego  

1,679 1,396-
2,019

<0,001 1,804 1,513-
2,151

<0,001 

PIK3CA wska
nik H (ce-
cha ci�gła) 

1,001 0,998-
1,004

0,455 1,002 0,999-
1,004

0,179 

Model B 
Wiek [lata] 1,001 0,974-

1,029
0,925 0,990 0,965-

1,016 
0,457 

Płe	 1,060 0,646-
1,739

0,818 1,097 0,687-
1,749 

0,699 

Stopie� zró�nicowania 
histologicznego wg WHO 
(2004) 

1,120 0,709-
1,770

0,626 0,965 0,623-
1,494 

0,872 

Stopie� zaawansowania 
klinicznego  

1,696 1,410-
2,040

<0,001 1,839 1,539-
2,196 

<0,001 

PIK3CA wska
nik H ≥10 1,174 0,720-
1,915

0,521 1,412 0,881-
2,263 

0,152 

4.3. Analiza liczby kopii genu PIK3CA metod� CISH/SISH 

Dla 185 (88,9%) badanych przypadków uzyskano dane dotycz�ce liczby ko-
pii genu PIK3CA. Siedemnastu przypadków, podobnie jak w przypadku immu-
nohistochemii, nie obj�to analiz�. W dwóch przypadkach wszystkie cztery cy-
lindry reprezentuj�ce dany przypadek zostały stracone z TMA, w jednym przy-
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padku na �adnym z cylindrów nie znaleziono komórek raka, a w trzech pozosta-
łych nie uzyskano wiarygodnych sygnałów zarówno z centromeru jak i z genu 
PIK3CA. Maksymalna liczba kopii genu wynosiła 12, a minimalna 1,8, za� mak-
symalny stosunek PIK3CA/CEP3 wynosił 6, a minimalny 0,7. W czterech 
(2,2%) przypadkach stosunek liczby kopii genu PIK3CA/CEP3 był mniejszy od 
1. Rycina 12 przedstawia rozkład liczby kopii genu oraz stosunku 
PIK3CA/CEP3 w badanej populacji chorych na NDRP. 

Mediana 3,82 (1,8-12)

N=185

Liczba kopii genu PIK3CA
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Rycina 12. Histogramy przedstawiaj�ce rozkład liczby kopii genu PIK3CA (A) oraz 
stosunku PIK3CA/CEP3 (B) 
Figure 12. Histogram plots showing distribution of PIK3CA gene copy number (A) and 

PIK3CA/CEP3 ratio (B) 

Wykazano, i� rak płaskonabłonkowy niskozró�nicowany (grade 3) wyst�pu-
je cz��ciej w guzach wykazuj�cych wy�szy stosunek PIK3CA/CEP3 (odpo-
wiednio, p<0,001, p<0,001) oraz wy�sz� liczb� kopii genu PIK3CA (odpowied-
nio, p<0,001, p=0,003) badaj�c obie cechy jako zmienne ci�głe (rycina 13 i 14). 
Podobnie odsetek martwicy w guzie jest wy�szy w guzach z wy�szym stosun-
kiem PIK3CA/CEP3 oraz wy�sz� liczb� kopii genu PIK3CA (odpowiednio, 
p<0,001, p<0,001). Podtyp histologiczny raka gruczołowego oceniany wg kryte-
riów WHO z 2004 roku wykazuje słaby zwi�zek ze stosunkiem PIK3CA/CEP3

(p=0,043), nie wykazuj�c jednocze�nie zwi�zku z liczb� kopii genu PIK3CA. 
Odwrotn� zale�no�	 zaobserwowano bior�c pod uwag� podtyp histologiczny 
raka gruczołowego wg najnowszych kryteriów WHO z 2015 roku (p=0,039). 
Ponadto istnieje zale�no�	 mi�dzy stopniem zró�nicowania histologicznego raka 
gruczołowego wg WHO 2015 a liczb� kopii genu PIK3CA (p=0,029).

Nie znaleziono istotnych statystycznie ró�nic pomi�dzy wiekiem pacjentów, 
naciekiem opłucnej, �rednic� guza oraz stopniem zaawansowana klinicznego i 
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kategori� pTN, a liczb� kopii genu PIK3CA i stosunkiem PIK3CA/CEP3. Wy-
kazano słaby zwi�zek mi�dzy płci� m�sk� a stosunkiem PIK3CA/CEP3

(p=0,043). 
W tabeli 10 przedstawiono szczegółowe dane na temat zale�no�ci cech kli-

nicznych i patologicznych od liczby kopii genu PIK3CA oraz stosunku 
PIK3CA/CEP3.

Tabela 10. Zale�no�� liczby kopii genu PIK3CA oraz stosunku PIK3CA/CEP3 od 
cech klinicznych i patologicznych
Table 10. PIK3CA gene copy number and PIK3CA/CEP3 ratio versus clinical and 

pathological patient characteristics

Cecha Liczba kopii genu 
PIK3CA

Stosunek 
PIK3CA/CEP3  

p r p r 
Wiek [lata] 0,546 0,045 0,559 -0,043 
Płe	 0,387  0,043 
Naciek opłucnej 0,440  0,128  
% martwicy w guzie <0,001 0,296 <0,001 0,259 
�rednica guza 0,656 0,033 0,899 -0,009 
Typ histologiczny wg WHO (2004) <0,001 <0,001 
Podtyp histologiczny raka gruczoło-
wego wg WHO (2004) 

0,052  0,042 

Podtyp histologiczny raka gruczoło-
wego wg WHO (2015) 

0,039  0,074  

Stopie� zró�nicowania histologiczne-
go wg WHO (2004) 

<0,001 0,003 

Stopie� zró�nicowania histologiczne-
go raka gruczołowego wg WHO 
(2015) 

0,029  0,177  

pT 0,144  0,119  
pN 0,287  0,349  
Stopie� zaawansowania klinicznego 0,317  0,662  
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Rycina 13. Wykresy przedstawiaj�ce zale�no�ci liczby kopii genu PIK3CA (A) oraz 
stosunku PIK3CA/CEP3 (B) od typu histologicznego NDRP 
SCC – rak płaskonabłonkowy, ADC – rak gruczołowy 
Figure 13. PIK3CA gene copy number (A) and PIK3CA/CEP3 ratio (B) according to 

NSCLC histological type 

SCC – squamous cell carcinoma, ADC – adenocarcinoma
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Rycina 14. Wykresy przedstawiaj�ce zale�no�ci liczby kopii genu PIK3CA (A) oraz 
stosunku PIK3CA/CEP3 (B) od stopnia zró�nicowania histologicznego NDRP 
Figure 14. PIK3CA gene copy number (A) and PIK3CA/CEP3 ratio (B) according to 

NSCLC grade 

Amplifikacj� genu PIK3CA stwierdzono w 43 (20,7%) przypadkach niedro-
bnokomórkowego raka płuca i była ona zdecydowanie cz�stsza w raku płasko-
nabłonkowym (rycina 15, p<0,001). Podobnie jak liczba kopii genu PIK3CA

oraz stosunek PIK3CA/CEP3, równie� amplifikacja wyst�puje cz��ciej w gu-
zach zawieraj�cych wi�cej martwicy (rycina 16, p<0,001). Nie wykazano zale�-
no�ci pomi�dzy wiekiem, płci�, naciekiem opłucnej, �rednic� guza, podtypem 
histologicznym raka gruczołowego wg WHO 2004 i 2015, stopniem zró�nico-
wania histologicznego oraz stopniem zaawansowana klinicznego i kategori�
pTN a amplifikacj� genu PIK3CA. 
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Tabela 11. Zale�no�� amplifikacji genu PIK3CA od cech klinicznych i patologicz-
nych 
Table 11. PIK3CA amplification versus clinical and pathological patient characteristics

Cecha Brak amplifika-

cji 

PIK3CA/CEP3 

<2 

Amplifikacja  

PIK3CA/CEP3 ≥2 

p

Wiek [lata] 0,670
Płe�

m��czy
ni
kobiety

95
47

28
15

0,828

Naciek opłucnej
PLx
PL0 
PL1 
PL2 
PL3

0
73 
60 
2 
7

1
29 
11 
0 
2

0,098

% martwicy w guzie <0,001
	rednica guza 0,681
Typ histologiczny wg WHO (2004)

rak płaskonabłonkowy
rak gruczołowy 
rak wielkokomórkowy

54
85 
3

36
7 
0

<0,001

Podtyp histologiczny raka gruczołowego inwazyjnego wg WHO (2004)
rak zrazikowy
rak brodawkowaty 
rak lity 
typ mieszany 
typ �luzotwórczy 
typ jasnokomórkowy

47
4 
17 
15 
1 
1

2
0 
3 
2 
0 
0

0,649

Podtyp histologiczny raka gruczołowego inwazyjnego wg WHO (2015)
głównie tapetuj�cy
głównie zrazikowy 
głównie  
brodawkowaty 
głównie  
drobnobrodawkowaty 
głównie lity 
rak �luzotwórczy

0
51 
4 

2 

27 
1

0
3 
0 

0 

4 
0

0,711

Stopie� zró�nicowania histologicznego wg WHO (2004)
grade 1 10 0 0,103
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grade 2
grade 3

95
37

27
16

Stopie� zró�nicowania histologicznego raka gruczołowego inwazyjnego wg 
WHO (2015) 

grade 1
grade 2 
grade 3

0
54 
31

0
3 
4

0,279

pT
1a
1b 
2a 
2b 
3

14
25 
48 
27 
28

3
6 
22 
9 
3

0,168

pN
x
0 
1 
2

1
87 
32 
22

1
21 
12 
9

0,447

Stopie� zaawansowania klinicznego
IA
IB 
IIA 
IIB 
IIIA

29
33 
33 
21 
26

5
14 
8 
5 
11

0,414
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Rycina 15. Wykres przedstawiaj�cy zale�no�� amplifikacji genu PIK3CA od typu 
histologicznego NDRP 
SCC – rak płaskonabłonkowy, ADC – rak gruczołowy 
Figure 15. Histogram plot of PIK3CA amplification according to NSCLC histological 

type 

SCC – squamous cell carcinoma, ADC – adenocarcinoma
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Rycina 16. Wykres przedstawiaj�cy zale�no�� amplifikacji genu PIK3CA od odset-
ku martwicy w guzie 
Figure 16. PIK3CA amplification according to percentage of tumor necrosis 

W analizie jednoczynnikowej nie stwierdzono zwi�zku pomi�dzy liczb� ko-
pii genu PIK3CA traktowanej jako cecha ci�gła a czasem prze�ycia (HR=1,063; 
95% CI, 0,935-1,185; p=0,273) oraz czasem prze�ycia wolnego od nawrotu 
(HR=1,054; 95% CI, 0,95-1,17; p=0,320). Podobne wyniki uzyskano dla analizy 
stosunku PIK3CA/CEP3 (czas prze�ycia: HR=1,029; 95% CI, 0,759-1,395; 
p=0,853; czas prze�ycia wolnego od nawrotu: HR=1,071; 95% CI, 0,804-1,426; 
p=0,639). 

Nie zaobserwowano tak�e zwi�zku pomi�dzy amplifikacj� genu PIK3CA de-
finiowan� jako stosunek PIK3CA/CEP3 ≥2 a czasem prze�ycia i czasem prze�y-
cia wolnego od nawrotu (rycina 17). 
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Rycina 17. Prawdopodobie�stwo prze�ycia (A) i prze�ycia wolnego od nawrotu (B) 
w zale�no�ci od obecno�ci amplifikacji genu PIK3CA 

Figure 17. Overall survival (A) and relapse free survival (B) probability curves accord-

ing to PIK3CA gene amplification 

W analizie wieloczynnikowej modelu regresji proporcjonalnego ryzyka 
Cox’a liczba kopii genu PIK3CA, stosunek PIK3CA/CEP3 oraz amplifikacja 
genu PIK3CA nie posiadaj� znaczenia rokowniczego dla czasu prze�ycia i czasu 
prze�ycia wolnego od nawrotu (tabela 12). 
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Tabela 12. Wieloczynnikowy model regresji ryzyka proporcjonalnego Cox’a czasu 
prze�ycia i czasu wolnego od nawrotu w zale�no�ci od liczby kopii genu PIK3CA

(model A), stosunku PIK3CA/CEP3 (model B) oraz amplifikacji genu PIK3CA (mo-
del C) 
Table 12. Multivariate Cox’s regression analysis of PIK3CA gene copy number (A), 

PIK3CA/CEP3 ratio (B), and PIK3CA amplification (C) for overall survival and relapse 

free survival adjusted for clinical and pathological patient characteristics

Cecha  OS RFS 
HR 95% CI p HR 95% CI p 

Model A 
Wiek [lata] 1,003 0,976-

1,031 
0,830 0,994 0,969-

1,021 
0,973 

Płe	 1,054 0,636-
1,748 

0,838 1,070 0,665-
1,723 

0,780 

Stopie� zró�nicowania hi-
stologicznego wg WHO 
(2004) 

1,207 0,758-
1,932 

0,427 1,007 0,647-
1,566 

0,976 

Stopie� zaawansowania 
klinicznego  

1,652 1,371-
1,989 

<0,001 1,789 1,495-
2,141 

<0,001

Liczba kopii genu PIK3CA  1,049 0,937-
1,174 

0,408 1,037 0,931-
1,155 

0,508 

Model B 
Wiek [lata] 1,004 0,997-

1,023 
0,773 0,995 0,969-

1,021 
0,701 

Płe	 1,060 0,639-
1,758 

0,822 1,078 0,669-
1,737 

0,757 

Stopie� zró�nicowania hi-
stologicznego wg WHO 
(2004) 

1,214 0,763-
1,931 

0,414 1,007 0,648-
1,565 

0,975 

Stopie� zaawansowania 
klinicznego  

1,654 1,371-
1,996 

<0,001 1,794 1,498-
2,148 

<0,001

Stosunek PIK3CA/CEP3 0,971 0,709-
1,331 

0,885 1,004 0,745-
1,353 

0,978 

Model C 
Wiek [lata] 1,004 0,997-

1,032 
0,778 0,995 0,970-

1,021 
0,714 

Płe	 1,056 0,636-
1,752 

0,833 1,081 0,672-
1,740 

0,748 

Stopie� zró�nicowania hi-
stologicznego wg WHO 
(2004) 

1,213 0,762-
1,930 

0,415 1,006 0,648-
1,563 

0,978 

Stopie� zaawansowania 1,655 1,371- <0,001 1,788 1,493- <0,001



 Aleksandra Sejda  66

klinicznego  1,997 1,141 
Stosunek PIK3CA/CEP3 ≥2 0,940 0,544-

1,624 
0,823 1,107 0,675-

1,815 
0,688 

4.4. Zale�no�� ekspresji białka PIK3CA od liczby kopii genu PIK3CA 

Dla 185 (88,9%) przypadków uzyskano dane dotycz�ce zarówno ekspresji 
białka jak i liczby kopii genu PIK3CA. Wykazano zwi�zek mi�dzy ekspresj�
białka PIK3CA oraz liczb� kopii genu PIK3CA (obie cechy analizowano jako 
zmienne ci�głe; p=0,004, r=0,212). Nie zaobserwowano natomiast podobnej 
zale�no�ci pomi�dzy ekspresj� białka PIK3CA a stosunkiem PIK3CA/CEP3

(obie cechy analizowano jako zmienne ci�głe; p=0,052, r=0,143). 
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Rycina 18. Wykresy rozrzutu przedstawiaj�ce zale�no�� ekspresji białka PIK3CA 
od liczby kopii genu PIK3CA (A) oraz stosunku PIK3CA/CEP3 (B) 
Figure 18. Scatterplot of PIK3CA protein expression according to PIK3CA gene copy 

number (A) and PIK3CA/CEP3 ratio (B) 

Po dokonaniu podziału wska
nika H PIK3CA na dwie grupy z punktem od-
ci�cia ≥10 decyduj�cym o uznaniu odczynu za dodatni, wykazano zwi�zek za-
równo mi�dzy obecno�ci� białka PIK3CA a liczb� kopii genu PIK3CA

(p=0,001) jak i stosunkiem PIK3CA/CEP3 (p=0,004). 
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Rycina 19. Wykresy przedstawiaj�ce zale�no�� liczby kopii genu PIK3CA (A) i 
stosunku PIK3CA/CEP3 (B) od warto�ci wska�nika H z punktem odci�cia równym 
10 
Figure 19. PIK3CA gene copy number (A) and PIK3CA/CEP3 ratio (B) according to H-

score of 10 as cutoff point 

W 43 przypadkach, w których wykazano obecno�	 amplifikacji genu 
PIK3CA w komórkach nowotworu, nie obserwowano ekspresji białka PIK3CA, 
jednocze�nie w 86 przypadkach z dodatni� reakcj� barwn� na obecno�	 białka 
PIK3CA nie stwierdzono amplifikacji genu. 
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5. OMÓWIENIE WYNIKÓW 

Terapie ukierunkowane molekularnie stanowi� obecnie jedn� z głównych 
gał�zi rozwoju bada� w zakresie leczenia niedrobnokomórkowego raka płuca, 
stwarzaj�c zupełnie nowe mo�liwo�ci terapeutyczne. Identyfikacja biomarkerów 
o znaczeniu predykcyjnym jest niezwykle wa�na z punktu widzenia selekcji 
chorych, którzy mog� odnie�	 korzy�ci z zastosowanego leczenia. Obecnie zna-
nych jest kilka markerów maj�cych zastosowanie podczas kwalifikacji chorych 
na NDRP, w tym głównie raka gruczołowego, do leczenia okre�lonymi lekami. 
Przykładem mog� by	 tu rearan�acje genów ALK lub ROS1, których obecno�	
nale�y wykaza	, aby wdro�y	 leczenie kryzotynibem [46]. Znacznie mniej mar-
kerów predykcyjnych znajduje zastosowanie w leczeniu innych podtypów histo-
logicznych NDRP. Wa�nym krokiem w procesie poszukiwania nowych marke-
rów o potencjalnym znaczeniu w przewidywaniu odpowiedzi na leczenie inhibi-
torami jest ich szczegółowa charakterystyka pod wzgl�dem cz�sto�ci wyst�po-
wania, warto�ci prognostycznej oraz metod detekcji okre�lonych zaburze� mo-
lekularnych w materiale tkankowym. Dodatkowo wa�nym elementem jest tak�e 
ocena stosowanych metod analizy danych biomarkerów pod wzgl�dem dost�p-
no�ci, kosztów oraz łatwo�ci i wiarygodno�ci ich zastosowania w codziennej 
praktyce klinicznej. 

Wst�pne wyniki bada� wykazały, i� podjednostka katalityczna �3-kinazy 
fosfatydyloinozytolu mo�e mie	 zastosowanie jako marker molekularny odpo-
wiedzi na leczenie inhibitorami PI3K, szczególnie w raku płaskonabłonkowym 
płuca. Niniejsza praca jest jedyn� skupiaj�c� si� nad ocen� liczby kopii genu 
PIK3CA metod� dual-ISH, z jednoczesn� immunohistochemiczn� ocen� pozio-
mu białka PIK3CA, w grupie pacjentów chorych na NDRP. 

5.1. Charakterystyka chorych 

Badaniem obj�to grup� 208 chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca. 
�rednia wieku chorych wynosiła 62,8 lat, wi�kszo�	 stanowili m��czy
ni 
(67,3%, n=140/208). U ponad połowy przypadków ustalono rozpoznanie raka 
płakonabłonkowego (51,9%, n=108/208), najcz��ciej w �rednim stopniu zró�ni-
cowania histologicznego (grade 2). Analizowany materiał jest reprezentatywny 
dla populacji chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca [158]. 

Najwa�niejszym czynnikiem rokowniczym w NDRP wci�� pozostaje sto-
pie� zaawansowania wg klasyfikacji TNM. Obecnie dysponujemy 7 jej edycj�. 
Stopie� zaawansowania klinicznego i patologicznego jest równie� nadal naj-
wa�niejszym czynnikiem decyduj�cym o wyborze leczenia pacjentów. Inne 
cechy patomorfologiczne, takie jak obecno�	 nacieku opłucnej i rozmiar guza, 
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jako cechy decyduj�ce o zaklasyfikowaniu guza do odpowiedniej kategorii pT, 
s� czynnikami prognostycznymi zwi�zanymi silnie ze stopniem zaawansowania 
[99]. 

Wykonana przez nas analiza statystyczna wpływu cech klinicznych i patolo-
gicznych na przebieg choroby pozostaje w zgodno�ci z przedstawionymi w pi-
�miennictwie danymi. Wykazano zwi�zek mi�dzy czasem prze�ycia chorych a 
wielko�ci� guza (p<0,001), stopniem naciekania opłucnej (p=0,001), stopniem 
zró�nicowania histologicznego (p=0,023), stopniem zaawansowania klinicznego 
(p<0,001), oraz cech� pT (p=0,012) i pN (p<0,001) nowotworu. 

5.2. Immunohistochemiczna ocena poziomu białka PIK3CA 

Jednym z celów pracy była ocena poziomu białka PIK3CA z zastosowaniem 
techniki immunohistochemicznej. Nadal du�ym problem w ocenie ekspresji 
białek stanowi odpowiednie dobranie skali pozwalaj�cej na okre�lenie siły reak-
cji barwnej w technice immunohistochemicznej. Obecnie nie istnieje jedna uni-
wersalna, u�ywana przez wszystkich badaczy skala. Jedn� z najbardziej popu-
larnych jest metoda półilo�ciowa oparta o wska
nik H. W niniejszej pracy przy-
j�to wska
nik H z punktem odci�cia, decyduj�cym o uznaniu odczynu za pozy-
tywny, równym 10. W jednej z ostatnio opublikowanej prac dotycz�cej ekspresji 
białka PIK3CA w NDRP, skala oceny jest podobna, tj. przyj�to próg powy�ej 
10% komórek raka z produktem reakcji barwnej jako warto�	 odczynu dodat-
niego [149]. Podobnie oceniono odczyn immunohistochemiczny w komórkach 
raka jelita grubego w pracy Zhu i wsp [160]. W pozostałych doniesieniach, w 
których badano ekspresje białka PIK3CA w innych nowotworach litych, skale 
oceny tak�e opierały si� na analizie stopnia wybarwienia i odsetka wybarwio-
nych komórek nowotworowych. Ró�nice polegały na zastosowaniu innych war-
to�ci granicznych, przy których odczyny uznawano za dodatnie. I tak przykła-
dowo Liu i wsp. przyj�li za tak� warto�	 ≥20% [78]. Omówione ró�nice w oce-
nie odczynów IHC mog� wpływa	 na wyniki i by	 główn� przyczyn� rozbie�no-
�ci. Punkt odci�cia wska
nika H w technice immunohistochemicznej wynosz�cy 
10 jest równie� powszechnie przyj�ty dla oceny innych białek, np. dla receptora 
naskórkowego czynnika wzrostu (EGFR) [53, 138]. 

W zbadanych przez nas 191 przypadkach NDRP w 120 (62,82%) zanotowa-
no ekspresj� białka PIK3CA, z warto�ci� wska
nika H wi�ksz� ni� 10. W pracy 
Wang i wsp. odnotowano nieco ni�szy odsetek przypadków NDRP z ekspresj�
białka PIK3CA (48,6%, n=69/142) [149], podobnie jak w pracy Lin i wsp. 
(43%, n=34/80), co mo�na tłumaczy	 wspomnian� ju� odmienn� skal� oceny 
ekspresji PIK3CA [47, 77]. S� to jedyne dost�pne w pi�miennictwie prace, w 
których oceniano immunohistochemiczn� ekspresj� tego białka w NDRP. 
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W innych typach litych nowotworów zło�liwych, w których badano obec-
no�	 białka PIK3CA, odnotowano równie� do�	 wysoki odsetek przypadków z 
reakcj� barwn� w komórkach guza, wahaj�cy si� w granicach 50% (n=33/66) w 
raku przełyku [3], 59% (n=235/398) w raku jelita grubego [59] i 73% (n=45/62) 
w raku jajnika [1]. 

Wysoki odsetek nowotworów z wysok� ekspresj� podjednostki katalitycznej 
p110� w ró�nych typach nowotworów, w tym w raku płuca, sugeruje wzmo�on�
aktywacj� �cie�ki sygnałowej PI3K/AKT w nowotworach zło�liwych. Zjawisko 
to mo�e by	 zwi�zane z mutacjami w genie PIK3CA, jak równie� z wpływem 
sygnałów aktywuj�cych �cie�k� PI3K/AKT, czego podło�em molekularnym 
mog� by	 mutacje w obr�bie genów koduj�cych receptory i czynniki wzrostu 
oraz podjednostk� regulatorow� p85 [77]. Nie mo�na tak�e pomin�	 ewentual-
nego wpływu mechanizmów epigenetycznych, takich jak metylacja DNA, mo-
dyfikacja białek histonowych czy te� regulacyjny wpływ swoistych cz�stek mi-
kroRNA [119]. 

Nale�y doda	, i� kilka prac wskazuje na zwi�zek aktywacji �cie�ki sygnało-
wej PI3K i zwi�zanej z tym wysokiej ekspresji białka PIK3CA, z pojawianiem 
si� przerzutów w�złowych w raku płaskonabłonkowym przełyku oraz w raku 
jelita grubego i �oł�dka, co tak�e mo�e by	 pomocne w wyodr�bnianiu grup 
pacjentów o szczególnym ryzyku progresji nowotworowej [3, 78, 160]. W jedy-
nej pracy z 2001 roku gdzie przeprowadzono badania w grupie chorych na zaa-
wansowanego raka płuca, tak�e udowodniono zwi�zek wysokiego poziomu pod-
jednostki p110� w ogniskach pierwotnych raka oraz przerzutach w�złowych i do 
w�troby [77]. Tak� zale�no�	 mo�na tłumaczy	 wpływem aktywacji kinazy �3-
fosfatydyloinozytolu na ruchliwo�	 komórek [91]. 

Ponadto w raku płaskonabłonkowym rejonu głowy i szyi wykazano, i� pod-
wy�szona ekspresja białka PIK3CA ma zwi�zek z progresj� zmian od dysplazji 
do raka inwazyjnego [152]. Podobnych bada� nie przeprowadzono w grupie 
chorych na raka płuca. 

W pracy Wang i wsp. nie wykazano zale�no�ci ekspresji białka PIK3CA od 
wieku, płci, palenia tytoniu, podtypu i stopnia zró�nicowania histologicznego, a 
tak�e stopnia zaawansowania klinicznego i stopnia zaj�cia w�złów chłonnych 
(pN) [149]. Podobnie w innych nowotworach nie znaleziono zale�no�ci miedzy 
poziomem białka PIK3CA a cechami klinicznymi i patologicznymi [3, 59, 78]. 
Wykazano jedynie, i� nadekspresja PIK3CA wyst�puje cz��ciej w niskozró�ni-
cowanych rakach płuca [77] oraz ma zwi�zek z obecno�ci� przerzutów w�zło-
wych w płaskonabłonkowym raku przełyku [3]. 

Obecnie wiedza na temat zmian genetycznych w raku gruczołowym jest 
znacznie szersza, ni� znajomo�	 molekularnych zaburze� w raku płaskonabłon-
kowym płuca, z czym wi��e si� fakt, i� wi�kszo�	 znanych dzi� terapii celowa-
nych w raku płuca wdra�ana jest wła�nie w raku gruczołowym. Obecno�	 muta-
cji i amplifikacji PIK3CA w raku płaskonabłonkowym płuca była ju� wcze�niej 
potwierdzona, ale niewiele wiadomo o stopniu ekspresji białka PIK3CA [51]. W 
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niniejszej pracy wykazano, i� ekspresja białka PIK3CA (wska
nik H ≥10) po-
dobnie jak amplifikacja genu, cz��ciej wyst�puje w raku płaskonabłonkowym 
ni� gruczołowym. Ocena ewentualnej warto�ci predykcyjnej badania immunohi-
stochemicznego we wst�pnej kwalifikacji pacjentów do leczenia inhibitorami 
PI3K wymaga bada� prospektywnych, jednak�e wykazanie wysokiego odsetka 
przypadków raków płaskonabłonkowych wykazuj�cych ekspresj� PIK3CA mo-
�e stanowi	 podstaw� do podj�cia takich bada�. Obecnie w nielicznych bada-
niach klinicznych z zastosowaniem inhibitorów PI3K, do selekcji pacjentów 
stosuje si� głównie techniki molekularne. Bior�c pod uwag� szerokie zastoso-
wanie IHC do wst�pnej selekcji chorych do leczenia ukierunkowanego moleku-
larnie np. inhibitorami ALK, ROS1, MET, w przyszło�ci mo�e zaistnie	 potrze-
ba podobnego u�ycia PIK3CA IHC z zastosowaniem odpowiedniej skali oceny 
ekspresji białka, co potwierdza zasadno�	 prowadzonych przez nas bada�. 

W niniejszej pracy wykazali�my zale�no�	 poziomu białka PIK3CA od pod-
typu i stopnia zró�nicowania histologicznego raka gruczołowego ocenianego wg 
najnowszej klasyfikacji WHO z 2015 roku. Dodatnia reakcja barwna wyst�po-
wała najcz��ciej w podtypie raka gruczołowego w przewa�aj�cej cz��ci zrazi-
kowego w �rednim stopniu zró�nicowania histologicznego (grade 2) oraz w 
kilku przypadkach w podtypie głównie litym. Zaobserwowany zwi�zek nale�y 
interpretowa	 z ostro�no�ci� ze wzgl�du na nisk� liczebno�	 podgrup – wymaga 
on potwierdzenia w wi�kszej grupie przypadków chorych na raka gruczołowego 
płuca. 

Ponadto w niniejszej pracy wykazano, i� poziom białka PIK3CA (oceniany 
jako cecha ci�gła oraz z punktem odci�cia wska
nika H ≥10) ma zwi�zek z 
wielko�ci� guza. Wraz ze wzrostem �rednicy guza maleje poziom białka 
PIK3CA w komórkach raka płuca. Poniewa� nasze badania przeprowadzono na 
mikromacierzach tkankowych zawieraj�cych jedynie fragmenty guzów, wynik 
ten mo�e by	 uwarunkowany heterogenno�ci� guza w zakresie ekspresji 
PIK3CA. W guzach du�ych dysponujemy znacznie mniejszym fragmentem ca-
ło�ci, ni� w zmianach mniejszych. Bior�c pod uwag� ewentualne biologiczne 
wytłumaczenie zaistniałej zale�no�ci mo�na przypuszcza	, i� aktywacja szlaku 
PI3K/AKT nast�puje na wcze�niejszych etapach rozwoju nowotworu i jest ha-
mowana wraz ze wzrostem �rednicy guza. Istniej� doniesienia wskazuj�ce, i�
wraz ze zmian� �rednicy guza zmienia si� jego transkryptom, a co za tym idzie i 
proteom [12]. 

Dane dotycz�ce zale�no�ci nadekspresji p110� od czasu prze�ycia chorych 
ró�ni� si� w zale�no�ci od analizowanej grupy chorych. W naszej pracy ekspre-
sja PIK3CA nie miała zwi�zku z czasem prze�ycia pacjentów chorych na NDRP 
zarówno w analizie jedno- jak i wieloczynnikowej. Podobnie analiza prze�ycia 
kształtuje si� u chorych na raka jelita grubego [59]. Odmienne wnioski wysuni�-
to w pracy Abe i wsp., gdzie wykazano dłu�szy czas prze�ycia chorych na raka 
jasnokomórkowego jajnika u chorych z wysokim poziomem białka PIK3CA 
(HR=0,3; 95% CI, 0,09-0,9; p=0,04) [1]. Tak odmienne wyniki wskazuj� na 
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mo�liwo�	 ró�nego wpływu aktywacji �cie�ki PI3K/AKT na przebieg choroby 
w ró�nych typach nowotworów zło�liwych. Ze wzgl�du na mał� liczb� donie-
sie� konieczne s� dalsze badania w celu wyja�nienia tego zagadnienia. Nale�y 
doda	, i� w dwóch wcze�niej wspominanych pracach Wang i wsp. oraz Lin i 
wsp., nie wykonano analizy prze�ycia chorych na NDRP w zale�no�ci od eks-
presji białka PIK3CA [77, 149]. 

5.3. Liczba kopii genu PIK3CA w NDRP 

Kolejnym celem pracy była ocena liczby kopii genu PIK3CA technik� hy-
brydyzacji in situ z zastosowaniem sond znakowanych chromogenem oraz jo-
nami srebra (CISH/SISH). Wykazali�my obecno�	 amplifikacji genu PIK3CA w 
43 (20,7%) przypadkach niedrobnokomórkowego raka płuca i była ona zna-
miennie cz�stsza w raku płaskonabłonkowym. Wynik ten pozostaje w zgodno�ci 
z danymi przedstawionymi w pi�miennictwie. Inni autorzy wykazali obecno�	
amplifikacji genu PIK3CA badanej za pomoc� technik qRT-PCR czy FISH z 
cz�sto�ci� w granicach od 18,3% do 31,3% NDRP. Wszyscy autorzy zgodnie 
podkre�laj� zwi�zek wyst�powania zwi�kszonej liczby kopii genu PIK3CA w 
raku płaskonabłonkowym w stosunku do innych podtypów histologicznych raka 
płuca, w tym w szczególno�ci w porównaniu do raka gruczołowego [4, 60, 98, 
133]. 

W niniejszej rozprawie nie wykazano zale�no�ci pomi�dzy liczb� kopii genu 
PIK3CA a wi�kszo�ci� badanych cech klinicznych lub patologicznych, np. wie-
kiem, płci�, naciekiem opłucnej, �rednic� guza, podtypem histologicznym raka 
gruczołowego wg WHO 2004 i 2015, stopniem zró�nicowania histologicznego 
oraz stopniem zaawansowana klinicznego i kategori� pT oraz pN. Podobnie w 
pracy Angulo i wsp. nie znaleziono zale�no�ci mi�dzy amplifikacj� a płci�, 
stopniem zró�nicowanie histologicznego oraz stopniem zaawansowania klinicz-
nego [4]. Toschi i wsp. oraz Wang i wsp. wykazali, a Ji i wsp. zaobserwowali 
tendencj� do cz�stszego wyst�powania amplifikacji u chorych płci m�skiej i 
osób pal�cych [60, 133, 149]. W naszym opracowaniu podobn� korelacj� z płci�
m�sk� zaobserwowano analizuj�c stosunek PIK3CA/CEP3 jako cech� ci�gł�
(p=0,043). 

W niniejszej pracy wykazano zwi�zek amplifikacji genu PIK3CA, a tak�e 
liczby kopii genu i stosunku PIK3CA/CEP3 z odsetkiem martwicy w guzie. 
Cecha ta nie była analizowana w innych doniesieniach. Tak� zale�no�	 mo�na 
tłumaczy	 wpływem zwi�kszonej liczby kopii genu PIK3CA na aktywacj� me-
chanizmów stymuluj�cych szybk� proliferacj� guza. 

W niniejszej rozprawie wykazano równie�, i� liczba kopii genu PIK3CA

oraz stosunek PIK3CA/CEP3 posiadaj� zwi�zek ze stopniem zró�nicowania 
histologicznego (tabela 10). 
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Niewiele jest prac oceniaj�cych ró�nice molekularne pomi�dzy poszczegól-
nymi typami raka gruczołowego, w szczególno�ci w odniesieniu do niedawno 
opublikowanej nowej klasyfikacji histologicznej raka płuca [135]. W niniejszej 
pracy rak gruczołowy został sklasyfikowany na podtypy histologiczne zgodnie z 
klasyfikacj� WHO z 2004 i 2015 roku. Na uwag� zasługuje fakt zale�no�ci sto-
sunku PIK3CA/CEP3 oraz liczby kopii genu PIK3CA mierzonych jako cechy 
ci�głe od podtypu histologicznego raka gruczołowego ocenianego wg kryteriów 
WHO, odpowiednio z 2004 i 2015 roku. Jest to o tyle ciekawe, i� podobne za-
le�no�ci wykazali�my w stosunku do obecno�ci białka PIK3CA. Wydaje si�, i�
aktywacja �cie�ki PI3K/AKT mo�e by	 cz�stsza w podtypie głównie zraziko-
wym i litym raka gruczołowego. 

W analizowanych przez nas przypadkach, w 4 stosunek liczby kopii genu 
PIK3CA/CEP3 był mniejszy od 1 (2,16%, n=4/185). Podobny wynik uzyskał 
Okudela i wsp. (2,6%, n=3/115). Autor ł�czył utrat� sygnałów fluorescencji 
raczej z bł�dami wynikaj�cymi z interpretacji wykorzystywanej przez siebie 
metody FISH, ni� z rzeczywist� utrat� heterozygotyczno�ci [98]. My tak�e skła-
niamy si� ku takiemu wyja�nieniu utraty sygnałów pochodz�cych z genu 
PIK3CA, aczkolwiek powtarzaj�cy si� w dwóch pracach podobny odsetek przy-
padków monosomicznych nakazuje pewn� ostro�no�	. By	 mo�e jednak w cz�-
�ci przypadków NDRP dochodzi do utraty jednej kopii genu PIK3CA. Zjawisko 
to wymaga potwierdzenia innymi metodami molekularnymi, np. porównawcz�
hybrydyzacj� genomow� (CGH). Funkcjonalne znaczenie tego zjawiska pozo-
staje niewyja�nione. 

W niniejszej pracy doktorskiej nie wykazano zwi�zku mi�dzy całkowitym 
czasem prze�ycia i czasem prze�ycia wolnego od nawrotu a amplifikacj� genu 
PIK3CA, liczb� kopii genu PIK3CA i stosunkiem PIK3CA/CEP3. Spo�ród 
wszystkich znanych nam autorów badaj�cych liczb� kopii genu PIK3CA w 
NDRP jedynie Toschi i wsp. podaj�, i� czas prze�ycia jest dłu�szy u chorych na 
NDRP z amplifikacj� genu PIK3CA [133]. 

5.4. Zale�no�� ekspresji białka PIK3CA od liczby kopii genu PIK3CA 

W niniejszej pracy wykazano zale�no�	 mi�dzy poziomem białka PIK3CA a 
liczb� kopii genu PIK3CA ocenian� jako cecha ci�gła (p=0,004, r=0,212). Po-
nadto przyjmuj�c za punkt odci�cia wska
nika H warto�	 10 wykazano zale�-
no�	 tak definiowanego odczynu pozytywnego zarówno z liczb� kopii genu 
PIK3CA (p=0,001) jak i stosunkiem PIK3CA/CEP3 (p=0,004). 

W jedynej pracy gdzie oceniano oba te parametry w NDRP nie udało si�
wykaza	 takiej zale�no�ci (p= 0,463), by	 mo�e ze wzgl�du na mniej liczn� i 
bardziej wyselekcjonowan� grup� pacjentów. Nale�y doda	, i� autorzy wykazali 
zale�no�	 wysokiego poziomu p110� od mutacji punktowych genu PIK3CA
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(p<0,0001) [149]. Podobnie nie wykazano zale�no�ci poziomu białka p110� od 
amplifikacji genu analizowanego metod� qRT-PCR w raku przełyku [3]. 

W innych nowotworach za�, podobnie jak w naszej pracy pokazano zale�-
no�	 amplifikacji od poziomu białka PIK3CA. Jehan i wsp. posługuj�c si� meto-
d� FISH oraz qRT-PCR wykazali pozytywn� korelacj� mi�dzy amplifikacj�
genu PIK3CA a ocenian� immunohistochemicznie ekspresj� podjednostki p110�
(p=0,0428, r=0,1032) w raku jelita grubego [59]. Podobnie analiza przypadków 
raka jasnokomórkowego jajnika przez Abe i wsp. wykazała zwi�zek amplifikacji 
lub mutacji z wysokim poziomem białka PIK3CA (p=0,009) [1]. 

Jak ju� wcze�niej wspomniano, wysoki poziom podjednostki p110 �3-
kinazy fosfatydyloinozytolu mo�e mie	 ró�ne podło�e molekularne. Zarówno z 
naszych jak i z innych przedstawionych bada� wynika, i� wysoki poziom białka 
PIK3CA ma zwi�zek z amplifikacj� lub mutacj� PIK3CA, co wskazuje na mo�-
liwo�	 aktywacji �cie�ki PI3K/AKT na drodze tych dwóch zaburze� genetycz-
nych. Jednak�e nieznane s� dodatkowe mechanizmy regulacyjne wpływu po-
wy�szych czynników na poziom białka, np. czynniki transkrypcyjne takie jak 
FOXO3a, czy te� swoiste mikroRNA [1]. 

Wyniki naszej pracy s� zach�caj�ce z punktu widzenia mo�liwego oznacza-
nia poziomu białka PIK3CA jako wst�pnego badania diagnostycznego w celu 
dalszej molekularnej selekcji pacjentów do leczenia inhibitorami PI3K. Takie 
post�powanie pozwoli obni�y	 koszty kwalifikacji pacjentów i potencjalnie 
zwi�kszy	 skuteczno�	 leczenia, podobnie jak ma to miejsce przy kwalifikacji 
do leczenia trastuzumabem czy kryzotynibem. 

5.5. CISH/SISH jako metoda oceny liczby kopii genu 

W pracy do oceny liczby kopii genu zastosowano stosunkowo mało znan� i 
rzadko stosown� metod� hybrydyzacji in situ z zastosowaniem sond znakowa-
nych chromogenem i jonami srebra, która stanowi alternatyw� dla szeroko sto-
sowanej metody FISH. Jak wspomniano we wst�pie niniejszej rozprawy, metoda 
dual-ISH jest korzystna ze wzgl�du przede wszystkim na mo�liwo�	 rzetelnej 
oceny morfologii j�der komórkowych przez patomorfologa w trakcie analizy 
liczby kopii genów. Pokazali�my, i� metoda ta pozwala skutecznie oceni	 liczb�
kopii genu. Jedynie w 3 przypadkach nie uzyskali�my wiarygodnych sygnałów 
zarówno w zakresie centromeru jak i genu PIK3CA (1,62%, n=3/185). Ponadto 
dodatkowym du�ym atutem metody jest jej pełna automatyzacja, co pozwala na 
utrzymanie jednakowych, wystandaryzowanych warunków oznaczenia, a tak�e 
nie wymaga anga�owania specjalnie wyszkolonego personelu. Co wi�cej, do 
oceny materiału wystarczy zwykły mikroskop optyczny stanowi�cy standardowe 
wyposa�enie ka�dej pracowni patomorfologicznej, a materiał mo�e by	 archiwi-
zowany latami bez gro
by utraty sygnałów. Korzystnie tak�e przedstawia si�
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kalkulacja kosztów wykonania dual-ISH. �redni koszt jednego badania to 600 
zł, czyli porównywalnie z wycen� jednego testu FISH dla wi�kszo�ci komercyj-
nie dost�pnych sond molekularnych. 

Wyniki bada� porównuj�cych zgodno�	 pomi�dzy technik� FISH, a dual-
ISH s� w znamienitej wi�kszo�ci przypadków zadowalaj�ce, a współczynnik 
zgodno�ci κ si�ga warto�ci bliskich 1,0 [5, 55, 76, 90]. 

Podsumowuj�c metoda CISH/SISH jako stosunkowo niedroga, łatwa w wy-
konaniu i mo�liwa do oceny przez praktycznie ka�dego patologa po krótkim 
przeszkoleniu, stanowi	 mo�e doskonałe narz�dzie diagnostyczne, łatwo dost�p-
ne i mo�liwe do stosowania w praktyce klinicznej. 
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6. WNIOSKI 

1. Wysoki poziom podjednostki katalitycznej p110� oraz amplifikacja genu 
PIK3CA s� obserwowane cz�sto w niedrobnokomórkowym raku płuca, co 
mo�e mie	 zwi�zek ze wzmo�on� aktywacj� �cie�ki sygnałowej PI3K/AKT 
w tym typie nowotworu. 

2. Wysoki poziom białka PIK3CA cz��ciej wyst�puje w raku płaskonabłonko-
wym płuca i w guzach o mniejszej �rednicy. 

3. Podwy�szona liczba kopii genu PIK3CA jest cz��ciej obserwowana w raku 
płaskonabłonkowym płuca, w porównaniu do innych typów histologicznych 
niedrobnokomórkowego raka płuca. 

4. Amplifikacja genu PIK3CA wyst�puje cz��ciej w guzach o wysokim odset-
ku martwicy. 

5. Istnieje korelacja mi�dzy ekspresj� białka p110� ocenian� z zastosowaniem 
wska
nika H a liczb� kopii genu PIK3CA analizowan� metod� dual-ISH. 

6. Poziom białka p110� oraz liczba kopii genu PIK3CA nie maj� znaczenia 
rokowniczego u chorych na operacyjnego niedrobnokomórkowego raka płu-
ca. 

7. Ocena statusu białka PIK3CA metod� IHC oraz liczby kopii genu PIK3CA

metod� dual-ISH mog� stanowi	 cenne narz�dzia diagnostyczne przy kwali-
fikacji pacjentów do leczenia inhibitorami PI3K. 

8. Metoda CISH/SISH jest przydatnym narz�dziem diagnostycznym w ocenie 
liczby kopii genu do stosowania w codziennej praktyce klinicznej. 
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8. STRESZCZENIE  

Rak płuca jest główn� przyczyn� zgonów z powodu chorób nowotworowych 
w Polsce i na �wiecie. Około osiemdziesi�t pi�	 procent wszystkich nowotwo-
rów zło�liwych płuca stanowi niedrobnokomórkowy rak płuca (NDRP). Odsetek 
5-letnich prze�y	 chorych na NDRP wynosi zaledwie około 14%. 

Stosowane metody skojarzonego leczenia chirurgicznego, systemowego 
oraz radioterapii s� wci�� niewystarczaj�ce. Du�ym zainteresowaniem ciesz� si�
badania wspieraj�ce rozwój terapii ukierunkowanych molekularnie. Obecnie 
znanych jest kilkana�cie preparatów stosowanych w ramach terapii celowanych 
głównie u chorych na raka gruczołowego płuca. Jednym z nowych celów mole-
kularnych jest podjednostka katalityczna �3-kinazy fosfatydyloinozytolu 
(PIK3CA), b�d�ca kluczowym elementem �cie�ki sygnałowej PI3K/AKT. 

Zasadniczym celem niniejszej pracy była ocena ekspresji białka PIK3CA 
oraz analiza liczby kopii genu PIK3CA w wycinkach z guza pierwotnego cho-
rych na NDRP, a tak�e zale�no�ci mi�dzy obiema badanymi cechami, danymi 
klinicznymi i patologicznymi oraz czasem prze�ycia chorych po radykalnej re-
sekcji NDRP. Dodatkowym celem była ocena metody CISH/SISH jako przydat-
nego narz�dzia mog�cego mie	 zastosowanie w codziennej praktyce klinicznej 
do oceny amplifikacji genów. 

Grup� badan� stanowiło 208 chorych leczonych chirurgicznie z powodu 
NDRP w Uniwersyteckim Centrum Klinicznym w Gda�sku w latach 2007-2010. 
Materiał do bada� stanowiły bloki parafinowe zawieraj�ce wycinki z guzów 
pierwotnych, z których wykonano mikromacierze tkankowe. 

Ocen� ekspresji białka PIK3CA wykonano z zastosowaniem po�redniej re-
akcji immunohistochemicznej posługuj�c si� do analizy odczynów wska
nikiem 
H (zakres wyników 0-300). Liczb� kopii genu PIK3CA zbadano przy u�yciu 
techniki podwójnej hybrydyzacji in situ, w której do wykrycia interesuj�cej nas 
sekwencji nukleotydowej stosuje si� sondy znakowane chromogenem i jonami 
srebra. 

Warto�	 wska
nika H była wi�ksza ni� 10 w 120 (57,7%) przypadkach 
NDRP, za� amplifikacj� genu PIK3CA zanotowano w 43 przypadkach (20,7%). 
Zarówno dodatnia ekspresja białka, jak i amplifikacja genu PIK3CA wyst�puj�
zdecydowanie cz��ciej w raku płaskonabłonkowym. Spo�ród innych badanych 
cech klinicznych i patologicznych wykazano m.in. zwi�zek wysokiego poziomu 
białka PIK3CA ze �rednic� guza (p=0,037), oraz liczby kopii genu PIK3CA z 
odsetkiem martwicy w guzie (p<0,001). Stwierdzono równie� korelacj� mi�dzy 
immunohistochemiczn� ocen� ekspresji białka PIK3CA a liczb� kopii genu 
PIK3CA (p=0,004, r=0,212). Ani poziom białka p110�, ani amplifikacja genu 
PIK3CA nie posiadaj� znaczenia rokowniczego u pacjentów z niedrobnokomór-
kowym rakiem płuca. 
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Podsumowuj�c, wysoki poziom białka i amplifikacja genu PIK3CA s� cz�-
stym zjawiskiem obserwowanym w NDRP, w szczególno�ci w raku płaskona-
błonkowym. Oba parametry nie maj� warto�ci prognostycznej, ale istnieje silny 
zwi�zek mi�dzy badanymi cechami, co mo�e by	 wykorzystane we wst�pnej 
kwalifikacji chorych do leczenia inhibitorami PI3K. Ocena statusu białka 
PIK3CA metod� IHC oraz liczby kopii genu PIK3CA metod� dual-ISH stanowi�
cenne narz�dzia diagnostyczne mog�ce mie	 zastosowanie w codziennej prakty-
ce klinicznej. 
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9. SUMMARY 

Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths worldwide, with a 
5-year survival probability of approximately 14%. Non-small-cell lung cancer 
(NSCLC) constitutes approximately 85% of all lung malignancies. 

Recently, the therapeutic landscape of NSCLC has changed due to progress 
in understanding of cancer biology. Several cell signaling pathways and molecu-
lar biomarkers were described as a potential targets for treatment. Phosphatidyl-
inositol-3-kinase catalytic subunit alpha isoform (PIK3CA) plays a crucial role 
in regulation of the PI3K/AKT pathway and might be a new predictive factor for 
treatment with novel agents targeting PI3K. 

The main aim of present study was to analyze PIK3CA gene copy number 
and protein expression in primary tumors from surgically resected NSCLC pa-
tients. We also assessed the associations among these abnormalities, patient 
characteristics and survival. 

The study included 208 NSCLC patients who underwent radical resection of 
primary tumor at the Department of Thoracic Surgery in Medical University of 
Gda�sk between 2007-2010. Study was performed on tissue microarrays con-
structed from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue blocks, contain-
ing representative primary tumor regions. 

Indirect immunohistochemical staining (IHC) for PIK3CA was determined 
according to semi-quantitative H-score, using 0-300 scale. PIK3CA gene copy 
number was analyzed using dual-in situ hybridisation (dual-ISH) where molecu-
lar probes are marked by chromogens and silver ions. 

PIK3CA IHC H-score was above 10 in 120 (57.7%) cases and PIK3CA am-
plification, defined as PIK3CA/CEP3 ratio �2, was detected in 43 tumors 
(20.7%). PIK3CA H-score and PIK3CA gene copy number (GCN) were higher 
in squamous cell lung cancer (p=0.016, p<0.001, respectively). Additionally, 
high PIK3CA protein level was associated with tumor size (p=0.037), and 
PIK3CA GCN was associated with the extent of tumor necrosis (p<0.001). We 
found a significant correlation between PIK3CA protein level and PIK3CA GCN 
(p=0.004, r=0.212). There was no association of analyzed parameters with re-
lapse free survival or overall survival. 

Present study indicates that high PIK3CA expression and gene amplification 
are more frequent in squamous cell versus other NSCLC histologies, but neither 
is associated with prognosis. There is a significant correlation between PIK3CA 
immunohistochemical staining and GCN. The above prevalence data may be 
considered for selection of patients to targeted therapy trials with phosphatidyl-
inositol 3-kinase pathway inhibitors. 


