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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AC — rakgruczotowy (ang. Adenocarcinoma)

ACS—- Amerykanskie Towarzystwo Onkologiczne (ang. American Cancer Society)

AJCC — Amerykanski Wspolny Komitet Raka (ang. American Joint Committee on Cancer)
AKT — serynowo-treoninowa kinaza AKT (ang. Serine/Threonine Kinase)

ALK- kinaza chtoniaka anaplastycznego (ang. Anaplastic Lymphoma Kinase)

AP1 - 1. biatko aktywujgce (ang. Activating Protein 1)

APC — polipowatosc¢ gruczolakowata jelita grubego (ang. Adenomatous Polyposis Coli)
CDK4 — 4. kinaza zalezna od cykliny (ang. Cyclin-Dependent Kinase 4)

Cl- przedziat ufnosci (ang. Confidence Interval)

CKla— kinaza kazeiny la (ang. Casein Kinase la)

COX2 —cyklooksygenaza 2 (ang. Cyclooxygenase 2)

CRD — domena bogata w reszty cysteinowe (ang. Cysteine Rich Domain)

CREBbp — biatko wigzace CREB (ang. CREB binding protein)

CtBP — biatko wigzace koniec C (ang. C-Terminal Binding Protein)

CTNNBIP1 - biatko oddziatujgce z B-katening 1 (ang. Catenin Beta Interacting Protein 1)
CYP — cytochrom P450 (ang. Cytochrome P450)

DAB - 3,3'-diaminobenzydyna

DACT2 —wigzacy Dishevelled antagonista B-kateniny 2 (ang. Dishevelled-Binding Antagonist of

B-catenin 2)
DDR2 -2. receptor domeny dyskoidyny(ang. Discoidin Domain Receptor 2)
DKK — inhibitor DKK (ang. Dickkopf)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)



Dvl — biatko Dishevelled (ang. Dishevelled)

EBUS- wewnatrzoskrzelowa ultrasonografia (ang. Endobronchial Ultrasound)

ECCU — kompleks E-kadheryna-katenina (ang. E-Cadherin-Catenin Unit)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy=wersenowy (ang. Ethylenediaminetetraacetic Acid)

EGF- naskdérkowy czynnik wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor)

EGFR — receptor naskérkowego czynnika wzrostu (ang. Epithelial Growth Factor Receptor)

EMMPRIN - czynnik indukujgcy metaloproteinazy macierzy pozakomérkowe] (ang.

Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer)

EMT - transformacja nabtonkowo-mezenchymalna (ang. Epithelial-Mesenchymal Transition)

EMX2 — (ang. Empty Spiracles Homebox 2)

ERCC — biatko uczestniczace w naprawie przez wycinanie (ang. Excision Repair Cross-

Complementation)

ERK5 5. kinaza regulowana zewnatrzkomaorkowo(ang. Extracellular-signal-regulated kinase 5)

EUROCARE —Europejski Rejestr Nowotwordw (ang. European Cancer Registry)

FAP — rodzinna polipowatos¢ gruczolakowata (ang. Familial Adenomatous Polyposis)

FGF — czynnik wzrostu fibroblastow (ang. Fibroblast Growth Factor)

FISH — fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. Fluorescence In Situ Hybridization)

FITC — izotiocyjanian fluoresceiny (ang. Fluorescein Isothiocyanate)

FRP — biatko zalezne od Frizzled (ang. Frizzled-Related Protein)

FZD- receptor Frizzled (ang. Frizzled)

GSK3pB- kinaza 3B syntazy glikogenu (ang. Glycogen Synthase Kinase-3 Beta)

H+E- barwienie hematoksyling i eozyng

HDPR1 — 1. biatko zalezne od deacetylazy histonéw (ang. Histone Deacetylase-Related Protein

1)



HER2 -2. receptor dla ludzkiego naskdrkowego czynnika wzrostu (ang. Human Epidermal

Growth Factor Receptor 2)

HGF- czynnik wzrostu hepatocytéw (ang. Hepatocyte Growth Factor)

HIER- odstoniecie epitopu w wysokiej temperaturze (ang. Heat-Induced Epitope Retrieval)

HR —iloraz ryzyka (ang. Hazard Ratio)

HRP- peroksydaza chrzanowa (ang. Horseradish Peroxidase)

HSP90 — biatko szoku termicznego 90 (ang. Heat Shock Protein 90)

IARC — Miedzynarodowa Agencja do Badarn nad Rakiem (ang. International Agency for

Research on Cancer)

IASLC — Miedzynarodowe Stowarzyszenie Badan Nad Rakiem Ptuca (ang. International

Association for the Study of Lung Cancer)

IGF — insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. Insulin-like Growth Factor)

IHC — badanie immunohistochemiczne (ang. Immunohistchemistry)

IMD —gestos¢ sieci naczyn mikrokrazenia w guzie (ang. Intratumoral Microvessel Density)

IMRT - radioterapia konformalna z modulacja intensywnosci dawki(ang. Intensity Modulated

Radiation Therapy)

ING4 —biatko ING4 (ang. Inhibitor of Growth Family Member 4)

JNK — kinaza domeny N-koricowej biatka c-Jun (ang. c-Jun N-terminal Kinase)

kDa — kilodalton

KRAS — onkogen KRAS (ang. Kristen Rat Sarcoma viral oncogene homolog)

LCC — rak wielkokomdrkowy (ang. Large Cell Carcinoma)

LDL — lipoproteina o niskiej gestosci (ang. Low-Density Lipoprotein)

Lef — limfoidalny czynnik wzmacniajacy (ang. Lymphoid Enhancing Factor)

LRP — biatko zwigzane z receptorem dla lipoproteiny o niskiej gestosci (ang. Low-Density

Lipoprotein-Receptor Related Protein)



LTR — dtugie powtarzajace sie sekwencje koricowe (ang. Long Terminal Repeat)

MCR - region o podwyzszonej czestosci wystepowania mutacji (ang. Mutation Cluster Region)

MDR - wielolekowa opornos¢ (ang. Multidrug Resistance)

MMP7 —metaloproteinaza macierzy zewngatrzkomarkowej 7 (ang. Matrix Metalloproteinase-7)

MMTV — mysi wirus raka piersi (ang. Mouse Mammary Tumor Virus)

mTOR — kinaza celu rapamycyny u ssakéw (ang. Mammalian Target Of Rapamycin)

NDRP - niedrobnokomadrkowy rak ptuca

NGS — sekwencjonowanie nowej generacji (ang. Next Generation Sequencing)

NKD1 —biatko NKD1(ang. Naked Cuticle Homolog 1)

NOS- nieokreslony (ang. not otherwise specified)

NTRK1-3 — receptor neurotropowej kinazy tyrozynowej 1-3 (ang. Neurotrophic Tyrosine

Receptor Kinase 1-3)

ORR- odsetek obiektywnych odpowiedzi (ang. Objective Response Rate)

OS — czascatkowitego przezycia (ang. Overall Survival)

p— wspotczynnik istotnosci statystycznej

PBS — roztwér buforu fosforanowego (ang. Phosphatate Buffered Saline)

PCR - taiicuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

PET - pozytonowa tomografia emisyjna (ang. Positron Emission Tomography)

PFS — czas przezycia wolnego od progresji (ang. Progression-free Survival)

PI3K — kinaza fosatydylo-3-inozytolu (ang. Phosphatidylinositol 3-Kinase)

PIER — proteolityczne odstoniecie epitopu (ang. Proteolytic-Induced Epitope Retrieval)

PL — optucna (ang. Pleura)

POCHP — przewlekta obturacyjna choroba ptuc

PP2A — fosfataza biatkowa 2A (ang. Protein Phosphatase 2A)
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PPARG — Gamma receptor aktywowany przez proliferatory peroksysoméw (ang. Peroxisome

Proliferator-Activated Receptor Gamma)

r— wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona

RanBP - biatko wigzgce Ran (ang. Ran-Binding Protein)

RFS — czas przezycia wolnego od nawrotu (ang. Recurrence Free Survival)

RNA - kwas rybonukleinowy (ang. Ribonucleic Acid)

RUNX3 —3. czynnik transkrypcyjny zalezny od Runt (ang. Runt-Related Transcription Factor 3)
RYK — zalezna od receptora kinaza tyrozynowa (ang. Related To Receptor Tyrosine Kinase)
SCC — rak ptaskonabtonkowy (ang. Squamous Cell Carcinoma)

SD- odchylenie standardowe (ang. Standard Deviation)

sFRP — wydzielane biatko zalezne od Frizzled (ang. Secreted Frizzled Related Protein)

Shh — homolog Sonic Hedgehog (ang. Sonic Hedgehog)

shRNA — kwas rybonukleinowy o strukturze ,,szpilki do wtoséw”(ang. Short Hairpin Ribonucleic

Acid)

SNP- polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism)
snRNA — maty, jadrowy kwas rybonukleinowy (ang. Small Nuclear Ribonucleic Acid)
TCF — czynnik limfocytéw T (ang. T-cell factor)

TGF- transformujacy czynnik wzrostu (ang. Transforming Growth Factor)

TKI —inhibitor kinazy tyrozynowej (ang. Tyrosine Kinase Inhibitor)

TMA- mikromacierz tkankowa (ang. Tissue Microarray)

TMEMS88 —88. przezbtonowe biatko (ang. Transmembrane Protein 88)

TNM- klasyfikacja zaawansowania nowotworu uwzgledniajgca status guza pierwotnego,

regionalnych weztéw chtonnych oraz przerzutédw odlegtych (ang. Tumor, Nodes, Metastases)

TTF1 —1. tarczycowy czynnik transkrypcyjny (ang. Thyroid Transcription Factor-1)



UICC— Miedzynarodowa Unia do Walki z Rakiem (fr. Union InternationaleContre le Cancer)
VEGF — czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego (ang. Vascular Endothelial Growth Factor)

WDFA — dobrze zréznicowany gruczolakorak typu ptodowego (ang. Well Differentiated Fetal

Adenocarcinoma)

WHO- Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organisation)

WIF-1 — 1. inhibitor Wnt (ang. Wnt Inhibiting Factor-1)

WISP2 -2.biatko indukowane przez Wntl (ang. Wnt1 Inducible Signaling Pathway Protein 2)

Wnt- biatko kodowane przez gen Wingless—gen miejsca integracji wirusa MMTV(ang.

Wingless-Type MMTV Integration Site Family, Member 1)

B-TrCP— biatko zawierajace powtdrzenia B-transducyny



WSTEP

1. Epidemiologia, klasyfikacja i etiologia raka ptuca

Pierwsze doniesienia o zachorowaniach na raka ptuca pochodzg z XV wieku. U wielu
goérnikdow zatrudnionych w tym okresie w kopalniach na granicy czesko-niemieckiej
zdiagnozowano s$miertelng bergkrankheit—,chorobe goérska” [1,2,3]. W roku 1879 Harting
i Hesse przeprowadzili badania autopsyjne20 gérnikow — u 75% chorych z bergkrankheit
postawili rozpoznanie miesaka ptuca. Za czynnik etiologiczny choroby, ktdérg nastepnie

okreslono mianem,, ptaskonabtonkowy rak ptuca”, uznano ekspozycje na pyt kopalniany [4].

Choroby nowotworowe stanowig drugg pod wzgledem czestosci, po chorobach ukfadu
krazenia, przyczyne zgondw. Rak ptuca jest najczestszym nowotworem ztosliwym (1,6 min,
tj. 13% rozpoznan sposrdod 12,7 min nowotwordéw ztosliwych diagnozowanych rocznie na

Swiecie) oraz najczestszg przyczyna zgonow nowotworowych (1,4 min zgondw rocznie, 18%)

[5].

Liczba zachorowan na raka ptuca narastata logarytmicznie od lat 30-tych ubiegtego
wieku, a od kilku dekad mozemy moéwic juz o globalnej pandemii raka ptuca. W Polsce w
pierwszej potowie lat 90-tych zaobserwowano stabilizacje, a nastepnie tendencje spadkowg
zachorowalnosci wsréd mezczyzn, natomiast w populacji kobiet zapadalnos$é¢ nadal wzrasta,
szczegblnie w przedziale wiekowym 45-54 lata. Rak ptuca jest najczestszym nowotworem
ztosliwym u mezczyzn (19,9% wszystkich rozpoznan onkologicznych), natomiast w populacji
kobiet zajmuje drugie miejsce po rakupiersi (8,7% wszystkich rozpoznan onkologicznych).
Z danych Krajowego Rejestru Nowotwordw wynika, ze w 2012 roku w Polsce nowotwér ten
rozpoznano u okoto 15.000 mezczyzn, a wspotczynnik zachorowan wynidst 81,9/100.000.
W tym okresie u okoto 5.500 kobiet zdiagnozowano raka ptuca, a wspdtczynnik
zachorowalnosci wynidst odpowiednio 22,2/100.000. Ryzyko zachorowania na raka ptuca w
Polsce jest ok. 3 razy wyzsze u mezczyzn niz u kobiet. Wiekszo$¢ zachorowan na nowotwory
ztosliwe ptuca wystepuje po 50. roku zycia (96% zachorowan u mezczyzn i 95% zachorowan
u kobiet), przy czym okoto 50% zachorowan u obu ptci przypada na populacje oséb po 65. roku
zycia.Ryzyko zachorowania na raka ptuca wzrasta z wiekiem, osiggajac szczyt u mezczyzn
w 6smej dekadzie zycia (455/100.000), a u kobiet na przetomie szostej i si6dmej dekady zycia

(100/100.000) [6].
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W Polsce 55-60% nowotwordw ptuca rozpoznaje sie w stadium zaawansowanym — w
stopniu zaawansowania klinicznego 1lIB (naciek krytycznych struktur Srédpiersia, zmiany
satelitarne umiejscowione w innym niz pierwotny guz ptacie tego samego ptuca i/lub przerzuty
do weztéw chtonnych $rodpiersia po stronie przeciwnej lub weztéw nadobojczykowych)
i IV (zmiany przerzutowe w drugim ptucu, zajecie optucnej lub osierdzia oraz przerzuty w

odlegtych narzadach) [6].

W populacji polskiej wskazniki przezycia 5-letniego chorych z nowotworami ptuca w
ciggu pierwszej dekady XXI wieku w populacji mezczyzn wzrosty z 10,8% do 11,9%, natomiast w

populacji kobiet - z 15,7 % do 16,9% [6].

W 2012 roku zarejestrowano 22.512 zgondéw z powodu nowotwordw ptuca, w tym
16.880 u mezczyzn i 5.632 u kobiet (wskaznik struktury, odpowiednio 30,7% i 15,3%).
Standaryzowany wspétczynnik umieralnosci na 100.000 oséb wyniést w 2012 roku 53,3 u
mezczyzn i 16,4 u kobiet. Wiekszos¢ zgondw z powodu nowotwordw ztosliwych ptuca
wystepuje po 50. roku zycia. Najwiecej zgondw u mezczyzn notuje sie w siddmej dekadzie
zycia, u kobiet na przetomie szostej i si6dmej dekady zycia. Ryzyko zgonu z powodu tego
nowotworu wzrasta wraz z wiekiem, poczawszy od pigtej dekady zycia i najwyzsze wartosci
osigga po 70. roku zycia, zarébwno u mezczyzn,jak i u kobiet. W populacji mezczyzn wzrost
umieralnosci utrzymywat sie do poczatku lat 90-tych XX wieku, po czym nastgpita stabilizacja
i znaczacy spadek tego wspotczynnika. Wsrdd kobiet od ponad 4 dekad umieralnosé
charakteryzuje sie tendencjg rosngcg. Zaznaczy¢ nalezy, iz umieralno$¢ z powodu nowotwordéw

ptuca w Polsce jest u obu ptci znaczgco wyzsza niz srednia dla krajow Unii Europejskiej [6].

Pierwotny rak ptuca jest nowotworem pochodzgcym z komdrek nabtonkowych.W 2011
roku Miedzynarodowe Stowarzyszenie Badarn Nad Rakiem Ptuca (IASLC) zaproponowato
zmodyfikowang klasyfikacje rakéw gruczotowych. W 2015 rokuwydano modyfikacjeklasyfikacji
WHO, wprowadzajgcg istotne zmiany i precyzujgcg znaczenie badarn immunohistochemicznych
dla okreslania typu histologicznego.Wedtug danych dla krajéw Europy Zachodniej okoto 95%
wszystkich rakéw ptuca stanowig 4 typy histologiczne: rak gruczotowy (okoto 40% — najczestszy
u 0s6b niepalacych), rak ptaskonabtonkowy (okoto 30%), rak drobnokomdrkowy (okoto 15%)
oraz rak wielokomérkowy (okoto 10%). W Polsce nadal u obu ptci dominuje rak
ptaskonabtonkowy, stanowigc 55,2% rakoéw ptuca u mezczyzn i 32,5% u kobiet. U kobiet, w
poréwnaniu z mezczyznami, wystepuje wyzszy odsetek raka gruczotowego (18% vs 6,6%) i
drobnokomédrkowego (18,5% vs 15,5%) [7]. Gruczolakorak wykazuje histologiczng tendencje do

tworzenia uktadéw pecherzykowych lub brodawkowatych oraz czesto do produkcji sluzu. W
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spektrum naciekajgcych rakéw gruczotowych ptuca wyrdznia sie gruczolakoraki gtéwnie typu
tapetujgcego, gtéwnie typu zrazikowego, gtéwnie typudrobno- lub brodawkowatego oraz
gtéwnie typu litego. Posrdd histologicznych wariantow raka gruczotowego naciekajgcego
wyrdznia sie: raka gruczotowego naciekajgcego sluzowego, raka gruczotowego koloidowego, a
takze  ptodowego oraz jelitowego. Charakterystycznymi  cechami  réznicowania
ptaskonabtonkowego raka ptuca jest obecno$¢ rogowacenia i/lub  mostkéw
miedzykomérkowych,  widocznych w  badaniu  mikroskopowym.  Wsréd  typow
ptaskonabtonkowego raka ptuca wyrdznia sie nastepujgce odmiany: brodawkowaty,
drobnokomodrkowa, jasnokomodrkowa oraz bazaloidalng. Rak wielokomdrkowy stanowi
niezréznicowany podtyp nowotworu, w ktérym nie wyodrebnia sie jednoznacznie
cytologicznych i architektonicznych wyktadnikéw drobnokomérkowego raka ptuca,
roznicowania ptaskonabtonkowego ani gruczotowego. Na podstawie charakterystyki
cytologicznej wyrdznia sie podtyp jasnokomadrkowy, rabdoidalny, limfoepitelioidny, bazoidalny
oraz neuroendokrynny. Architektonike drobnokomodrkowego raka ptuca, zaliczanego do
spektrum nowotworéw neuroendokrynnych, charakteryzuje obecnos¢ komérek niewielkich
rozmiaréw, o skapej cytoplazmie i prymitywnym jadrze o drobnoziarnistej chromatynie [8].
Rozpoznanie nieokreslonego niedrobnokomdrkowego raka ptuca (ang. not otherwise specified
— NOS) stosuje sie w przypadku braku mozliwosci okreslenia histologicznego typu nowotworu
na podstawie obrazu mikroskopowego oraz wynikéw weryfikacji immunohistochemicznej.
Odsetek nieokreslonych nowotworéw ptuca nie powinien przekracza¢ 10% wszystkich

rozpoznan niedrobnokomaérkowego raka ptuca (NDRP).

Gtéwna przyczyng obserwowanej epidemii raka ptuca jest rozpowszechnienie natogu
palenia tytoniu, co potwierdzono w opublikowanym w 1964 roku obszernym raporcie
,Surgeon's General Report on Smoking and Heath” [1]. W badaniu populacyjnym
przeprowadzonym w Polsce w 2004 roku ws$réd 1005 oséb wykazano, ze 35% Polakéw powyzej
15-tego rz. pali tyton. Palacze stanowia okoto 90% chorych na raka ptuca [9,10]. Ryzyko
zachorowania na raka pfuca zalezy od wieku w chwili rozpoczecia palenia, dtugosci
i intensywnosci tytoniowej ekspozycji (mierzonej liczbg paczkolat) oraz rodzaju papierosow.
Ryzyko jest wyzsze dla osdb wczesniej ulegajgcych natogowi, rosnie proporcjonalnie wraz
z liczbg paczkolat i jest nieznacznie nizsze w przypadku papierosow z filtrem, fajek i cygar. Bach
i wsp. wykazali, ze takze osoby wtdrnie eksponowane na dym tytoniowy, tzw. bierni palacze, sg
w grupie podwyzszonego ryzykazachorowania na raka ptuca [11,12]. Miedzynarodowa Agencja
do Badan nad Rakiem (IARC) zaliczyta bierng ekspozycje na dym tytoniowy do karcynogenow

klasy A [5]. U matzonkdw oséb palgcych ryzyko zachorowania wzrasta o okoto 25%, zas$ u oséb
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narazonych na przebywanie w dymie tytoniowym w pracy o okoto 17% [13]. Ostatnie badania
wskazujg ponadto na znaczenie dodatkowych czynnikéw, takich jak sposdb wdychania dymu
tytoniowego, a takie cechy demograficzne oraz genetyczne, zwtaszcza warunkujgce
metabolizm nikotyny. Wyniki prospektywnych badan obejmujgcych dwie jednomilionowe
grupy obywateli Standéw Zjednoczonych American Cancer Society Cancer Prospective Study | &
Il (ACS CPS 1 i Il) wykazaty, ze wzgledne ryzyko zachorowania u palgcych w porédwnaniu z

niepalgcymi wynosi 24 dla mezczyzn i 12,5 dla kobiet [14].

Sposréd okoto 4000 toksycznych substancji zawartych w dymie papierosowym,
kilkadziesigt ma potwierdzone kancerogenne dziatanie (zwigzki z grupy wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych — benzopiren, nitrozoaminy, aminy aromatyczne, pochodne
fenolu, katechole i zwigzki niektorych metali). Tytoniowe kancerogeny oddziatujg poprzez
reaktywne czastki powstajgce podczas ich metabolizowania w komdrkach btony sluzowe;j
oskrzeli lub poprzez bezposrednie wigzanie sie z receptorami oraz aktywowanie biatek
regulujgcych komérkowe procesy m.in. apoptozy i angiogenezy. W mechanizm kancerogenezy
wpisuje sie takze draznigce dziatanie dymu tytoniowego, sprzyjajgce infekcjom drég
oddechowych, oraz ostabienie miejscowych reakcji immunologicznych. Pod wptywem
ekspozycji na dym tytoniowyw obrebie btony sluzowej oskrzeli dochodzi do powstania pdl
kancerogenezy, morfologicznie odpowiadajgcych ogniskom metaplazji lub dysplazji nabtonka,
ktérego komoédrki wykazujg obecnos¢ mutacji gendw istotnych dla prawidtowego
funkcjonowania komorki, gtdwnie gendw supresorowych i onkogendw.Na wstepnym etapie
dochodzi w materiale genetycznym tych komdérek do niestabilnosci genomu, utraty
fragmentéw DNA oraz rearanzacji chromosomalnych. Posrednie metabolity benzopirenu,
najdogtebniej zbadanego kancerogenu dymu tytoniowego, faczg sie z DNA, zwykle w pozycji
guaniny, zwiekszajac ryzyko powstania mutacji w tym regionie. Nitrozoaminy prowadza do
aktywacji szlakéw regulujgcych proliferacje, apoptoze i angiogeneze. Oddziatywania
weglowodoréw aromatycznych i nitrozoamin z nicig DNA prowadzg do formowania adduktéw
DNA. W procesie tym biorg udziat 2 grupy enzymow: enzymy P450, odpowiedzialne za
metaboliczng aktywacje kancerogendéw, oraz transferaza glutationowa, neutralizujgca
reaktywne kancerogeny. Dym tytoniowy indukuje takze oksydacyjne zmiany w DNA,
najczesciej zwigzane z powstaniem 8-oksoguaniny, odpowiedzialnej za transwersje G-T [10].
Kontynuacja ekspozycji na dym tytoniowy prowadzi do dalszych etapow kancerogenezy —
promocji nowotworu z kumulacjg genetycznych i epigenetycznych zaburzen. Istotnym
zjawiskiem jest takze wzrost aktywnosci telomerazy, co prowadzido nieograniczonych

podziatéw nieprawidtowychkomoérek.
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Do najczestszych mutacji wystepujgcych pod wptywem kancerogendw zawartych
w dymie tytoniowym nalezg: mutacje genu p53 (obecne w 80-90% rakéw drobnokomérkowych
i 20-60% rakéw niedrobnokomdrkowych) i genu K-RAS. W badaniach doswiadczalnych
obserwowano takze nieprawidiowe wzorce metylacji genédw w komodrkach raka ptuca,
dotyczace gtéwnie sekwencji promotorowych [10].Do czynnikdw ryzyka o mniejszym znaczeniu
w etiopatogenezie raka ptuca (odpowiadajgcych za 5-10% zachorowan) nalezg: ekspozycja
zawodowa na azbest, niektore metale (arsen, chrom, kadm, nikiel, otéw), krzemionke i
promieniowanie jonizujgce (szczegdlnie w wyniku narazenia na radon, co stanowi drugg w
kolejnosci przyczyne raka ptuca w krajach rozwinietych) [15,16,17].Wydaje sie,
ze niektore przewlekte choroby uktadu oddechowego (przewlekta obturacyjna choroba ptuc,
zwtdknienie ptuc, pylica, gruzlica) zwiekszajg ryzyko raka ptuca, a najlepiej udokumentowano

ten zwigzek dla przewlektej obturacyjnej choroby ptuc (POCHP) [18,19,20].

Bezsprzecznie jednak najistotniejszg przyczyng pandemii raka ptuca jest natdg
tytoniowy i ograniczanie ekspozycji spoteczenstw na dym tytoniowy powinno by¢

podstawowym rodzajem interwencji w ramach profilaktyki pierwotnej raka ptuca.

2. Zasady postepowania w raku ptuca

U wiekszosci chorych rak ptuca rozpoznawany jest w zaawansowanym stadium (75%
chorych w stopniu Il i IV zaawansowania klinicznego), co wynika z obserwowanego czesto
w naturalnej historii choroby dtugotrwatego, bezobjawowego przebiegu oraz brakuskutecznej

metody badan przesiewowych.

Wyniki leczenia tego nowotworu wcigz pozostajg niezadowalajace — dane z badania
EUROCARE-5 wskazujg, ze 5-letni wskaznik przezycia jest udziatem zaledwie 10-14% ogodtu

chorych, a roczny — okoto 30% chorych [21].

Obowigzujagcym standardem leczenia wczesnego raka ptuca (stopnien klinicznego
zaawansowania |I-Il), a takze wyselekcjonowanych chorych w stopniu zaawansowania
klinicznego llIA (z wytaczeniem wiekszosci chorych z cechg N2), jest pierwotna radykalna
resekcja migzszu ptucnego (najczesciej lobektomia lub pneumonektomia, w wyjgtkowych
przypadkach chorych z ograniczong wydolnoscig oddechowg — resekcja klinowa) oraz usuniecie
weztéw chtonnych wneki i Srédpiersia [22]. W przypadku chorych w stopniu zaawansowania

IA z cechg N2 postepowanie chirurgiczne rozwaza sie wyjgtkowo w sytuacji tzw.
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,minimalnego” zajecia weztdw chtonnych Srédpiersia, po uzyskaniu obiektywnej odpowiedzi
na indukcyjng chemioterapie [7,23]. Niestety jedynie 0k.15-20% ogdétu chorych
z rozpoznaniem raka ptuca kwalifikuje sie do zabiegu operacyjnego. Poczatki chirurgicznego
leczenia raka ptuca siegajg 1933 roku, kiedy to Evarts Graham przeprowadzit pierwszg udang
pneumonektomie [24]. Od tego czasu rozwdj przedoperacyjnej diagnostyki oraz pooperacyjnej
opieki spowodowat obnizenie odsetka $miertelnosci okoftooperacyjnej, obecnie nie

przekraczajacej 5%.

Chorych z wczesnym rakiem ptuca (T1-2NOMO),niekwalifikujgcych sie do zabiegu
operacyjnego z powodu ograniczonej rezerwy oddechowej lub niewydolnosci krgzeniowo-
oddechowej,leczy sie z wykorzystaniem radioterapii stereotaktycznej, ktérej wczesne wyniki sg

porownywalne do resekcji chirurgicznych [25].

Wyniki badan Il fazy z randomizacjg oraz ich metaanaliza wskazujg, ze pooperacyjna
radioterapia po radykalnej resekcji raka pftuca u chorych w stopniu zaawansowania
patologicznego pl-plll zmniejsza ryzyko miejscowych nawrotéw bez wydtuzenia czasu
przezycia, a w stopniach | i Il moze miec¢ niekorzystny wptyw na przezycie. Wskazania do
zastosowania uzupetniajgcej radioterapii obejmujg: nieradykalno$¢ chirurgiczng oraz
niewiarygodng ocene patologicznej cechy N2 [26]. W planowaniu pooperacyjnej radioterapii
wykorzystuje sie najczesciej technike konformalng z zastosowaniem modulacji intensywnosci

dawki (IMRT) i stosuje sie dawki w zakresie 54-66Gy [7].

Wyniki badan z losowym doborem chorych oraz ich metaanalizy wskazujg, Zze
zastosowanie pooperacyjnej chemioterapii prowadzi do poprawy wskaznika 5-letniego
przezycia o 4-15% [27,28]. Znamienna korzys¢ z zastosowania uzupetniajacej chemioterapii
dotyczy wytgcznie chorych z rakiem ptuca w stopniu zaawansowania klinicznego Il i IlIA [29,30].
Pooperacyjna chemioterapia obejmuje 3-4 cyklez zastosowaniem dwdch cytostatykdw, w tym

pochodnych platyny, stosowanych co 3 tygodnie.

W latach 50-tych XX wieku zaczeto wykorzystywa¢ promieniowanie jonizujgce do
leczenia raka ptuca. Aktualnie do radykalnej radioterapii kwalifikuje sie chorych, u ktérych
przeprowadzenie radykalnej resekcji nie jest mozliwe ze wzgledu na zasieg nowotworu
(stopien klinicznego zaawansowania IlIA i llIB) lub istniejg istotne medyczne przeciwwskazania

do znieczulenia ogdlnego i zabiegu operacyjnego [7].

Wyniki badan z randomizacjg oraz ich metaanalizy wykazaty, ze skojarzenie

teleradioterapii z chemioterapig jest skuteczniejsze w porownaniu do samodzielnej
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radioterapii (poprawa odsetka przezy¢ 5-letnich o ok. 5%)[31]. Jednoczesne zastosowanie obu
metod wigze sie ze znamiennym zyskiem terapeutycznym, kosztem wyzszego ryzyka dziatan
niepozgdanych (gtéwnie ostrego zapalenia przetyku, w mniejszym stopniu pneumo- i

mielotoksycznosci)[32].

W radykalnym napromienianiu (wytagcznym lub skojarzonym z chemioterapig) stosuje
sie techniki konformalne, najczesciej z zastosowaniem modulacji intensywnosci wigzki (IMRT),
oraz dawki w zakresie 60-66Gy [7]. Obszar tarczowy obejmuje guz pierwotny oraz zajete wezty

chtonne wneki i Srédpiersia.

Chorzy z rakiem ptuca w stadium uogdlnienia najczesciej poddawani sg chemioterapii z
intencja paliatywng. Pierwszym cytostatykiem, ktdry w latach 40-tych ubiegtego wieku znalazt
zastosowanie w leczeniu raka ptuca byt gaz musztardowy. Na przetomie lat 70-tych i 80-tych
zidentyfikowano kolejne zwigzki, ktére wykazaty aktywnosé¢ w leczeniu raka ptuca, a
prawdziwym postepem na polu skutecznosci leczenia systemowego okazato sie zastosowanie
zwigzkéw platyny. Przez kolejne 2 dekady w licznych przeprowadzonych prospektywnych
badaniach z randomizacjg badano skutecznos¢ réznych schematéw chemioterapii (z udziatem
cisplatyny, karboplatyny, pemetreksedu, gemcytabiny, winorelbiny, etopozydu, paklitakselu
lub docetakselu) [33].Schematyzawierajgcepochodng platyny okazaty sie najskuteczniejsza
opcja terapeutyczng [34]. W wyniku stosowania chemioterapii uzyskano wydtuzenie czasu
catkowitego przezycia chorych o ok. 1,5-2 miesigce (do okoto 9 miesiecy), a odsetek chorych
zyjacych rok lub dtuzej wzrést o okoto 10%. Jednak obiektywng odpowiedZ obserwuje sie

jedynie u 25-30% chorych, niezaleznie od zastosowanego schematu leczenia [35,36].

Metodg wykorzystywang celem kontroli dolegliwosci u ok. 50-60% chorych w stadium
uogolnienia raka ptuca jest brachyterapia Iub hipofrakcjonowana teleradioterapia
paliatywna.Najczesciej stosowane schematy frakcjonownia to 20 Gy w 5 frakcjach oraz 30 Gy w

10 frakcjach [7].

3. Ukierunkowane molekularnie leczenie raka ptuca

Szacowana mediana catkowitego przezycia chorego z zaawansowanym lub
uogodlnionym rakiem ptuca wynosi obecnie od 10 do 12 miesiecy [7]. Zastosowanie
standardowego leczenia cytostatycznego w niewyselekcjonowanej populacji prowadzi do

uzyskania czasu przezycia wolnego od progresji (PFS) wynoszgcego srednio 3-5 miesiecy [37].
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Niezadowalajgce wyniki leczenia i osiggniecie plateau skutecznosci terapeutycznej
powyzszych metod stymulowaty badaczy do poszukiwania nowych rozwigzan w zakresie

leczenia systemowego.

W ostatnich dekadach w badaniach przedklinicznych i klinicznych udato sie
zidentyfikowac¢ kluczowe mutacje onkogenne— insercje, delecje i amplifikacje genowe, a takze
rearanzacje — ktére prowadzg do aktywacji istotnych, wewngtrzkomorkowych szlakéw
przekazywania sygnatu, promujgc niekontrolowany wzrost komdrek nowotworu. Doktadne
poznanie molekularnej natury nowotworu poprzez profilowanie genomu moze okazaé sie
kluczem do opracowania potencjalnie skutecznego leczenia celowanego w molekularnie
zdefiniowanych typach nowotwordw. Wysitki licznych instytutow badawczych koncentrujg sie
aktualnie na sekwencjonowaniu genomu nowotwordéw — odkrywaniu somatycznych zaburzen
na poziomie gendw kodujacych biatka uczestniczagce w kaskadzie przekazywania sygnatu i
kontroli podstawowych procesdw zyciowych komodrek (proliferacja, dojrzewanie, cykl
komérkowy, angiogeneza, apoptoza), ktére stanowityby punkt uchwytu ukierunkowanych
molekularnie terapii. W badaniachprzedklinicznych potwierdzono, Zze nieprawidtowe
biatkapowstate na skutek wspomnianych mutacji onkogennychmogg zosta¢ zahamowane przez
monoklonalne przeciwciata skierowane przeciwko okreslonemu receptorowi lub poprzez
drobnoczasteczkowe inhibitory kinaz tyrozynowych danych biatek(ang. tyrosine kinase

inhibitors, TKI).

Za poczatek ery medycyny spersonalizowanej w leczeniu raka ptuca przyjmuje sie
pierwsze zastosowanie drobnoczgsteczkowych inhibitoréw kinazy tyrozynowej receptora
naskdrkowego czynnika wzrostu (ang. epithelial growth factor receptor, EGFR) w przypadkach
nowotworéw z potwierdzong mutacjg genu EGFR. Wprowadzenie do praktyki klinicznej
genotypowo-celowanych terapii istotnie zmienito rokowanie chorych z zaawansowanym
rakiem ptuca, wykazujgc w badaniach klinicznych poprawe wskaznikdw obiektywnej

odpowiedzi i czasu przezycia w poréwnaniu z efektami standardowej chemioterapii.

Przyktady zaburzen molekularnych o udowodnionym znaczeniu predykcyjnym

wystepujacych w niedrobnokomérkowym raku ptuca to:

— wzglednie czeste nieprawidtowosci EGFR (silna ekspresja biatka — 40-80% przypadkdow
NDRP, wysoki poziom polisomii lub amplifikacja — 30-40% oraz mutacje genu EGFR — 10-
20%), ktdére stanowig punkt uchwytu dla inhibitoréw kinazy tyrozynowej EGFR -
erlotynibu, gefitynibu i afatynibu, oraz przeciwciata monoklonalnego przeciwko EGFR —

cetuksymabu;
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— rearanzacja genu ALK (3-5% NDRP) oraz rearanzacja genu ROS1(1-3% NDRP), bedgce
predykcyjnymi markerami terapeutycznej korzysci z zastosowania inhibitora ALK -
kryzotynibu;

— mutacje gendw HER2i BRAF, zwigzane z korzyscig kliniczng z zastosowania inhibitoréw

biatek odpowiadajgcych tym genom [38].

Aktualnie trwaocena genomu nowotworéw ptuca pod katem innych zaburzen
molekularnych z wykorzystaniem metod sekwencjonowania nowej generacji (ang. next
generation sequencing, NGS), fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. fluorescence in situ
hybridization, FISH) oraztancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reaction,PCR)
[39-41]. Statystyki podaja, ze w USA oraz krajach Europy Zachodniej u ponad potowy chorych z
rozpoznaniem raka ptuca wykrywa sie przynajmniej jedno zaburzenie molekularne, bedace
potencjalnym celem ukierunkowanej interwencji [42]. Dane opublikowane przezLung Cancer
Mutations Consortium potwierdzajg wydtuzenie mediany przezycia wyselekcjonowanych
chorych z zaawansowanym rakiem ptuca, poddanych leczeniu ukierunkowanemu
molekularnie, do ponad 3 lat, z towarzyszgca znamienng poprawg jakosci zycia [43]. Korzysci
kliniczne ptyngce z zastosowania terapii celowanych zmieniajg obraz terapeutyczny raka ptuca,
wprowadzajg nowa jakos¢ i wyznaczajgnowe cele podejmowanych wysitkéw naukowo-

badawczych.

Atrakcyjnymi celami molekularnymi oraz potencjalnymi czynnikami predykcyjnymi
wydajg sie zidentyfikowane w ostatnim czasie w genomie raka ptuca: amplifikacja i mutacja
genu MET (2-5% NDRP), translokacja genu RET (1,5% NDRP), amplifikacja genu FGFR (5-20%
NDRP), mutacja genu DDR2 (4% NDRP), mutacja genu MEK (1% NDRP) oraz rearanzacja genu
NTRK1-3 (3% NDRP) [38].0dkrywanie kolejnychzaburzerimolekularnych w raku ptuca, analiza
ich prognostycznego i predykcyjnego potencjatu oraz poszukiwanie lekéw swoiscie hamujgcych
zidentyfikowane szlaki sygnatowe sg bardzo obiecujgcym kierunkiem dalszych badan
translacyjnych i projektowaniaindywidualizowanych terapii. Juz dzi$ nalezy uwzgledniac
genotypowanie nowotworu jako integralng sktadowg diagnostyki i klasyfikacji onkologicznej, a

w przysztosci jedno z podstawowych narzedzi w podejmowaniu decyzji terapeutycznych.

Niezadowalajgca skutecznos$¢ leczenia onkologicznego wynika z heterogennosci
nowotwordw, pierwotnej lub indukowanej opornosci na cytostatyki i promieniowanie
jonizujace, a takie obecnosci niewrazliwych na leczenie nowotworowych komodrek
macierzystych. Aktualnie najistotniejszg szansg na przezwyciezenie tych terapeutycznych

ograniczen wydaje sie mozliwie najbardziej precyzyjne rozszyfrowanie molekularnego kodu
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nowotwordw, a nastepnie rozwdj i powszechne wdrozenie adekwatnych terapii celowanych.
Bardzo obiecujagcg metodg systemowego leczenia nowotworéw jest obecnie réwniez

modulacja odpowiedzi immunologiczne;j.

4. Szlak transdukcji sygnatu zalezny od Wnt

Szlak transdukcji sygnatu zalezny od Wnt po raz pierwszy wzbudzit zainteresowanie
badaczy w latach 80-tych ubiegtego wieku. W 1982 roku Varmus i Nusse zidentyfikowali
protoonkogen int-1, ktéry ulegajac aktywacji poprzez integracje fragmentu LTR mysiego wirusa
raka piersi (ang. mouse mammary tumor virus, MMTV), wywotuje transformacje
nowotworowg w gruczole piersiowym gryzoni [44-46]. W tym okresie Nusslein-Volhard i
Wieschaus odkryli homologiczny, kodujgcy to samo biatko, gen segmentalnej polarnosci u
muszki owocowej (tac.Drosophila melanogaster), odpowiedzialny za prawidtowy rozwdj
skrzydet owada, ktdory niezaleznie nazwali wingless (wg) [47]. Fuzja obu terminéw

zapoczatkowata okreslenie ,,Wnt" [48,49].

W rodzinie biatek Wnt zidentyfikowano 19 glikoprotein (39-46 kDa). Strukturalnie
biatka te bogate sg w reszty cysteinowe ($rednio 23-25), ktére odgrywajg role w formowaniu
mostkéw disulfidowych istotnych dla multimeryzacji [50]. Biatka Wnt charakteryzujg sie
wtasciwosciami hydrofobowymi i sg nierozpuszczalne, co dtugo utrudniato wyizolowanie ich
aktywnych form. Po raz pierwszy w 2003 roku Nusse i wspotpracownicy wyizolowali aktywne
produkty mysiego genu Wnt3a i genu Wnt8muszki owocowej. W retikulum
endoplazmatycznym biatka Wnt poddawane s3 przez enzym Porc posttranslacyjnym
modyfikacjom: palmitynacji, umozliwiajgcej prawidtowg ich sekrecje i funkcje, oraz N-

glikozylacji [50-52].

Ligandy nalezace do rodziny Wnt podzieli¢ mozna w zaleznosci od petnionej funkcji na:
glikoproteiny o wtasciwosciach onkogennych (aktywujgce sSciezke zwigzang z B-katening), do
ktorej nalezg m.in. Wntl, 2, -3A, -8 oraz -8Boraz glikoproteiny nie wykazujgce wtasciwosci
transformujacych (aktywujace Sciezke niekanoniczng i dziatajgce antagonistycznie wzgledem

biatek pierwszej grupy), do ktdrej nalezg m.in. Wnt4, -5a oraz -11.
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Zidentyfikowano 5 szlakow komdrkowych aktywowanych przez biatka z rodziny Wnt:

— kanoniczny, zalezny od B-kateniny — regulujacy ekspresje gendw poprzez kompleks B-
katenina/TCF (T-cell factor);

— polarny — aktywujgcy AP1 poprzez JNK i regulujacy asymetryczng polarnos¢, ksztatt i
zdolnos¢ migracji komorek;

— zalezny od jondéw wapnia — aktywujacy proteinowg kinaze C i regulujagcy komdrkowa
adhezje poprzez m.in. Wnt5a i Wntl1;

— zalezny od biatkowej kinazy A — regulujgcy proces miogenezy;

— zalezny od nietypowych receptorow kinazy tyrozynowej (RTK) — Ror i Ryk [53].

Dotychczas najlepiej zbadang $ciezky sygnatowg zwigzang z biatkami Wnt jest Sciezka
kanoniczna, ktérej dotyczy niniejsza rozprawa. Zidentyfikowano 6 glikoprotein Wnt

aktywujgcych wspomniang Sciezke: Wnt1, Wnt2, Wnt3, Wnt3a, Wnt8 i Wnt8b [53].

Aktywnos¢ kanonicznego szlaku sygnatowego jest determinowana przez poziom
zgromadzonej w cytoplazmie B-kateniny. Cytoplazmatyczny poziom B-kateniny utrzymywany
jest fizjologicznie na niskim poziomie poprzez dokonujacg sie w sposéb ciggly proteasomalng
degradacje zalezng od ubikwityny, ktdra jest regulowana przez poliproteinowy kompleks
sktadajacy sie z aksyny, APC (fac. Adenomotous Polyposis Coli), biatkowej fosfatazy 2A (ang.
protein phosphatase 2A, PP2A), kinazy 3B syntazy glikogenu (ang. glycogen synthase kinase-3
beta, GSK3B) oraz kinazy kazeiny la (ang. casein kinase la, CKla) [54,55]. W procesie
proteasomalnej degradacji biorg udziat: enzym aktywujgcy ubikwityne (E1), enzym koniugujgcy
ubikwityne (E2) oraz ligaza ubikwityny (E3).Biatka GSK3f3 oraz CK1la posrednicza w degradacji
B-kateniny poprzez fosforylowanie specyficznych reszt aminokwasowych (Ser33, Ser37 i Thr4l
przez GSK-3B i Serd5 przez CKla), co umozliwia rozpoznanie biatka przez kompleks B-TrCP
(ang.B-transducin repeat containing protein), bedacy sktadnikiem ligazy ubikwityny (E3), a
nastepnie ostateczng degradacje przez kompleks 26S proteasomu [56-58].Transdukcja sygnatu
rozpoczyna sie od potgczenia ligandéw Wnt z N-koricowg, bogatg w reszty cysteinowe domeng
receptorow z rodziny Frizzeled (Fzd), w obrebie ktdrej zidentyfikowano 10 réznych receptoréw.
Zbudowane sg one z 7 przezbtonowychdomen, wykazujacych homologie z receptorami
sprzezonymi z heterotrimerycznymi biatkami G [59-61]. Dla przekazania sygnatu konieczne jest
takze wspodtdziatanie innych receptoréw: m.in. nalezgcych do rodziny LDL (ang. Low-Density
Lipoprotein-Receptor Related Proteins) — LRP5 oraz LRP6, ktére odpowiadajg za oddziatywania
auto- i parakrynne [62,63]. Zwigzanie liganda Wnt z domeng CRD receptora Fzd powoduje

fosforylacje cytoplazmatycznego, zbudowanego z 3 domen (DIX, PDZ i DEP), biatka
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Dishevelled(Dvl), a nastepnie jego aktywacje i transport do btony komodrkowej [64].
Zaktywowane biatko Dvl wigze sie z kompleksem APC-aksyna-konduktyna, hamujac, poprzez
fosforylacje, dziatanie kinazy 3Bsyntazy glikogenu (GSK3B) oraz kinazy kazeiny la (CKla).
Prowadzi to do zablokowania fosforylacji B-kateniny. Fosforylacja B-kateniny na N-koricu przez
GSK3p oraz CK1la jest niezbedna do rozpoznania tego biatka przez B-TrCP, bedacego sktadowa
kompleksu ligazy ubikwitynowej E3, ktdra odpowiedzialna jest za lizosomalng degradacje.
Niefosforylowana [-katenina gromadzi sie w cytoplazmie komodrki, a nastepnie ulega
translokacji do jadra komodrkowego (poprzez biatko RanBP3 lub kompleks poréow jadra
komédrkowego), gdzie tworzy kompleksy z czynnikami transkrypcyjnymi Tcf/Lef, co indukuje
ekspresje genéw zaleznych od Wnt, zwigzanych z regulacjg cyklu komérkowego, proliferacji,
apoptozy, a takze wielu onkogendéw, w tym cykliny D1, c-myc, MMP7, VEGF-A oraz surwiwiny

[53,65-67].

B-katenina jest ponadto koaktywatorem czynnikdw transkrypcyjnych Legless i Pygopus
[68-70]. Na poziomie komdrkowym [-katenina oddziatuje takze z E-kadheryna, formujac
potaczenia zwierajgce odpowiedzialne za oddziatywania miedzykomdrkowe, a zaburzenie tych
interakcji moze mie¢ znaczenie dla inwazji podscieliska i tworzenia przerzutéw
nowotworowych. Dodatkowo E-kadheryna, wigzac B-katenine, uniemozliwia jej fosforylacje, a

takze jgdrows internalizacje i aktywowanie transkrypcji zaleznej od TCF/LEF [68-70].

W sytuacji braku sygnatu pochodzgcego od kompleksu Wnt/Fzd, B-katenina ulega
fosforylacji przy udziale GSK-3f oraz CK1a, a nastepnie zostaje zidentyfikowana przez B-TrCP —
element kompleksu ligazy ubikwitynowej E3. Potaczenie fosforylowanej B-kateniny z
ubikwityng prowadzi do jej degradacji w proteasomie. Wéweczas nie dochodzi do akumulacji B-
kateniny w cytoplazmie i jadrze, a kompleks TCF/LEF w wyniku oddziatywania z biatkiem
Groucho, a nastepnie poprzez interakcje z deacetylazami histonowymi, gtdwnie CtBP (ang.C-

Terminal Binding Protein) i jej homologiem — p300, dziata jako bloker transkrypcji [71,72].
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Rycina 1. Schemat kanonicznego szlaku transdukcji sygnatu zaleznego od Wnt.

FZD — receptor Frizzled; LRP — biatko zwigzane z receptorem lipoprotein o niskiej gestosci (ang.
low density lipoprotein receptor-related protein); Dvl — biatko Dishevelled; APC — biatko APC
(ang. adenomatous polyposis coli); GSK-3B — kinaza 3B syntazy glikogenu (ang. glycogen
synthase kinase-36); CKla — kinaza kazeiny la (ang. casein kinase la); PP2A — biatkowa fosfataza
2A (ang. protein phosphatase 2A); TCF — czynnik transkrypcyjny TCF (ang. T-cell factor); CBP —
biatko wigzgce CREB (ang. CREB binding protein), DKK — inhibitor DKK (ang. dickkopf), WIF-1 —
inhibitor Wnt 1 (ang. Wnt inhibiting factor-1).

4.1. Inhibitory szlaku transdukcji sygnatu zaleznego od Wnt

Przekazywanie sygnatu szlakiem Wnt jest pozakomdrkowo modulowane przez 2 grupy
antagonistéw. Do pierwszej nalezg biatka rodziny sFRP, WIF-1 i Cerberus, ktére bezposrednio
wigzg sie z biatkami Wnt, hamujac przekazywanie sygnatu szlakiem kanonicznym i
niekanonicznym, do drugiej — biatka Dkk, wigzace sie z kompleksem LRP5/LRP6, blokujgce
selektywnie transdukcje sygnatu szlakiem kanonicznym [73]. Ponadto biatka Wnt-5a i -5b
posiadajg potencjat hamowania szlaku kanonicznego na drodze niezaleznej od GSK-3f

degradacji B-kateniny.
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W nowotworach ztosliwych (rak szyjki macicy, rak piersi, rak jajnika, rak nerki)
wykazano obnizenie stezenia biatek rodziny sFRP [74].W ostatnich doniesieniach potwierdzono
udziat wymienionych antagonistow w onkogenezie raka zotgdka, raka jelita grubego, a takze

raka ptuca [74].

4.2. Rola szlaku sygnalowego zaleznego od Wnt w biologii procesu
nowotworowego

W komdrce nowotworowej do zaburzonej aktywacji szlaku transdukcji sygnatu
zaleznego od Wnt dochodzi na drodze nadekspresji aktywatoréw szlaku lub inaktywacji jego

inhibitoréw.

Przez lata brakowato jednoznacznego potwierdzenia udziatu szlaku sygnatowego Wnt
w procesie kancerogenezy. W doswiadczeniach prowadzonych w latach 80-tych XX wieku na
transgenicznych myszach wykazano, ze wzrost guza nowotworowego zalezny jest od ekspresji
Wntl [45,46]. Badania nad ekspresjg Wnt w ludzkich nowotworach piersi ugruntowaty wiedze
na temat roli sygnatowania zaleznego do Wnt w rozwoju raka piersi u kobiet [75].
Udowodniono, ze ekspresja Wnt5a wywiera bezposredni wptyw na zdolnos$¢ poruszania oraz
inwazyjno$¢ komodrek czerniaka ztosliwego [76]. Ekspresja Wnt5a w materiale biopsyjnym z
ognisk czerniaka ma zwigzek z histologicznym stopniem ztosliwosci [76]. Chen i
wspotpracownicy udowodnili, ze komdrki wykazujgce ekspresje Wntl byty oporne na apoptoze
wywotywang przeciwnowotworowym leczeniem. Przekazywanie sygnatu za posrednictwem
Wntl hamowato uwalnianie cytochromu c i aktywacje kaspazy 9, indukowane w zwyktych
warunkach przez cytostatyki (m.in. winkrystyne, winblastyne). Dalsze badania nad
zagadnieniem potwierdzity hamujacy wptyw przekazywania sygnatu poprzez Wntl na proces

apoptozy na drodze aktywacji transkrypcji zaleznej od kompleksu B-katenina/TCF [77].

Mutacje promujgce konstytutywng aktywacje szlaku Wnt prowadzg do indukgji
nowotworéw. Najlepiej poznang, przyktadowg jednostkg chorobowg jest, dziedziczona
autosomalnie dominujgco, rodzinna polipowatos¢ gruczolakowata (ang. familial adenomatous
polyposis,FAP). U jej molekularnego podtoza lezg mutacje genu supresorowego APC,
prowadzgce do zaburzonej aktywacji szlaku przekazywania sygnatu zaleznego od Wnt, co
stymuluje proliferacje nabtonka jelitowegoi tworzenie licznych polipéw w jelicie grubym, ktére
ulegajg nowotworowej transformacji [78,79]. Mutacjegenu APC wykrywa sie ponadto w 80%
sporadycznych nowotwordw jelita grubego [80]. Sg to najczesciej mutacje typu zmiany ramki
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odczytu, promocje kodondw nonsensownych oraz hipermetylacje w regionie przytaczania
aksyny i B-kateniny [81]. W genomie wielu typdw nowotworéw, w tym m.in. nowotworéw
jelita, jajnika, endometrium, trzustki, gruczotu krokowego, zotgdka oraz regionu gtowy i szyi,
potwierdzono obecnos¢ mutacji genu 8-kateniny. Mutacje dotyczg regiondw fosforylacji B-
kateniny przez CKla i GSK3B oraz regionu rozpoznawanego przez TrCP i prowadzg do
stabilizacji tego onkogenu [82]. W raku watrobowokomdrkowym potwierdzono obecnos$¢

mutacji utraty funkcji w genie aksyny [83].

Jak dotychczas zgromadzono silne dowody potwierdzajgce zaburzong aktywacje szlaku
transdukcji sygnatu zaleznego od Wnt w wielu rodzajach nowotworéw: m.in. raku jelita
grubego, nowotworach regionu gtowy i szyi, raku prostaty, raku ptuca, raku piersi, biataczkach

oraz miedzybtoniaku optucnej.

srkieletx
4%

Rycina 2. Czestos¢ wystepowania zaburzen transdukcji sygnatu szlakiem zaleznym od Wnt w
nowotworach ztosliwych.
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4.3. Wplywprzekazywania sygnatu zaleznego od Wnt na cykl zyciowy oraz
metabolizm nowotworowych komoérek macierzystych

Danez piSmiennictwa dowodzg znaczenia nowotworowych komodrek macierzystych
jako rezerwuaruzdolnych do niekontrolowanych podziatdw komérek [91]. Wykazano, ze szlak
sygnatowy zalezny od Wnt pobudza samoodnowe nowotworowych komdrek macierzystych
[92,93]. Udowodniono, ze aktywacja B-kateniny w komérkach progenitorowych szeregu
granulocytarnego przewlektej biataczki szpikowej stymuluje samoodnowe, promujac potencjat
biataczkowy klonu komdrkowego [94]. Dane z badan nad transgenicznymi myszami sugeruja,
ze aktywacja szlaku Wnt w nabtonkowych komadrkach macierzystych moze prowadzi¢ do
rozwoju nowotworéw ztosliwych [95]. Dla potwierdzenia tej hipotezy, Clevers i wsp. wykazali
istotne podobienstwo pomiedzy modelem ekspresji genéw w komérkach raka jelita grubego
oraz macierzystych komadrkach jelita [96]. Kontrola predestynacji oraz procesu samoodnowy
komérek macierzystych przez szlak zalezny od Wnt stanowi kolejny argument za istotnym
znaczeniem tej Sciezki przekazywania sygnatu w procesie onkogenezy, uzasadniajac dalsze

badania i poszukiwanie potencjalnych molekularnych celéw nowych terapii.

4.4. Znaczenie przekazywania sygnatu zaleznego od Wnt w rozwoju
embrionalnym oraz etiopatogenezie choréb ptuc

Odkrycie, ze mysi onkogen int-1 jest homologiem genu polarnosci wingless muszki
owocowej po raz pierwszy zwrdcito uwage na role biatek z rodziny Wnt w procesach
embriogenezy i kancerogenezy. Udowodniono udziat przekazywania sygnatu zaleznego od Wnt
w morfogenezie przewodu pokarmowego, gruczotéw piersiowych, uktadu krazenia oraz szpiku
kostnego [62]. Ostatnie dane podkreslajg znaczenie aktywacji szlaku Wnt w rozwoju ptuc [84].
Przekazywanie sygnatu wspomnianym szlakiem reguluje formowanie struktur nabtonkowych
oraz mezenchymalnych na rdéinych etapach embriogenezy. Wykazano, ze synteza danego
rodzaju biatka Wnt charakterystyczna jest dla okreslonego typu komérki uktadu oddechowego.
Odpowiednio Wnt2 wystepuje gtdwnie w komdrkach mezenchymalnych [85], Wnt11- zaréwno
w komérkach nabtonkowych, jak i mezenchymalnych [86], za$ Wnt7bjest biatkiem
specyficznymdla komérek nabtonkowych [87]. Aktywnos$é promotora Wnt7bjest regulowana
przez czynnik transkrypcyjny TTF1, niezbedny dla réznicowania nabtonka ptucnego, gtéwnie

pneumocytow typu Il [84]. Hamowanie ekspresji TTF1 u myszy prowadzi do niedoboru
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efektywnych czynnosciowo pecherzykdow ptucnych, co jest prawdopodobnie rezultatem

zaburzonego przekazywania sygnatu na poziomie Wnt7b.

Na podstawie analizy systemu promotora TCF zaleznego od operonu LacZ wykazano
aktywacje kanonicznej sciezki sygnatowej na wszystkich etapach rozwoju ptuc u zarodkow
mysich [88]. Ponadto udowodniono, ze przekazywanie sygnatu za posrednictwem [-kateniny
odgrywa istotng role w rozwoju dystalnych odcinkéw drég oddechowych [89]. Badania
przeprowadzone na myszach wykazaty istotng role Wnt2, Wnt5a i Wnt7b w procesie
dojrzewania ptuc [84]. Utrata funkcji Wnt5au badanych myszy prowadzita do nasilenia
proliferacji nabtonka oddechowego oraz pogrubienia srdodbtonka [84]. Bonner i wsp.
potwierdzili to w badaniach z wykorzystaniem techniki macierzy oligonukleotydowych [84].
Ostatnio udowodniono, ze aktywacja zaleznego od B-kateniny szlaku kanonicznego jest jednym
z czynnikdw potencjalnie indukujacych procesy zapalne, w tym idiopatyczne wtéknienie ptuc
[90]. Szlak transdukcji sygnatu zalezny od Wnt wydaje sie petnié ztozong role: jego aktywacja
jest istotna dla embrionalnego rozwoju uktadu oddechowego, a jego deregulacja moze

prowadzi¢ do rozwoju chordb zapalnych lub nowotworowej transformaciji.

4.5. Znaczenie $ciezki sygnatlowej Wnt w raku ptuca

Wiekszos¢ badanych linii komérkowych NDRP wykazywata aktywnos¢ szlaku Wnt lub
podwyzszong ekspresje Wntl [97],jednakze dane dotyczace znaczenia szlakéw zaleznych od
Wnt w etiopatogenezie raka ptuca sg nadal ograniczone. Najwiekszg uwage jak dotychczas
poswiecono dziedzicznym i sporadycznym mutacjom supresorowego genu APC i B-kateniny.
Biatko APC odpowiada za degradacje B-kateniny, a mutacje jego genu mogg prowadzi¢ do
akumulacji B-kateniny w jadrze komérkowym, co stymuluje aktywacje gendw docelowych,
m.in. cykliny D1 oraz c-myc. Podwyzszenie poziomu biatka B-kateniny zauwazono w rdéznych
podtypach histologicznych raka ptuca [98], za$ wystepowanie mutacji genu APC i 8-kateniny
stwierdzono w tym nowotworze wzglednie rzadko — w ok. 4% przypadkéw [99,100]. Ukazaty
sie natomiast doniesienia dowodzgce onkogennego wptywu zaburzonej regulacji na poziomie
biatek Wnt [101,102]. Zdefiniowano 3 mechanizmy aktywacji szlaku transdukcji sygnatu
zaleznego od Wnt: nadekspresja efektoréw szlaku, np. Dvl, aktywacja niekanonicznej $ciezki
sygnatowej zaleznej od JNK oraz supresja funkcji naturalnych antagonistow komponentdéw
szlaku, m.in. WIF-1 [103]. W materiale pooperacyjnym pochodzgcym od chorych

z rozpoznaniem raka ptuca wykazano wysoka ekspresje Wntl (40% analizowanych
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przypadkéw), Wnt2 (88% analizowanych przypadkéw), Wnt3 i Wnt5a oraz innych
komponentow szlaku, m.in. Frizzled-8, Dishevelled, Porcupine i TCF-4, co korelowato z gorszym
rokowaniem chorych [103]. W badaniach na liniach komdérkowych NDRP oraz w analizach
materiatu pooperacyjnego opisywano obnizong aktywnos¢ inhibitorow szlaku Wnt (najczesciej
uwarunkowang hipermetylacjg promotora genu kodujgcego), co wigzato sie z wyzszym
stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu, wyzszym stopniem ztosliwosci histologicznej

oraz stanowito negatywny czynnik rokowniczy [103].

Istniejg dowody na stymulacje skojarzonego przekazywania sygnatu szlakiem Wnt
i Hedgehog w komodrkach nabtonka oddechowego po ekspozycji na dym tytoniowy
[104,105].Ponadto, aktywacja szlaku Wnt jest jednym z mechanizméw odpowiedzialnych za
opornos¢ na leczenie systemowe cisplatyng i docetakselem, a takze na promieniowanie

jonizujace [162].

4.6.1. Wnt1

Gen Whntl, aktywowany poprzez integracje fragmentu RNA mysiego wirusa i
indukujgcy wzrost guzédw gruczotu sutkowego u tych gryzoni, wykazuje wysokga ekspresje takze
w wielu rodzajach nowotwordw u cztowieka, co potwierdzili w swoich badaniach Katoh i Wong
[106,107]. He i wsp. wykazali wysokg ekspresjeWntiw liniach komdrkowych
niedrobnokomodrkowego raka ptuca i komérkach pierwotnych guzéw ptuca [108]. W barwieniu
immunohistochemicznym materiatu pochodzgcego z resekowanych rakéw ptuca w 37-63%
uzyskiwano pozytywne odczyny na obecnosé biatka Wnt-1, co wigzato sie z niskim indeksem
apoptotycznym, zaburzong immunoekspresjg B-kateniny, zwiekszong immunoekspresjg c-Myc,
cykliny D1, VEGF-A, MMP-7, Ki-67, surwiwiny oraz zwiekszong gestoscig naczyn krwionosnych
w guzach, klinicznie natomiast stanowito negatywny czynnik prognostyczny[109-111]. Chen i
wsp. wykazali opornos¢ komodrek wykazujgcych ekspresje Wntlna terapie proapoptotyczne
[112]. HamowanieWnt1 przez siRNA (ang. small interfering RNA) lub specyficzne przeciwciato
monoklonalne prowadzito do indukcji apoptozy w komdrkach wykazujgcych immunoekspresje
Wntl oraz zmniejszato proliferacje i inwazyjnos¢ komérek linii komérkowych NDRP [101].
Dodatkowo udowodniono, ze monoklonalne przeciwciato przeciwko Wntl hamowato wzrost
nowotwordw w warunkach in vivo[101]. Do analogicznych wnioskéw doszli Rhee i wsp., ktdrzy

analizowali ptaskonabtonkowe nowotwory gtowy i szyi [113]. Przedstawione dowody sugerujg
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kluczowg role aktywacji Wntl w regulacji apoptozy w nowotworach pochodzenia

nabtonkowego.

4.6.11. Wnt2

Silng ekspresje ludzkiego genu Wnt2wykazano w ptucach w zyciu ptodowym [106, 114-
116]. Wysoka immunoekspresjeWnt2oraz  FZD-8,wykryto  takze w  komdrkach
niedrobnokomorkowego raka ptuca [102]. Analogicznie do badan nad Wntl, w przypadku
Wnt2takze wykazano, ze zahamowanie jego aktywnosci poprzez siRNA, shRNA(ang. small
hairpin  RNA) lub specyficzne przeciwciato monoklonalneskutkuje uruchomieniem
mechanizmdéw zaprogramowanej Smierci komorki i obnizeniem aktywnosci transkrypcyjnej
zaleznej od TCF. You i wsp. udowodnili dodatkowo, ze zastosowanie przeciwciata anty-Wnt2
hamuje wzrost kolonii komérkowych pochodzgcych od chorych na niedrobnokomadérkowego

raka ptuca [102].

4.6.111. Inne sktadowe szlaku przekazywania sygnatu zaleznego od Wnt

Huang i wsp. wykazali immunoekspresje Wnt5a, aktywujgcego niekanoniczng Sciezke
zalezng od jondéw wapnia, w komdrkach raka ptuca, znamiennie wyzszg w przypadku histologii
ptaskonabtonkowej w poréwnaniu do gruczotowej (co moze sugerowac zwigzek z bardziej
agresywnym, naturalnym przebiegiem nowotworu) oraz podkreslili jej zwigzek z indeksem

proliferacyjnym guza [117].

Wprzypadku wielu nowotwordw, takze w raku ptuca, dochodzi do zjawiska zwanego
transformacjg nabtonkowo-mezenchymalng (ang. epithelial-mesenchymal transition, EMT),
ktéra indukowana jest podwyiszonym poziomem B-kateniny. Jak wspomniano powyzej
mutacje genu B-kateniny wystepuja w komdrkach raka ptuca relatywnie rzadko,
a mechanizmem, ktéry najprawdopodobniej posrednio odpowiada za regulacje EMT i proces
tworzenia przerzutéw odlegtych jest aktywacja niekanonicznego szlaku zaleznego od Wnt5a.
Dowiedziono, ze Wnt5areguluje ekspresje czynnika wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast
growth factor, FGF) oraz Shh (ang. sonic hedgehog), ktérych wysoki poziom wykrywa sie
w odlegtych przerzutach [118]. Biatka z rodziny FGF oraz Shh petnig funkcje modulacyjng w
procesie nabtonkowo-mezenchymalnej transformacji (EMT). Warunkujgca metastatyczny

potencjat nowotworu zaburzona regulacja przekazywania sygnatu zaleznego od FGF i Shh
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sugeruje posrednig role biatka Wnt5a i catego niekanonicznego szlaku transdukcji sygnatu w

tworzeniu przerzutéw odlegtych raka ptuca.

Szczegdlne zainteresowanie badaczy budzi gen Wnt7a, ktérego ekspresja jest obnizona
w komoérkach niedrobnokomdrkowego raka ptuca. Zwiekszona ekspresja Wnt7ai FZD9prowadzi
do zahamowania wzrostu linii komdrkowych raka ptuca poprzez oddziatywanie na receptor
gamma aktywowany przez proliferatory peroksysoméw (ang. peroxisome proliferator
activated receptor ggmma, PPARG) w mechanizmie zaleznym od pozakomadrkowej kinazy ERK5
(ang. extracellular-signal-regulated kinase 5). Wynikiem tego oddziatywania jest prawidtowe
roznicowania komoérek nabtonkowych [119]. Powyiszy etap transdukcji sygnatu Sciezka
niekanoniczng wydaje sie by¢ konieczny dla prawidtowego rdznicowania nabtonka uktadu
oddechowego. Calvo i wsp. wykazali obnizong ekspresje Wnt7aw liniach komdrkowych raka
ptuca, a takze w materiale pochodzacym z guza pierwotnego, co moze wskazywac na jego
supresorowg funkcje [120]. W pdzniejszych badaniach Ohira i wsp. udowodnili, ze Wnt7a

indukuje ekspresje E-kadheryny w komaérkach raka ptuca [121].

Dodatkowo udowodniono, ze konstytutywna aktywacja sciezki kanonicznej w rozwoju
embrionalnym prowadzi do wyksztatcenia niezréznicowanego fenotypu tkanki ptucnej,
przypominajgcego nowotwor. Kolejnym dowodem potwierdzajgcym znaczenie szlaku Wnt w
etiopatogenezie raka ptuca jest zwiekszona ekspresja docelowych gendéw szlaku kanonicznego
i polarnego, w tym metaloproteinaz, niezbednych dla nowotworowego modelowania tkanek,

do ktérego dochodzi w inwazyjnych postaciach raka ptuca [122].

4.6.1V. Dvl (dishevelled)

Biatka Dvlstymulujg przekazywanie sygnatu szlakiem zaleznym od Wnt, prowadzac do
aktywacji biatek Rac i Rho, ktére zaangazowane sg w proces kancerogenezy [103].Jablons
i wsp. wykryli nadekspresje genu DvI-3w 75% S$wiezych, poddanych mikrodesekcji probek
materiatu pochodzgcego od chorych na niedrobnokomadrkowego raka ptuca, co miato zwigzek
z wyzszym stopniem ztosliwosci histologicznej nowotworu [123,124]. Dodatkowo wykazali, ze
selektywne blokowanie Dvl-1, -2 i -3obnizato poziom B-kateniny, hamowato transkrypcje
zalezng od TCF oraz wzrost w liniach komérkowych niedrobnokomérkowego rak ptuca. Te dane
pozwalajg na przyjecie zatozenia, ze szlak sygnatowy zalezny od Wnt moze by¢ aktywowany

poprzez nadekspresje Dvl.
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4.6.V. B-katenina

B-katenina jest kluczowa skfadowg Sciezki sygnatowej zalezinej od Wnt i jest
odpowiedzialna za przekazywanie sygnatu do jadra komdrkowego. Poprzez regulacje
onkogenéw (m.in. cykliny D1 oraz c-myc) odgrywa ona istotng role w procesie
kancerogenezy.Jedynie w okoto 4% przypadkdéw pierwotnych rakéw ptuca wykrywa sie
mutacje w eksonie 3 genu kodujgcego B-katenine [100]. W licznych badaniach obserwowano
podwyzszony poziom B-kateniny w komaérkach raka ptuca. Obecnos$¢ B-kateniny wykazano w
94% pierwotnychptaskonabtonkowych rakéw ptuca i w 51% gruczotowych rakéw ptuca [125].
Obnizenie poziomu PB-kateniny w komdrkowym kompartmencie bftonowym oraz
cytoplazmatyczna jej akumulacjamiaty zwigzek z wyziszym stopniem zaawansowania
klinicznego nowotworu, wiekszg sSrednicg guza i krétszym czasem catkowitego przezycia
chorych [125]. Hommura i wsp. wykazalizwigzek pomiedzy podwyziszonym poziomem [-
kateniny a wyzszym indeksem mitotycznym, a takze, co wydaje sie by¢ nieco zaskakujace,
lepszym rokowaniem, szczegdlnie w przypadku nieptaskonabtonkowe] histologii raka ptuca
[126]. W niezaleznym eksperymencie Retera i Kase wykazali, ze obnizony poziom B-kateniny
moze miec¢ zwigzek z gorszym rokowaniem w grupie chorych na gruczotowego raka ptuca
[127,128]. Nakatani i wsp., analizujgc dobrze zréznicowane gruczolakoraki typu ptodowego
(ang. well differentiated fetal adenocarcinoma, WDFA), potwierdzili jgdrowo-cytoplazmatyczny
wzorzec ekspresji B-kateniny w kazdym z rozpatrywanych przypadkdéw oraz mutacje w eksonie
3 genu kodujgcego

B-katenine w znamiennym ich odsetku [129].

Akumulacja B-kateniny w jgdrze komdrkowym wykazuje zwigzek z mutacjg EGFR, a jej
nadekspresja w analizowanych liniach komérkowych NDRP wigzata sie z opornoscig na

inhibitor EGFR gefitynib [130].

Dowiedziono, ze podwyzszony poziom czynnika indukujgcego EMMPRIN (ang.
extracellular matrix metalloproteinase inducer) w komdrkach raka ptuca stymuluje

przekazywanie sygnatu zalezne od B-kateniny [131].

Xu i wsp. wykazali nadekspresje TCF-4 w 80% analizowanych przypadkéw raka ptuca,
co okazato sie mie¢ zwigzek z wyzszym stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu

[132].
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Utrata ekspresji B-kateniny w analizowanych pooperacyjnych wycinkach NDRP miata
zwigzek z wiekszg Srednicg guza pierwotnego, wyzszym stopniem zaawansowania klinicznego
nowotworu oraz wyzszym stopniem ztosliwosci histologicznej [125]. PiSmiennictwo podaje
sprzeczne danedotyczgce prognostycznego znaczenia ekspresji B-kateniny — cze$é¢ autorow
raportuje zwigzek ekspresji B-kateniny z lepszym rokowaniem [125-128], w innych pracach
podwyzszony poziom B-kateniny przedstawiany jest jako negatywny czynnik prognostyczny

[132], co najprawdopodobniej nalezy wigzac¢ z jej wptywem na funkcje E-kadheryny.

Znaczenie ekspresji B-kateniny w raku ptuca jest nadal przedmiotem naukowych
kontrowersji z uwagi na ztozong nature wspdtzaleznosci B-kateniny z E-kadheryng na polu
adhezji komdrkowej oraz wielotorowa regulacje jej aktywnosci na drodze ,,molekularnego

dialogu" z innymi szlakami transdukcji sygnatu [133].

4.6.VI. E-kadheryna

E-kadheryna, tzw. nabtonkowa, klasyczna kadheryna typu |, nalezy do rodziny
zaleznych od jondéw wapnia adhezyjnych glikoprotein. Jest odpowiedzialna za tworzenie
i stabilizacje potaczen miedzykomdrkowych na drodze interakcji z homotypowymi
kadherynami sgsiadujgcych komodrek nabtonkowych oraz wywiera wptyw na komodrkowa
zdolnos$¢ migracji [134]. Domena wewngatrzkomdrkowa E-kadheryny wigze sie z kateninami
komérkowymi (B-katening, a-katening i plakoglobing), a za jej posrednictwem z filamentami
aktynowymi cytoszkieletu, a zjawisko to modulowane jest w procesie fosforylacji zaleznym od
kinazy tyrozynowej [135]. Wykazano, ze utrata lub obnizenie ekspresji E-kadheryny, w
skojarzeniu z utratg lub obnizeniem ekspresji B-kateniny, jest jednym z mechanizmoéw
indukcjipotencjatu metastatycznego nowotworéw [136], a klinicznie stanowi negatywny
czynnik prognostyczny, m.in. w raku przetyku, zotgdka, jelita grubego, watroby i trzustki [137-
141]. W ostatnio opublikowanych doniesieniach potwierdzono takze w NDRP zwigzek
obnizonej ekspresji E-kadheryny z wysokim stopniem ztos$liwosci histologicznej, agresywng
inwazjg miejscowg nowotworu, wystepowaniem przerzutéw weztowych i odlegtych, a takze
krétszym catkowitym czasem przezycia chorych [142-145]. W analizie immunohistochemicznej
Choi
i wsp. wykazali znamienne obnizenie ekspresji E-kadheryny w komérkach ptaskonabtonkowego

raka ptuca w porédwnaniu z gruczolakorakiem ptuca [146].
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4.6.VIL Inhibitory szlaku transdukcji sygnatu zaleznego od Wnt

W niedrobnokomdrkowym raku ptuca najczesciej dochodzi do ,wyciszenia” poprzez
metylacje wysp CpG promotora genu antagonisty Sciezki sygnatowej Wnt — WIF-1 (ang. Wnt

inhibitory factor 1), ktéryhamuje wzrost komorek [147].

Licchesi i wsp. wykazali hipermetylacje promotoréow gendw kilku antagonistéw szlaku
Wnt w gruczotowym raka ptuca [148]. Fukui i wsp. potwierdzili metylacje SFRP1(ang. secreted
frizzled related protein 1) w 55% przypadkdéw analizowanych NDRP [149]. Mazieres i wsp. w
podjetych badaniach wykazali obnizenie ekspresji WIF-1, co w 83% przypadkéw wykazywato
zwigzek z metylacjg promotora, a klinicznie wigzato sie z obecnoscig wysieku optucnowego
[150-152]. Forget i wsp. wykazali ekspresje antagonisty Wnt — DKK-1 (ang. Dickkopf Wnt
signaling pathway inhibitor 1) w 48% przypadkéw analizowanych NDRP [153], natomiast
zespot badawczy Shengawykazat zwigzek obnizonego stezenia DKK-1 w surowicy
z agresywnym przebiegiem klinicznym raka ptuca i znamiennie krétszym catkowitym czasem
przezycia chorych [154]. W odniesieniu do antagonisty DKK-3 wykazano obnizenie ekspresji
jego mRNA w 63% przypadkéw NDRP [155], natomiast metylacja jego promotora okazata sie
ujemnym czynnikiem rokowniczym [156]. Mutacje w regionie MCR genu APC wykrywa sie
jedynie w 4% NDRP [99], natomiast obecnos¢ metylacji promotora genu APC, wykryto w ok.
95% pierwotnych nowotwordéw ptuca [157,158]. Tang i wsp. wykazali, ze do metylacji
promotora genu APC dochodzi znamiennie czesciej w genomie pierwotnych gruczotowych
nowotwordéw ptuca w poréwnaniu z ogniskami przerzutowymi, w przeciwienstwie do metylacji
SFRP1 i WIF-1, ktére wystepujg znamiennie czesciej w genomie zmian przerzutowych [159].
Zespot badawczy Xu potwierdzit, ze ekspresja aksyny, charakterystyczna dla nowotworéw
dobrze zréznicowanych, wykazuje odwrotny zwigzek z ekspresjg TCF-4 [132]. Polimorfizm
pojedynczego nukleotydu Pro50Ser w sekwencji kodujgcej genu aksyny 2, jak wnioskujg w
swojej pracy Kanzaki i wsp., stanowi czynnik ryzyka zachorowania na raka ptuca w populacji
japonskiej [160]. Dehan i wsp. analizujgc aberracje chromosomowe oraz profile ekspresji
genow wykazali w NDRP obnizong ekspresje antagonistéw szlaku Wnt — WIF-1, CTNNBIP1
i WISP2, oraz towarzyszacg wysokg ekspresje agonistow tego szlaku — LEF1 i Ruvb11 [161].
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4.7. Wpltyw szlaku przekazywania sygnatu zaleznego od Wnt na rozwoj
opornosci na leczenie

W badaniach in vitro przeprowadzonych przez zesp6t Chena udowodniono, ze komérki
nowotworowe wykazujgce ekspresje Wntl byly oporne na apoptoze indukowang
leczeniemcytostatykami [162]. Aktywacja szlaku transdukcji sygnatu zaleznego od Wntl
hamowata uwalnianie cytochromu c oraz aktywacje kaspazy 9, indukowane przez takie
cytostatyki, jak winkrystyna i winblastyna, co prowadzitodo znamiennego zmniejszenia ich
skutecznosci. Zjawisko niesmiertelnosci komérek nowotworowych modulowane przez Wntl
zalezne byto od aktywacji transkrypcji przez kompleks B-katenina/TCF, a jego hamowanie
uwrazliwiato komérki na bodZce proapoptotyczne [162]. Aktywacja przekazywania sygnatu
szlakiem Wnt indukuje transkrypcje gendéw kodujgcych biatka zwigzane z rozwojem opornosci
na leczenie — MDR-1 (ang. multidrug resistance protein 1), surwiwiny oraz liwiny [163,164].
Gao i wsp. wykazali opornosé na cisplatyne komarek linii A549 NDRP [165,166], natomiast
zastosowanie antagonisty Wnt - EMX2 przywracato wrazliwos¢ na cytostatyk [167]. Ekspozycja
klonu komdrkowego A549 na inhibitor $ciezki Wnt — GDK-100017 prowadzita do zahamowania
transkrypcji genéw zaleznych od kompleksu B-katenina/TCF oraz proliferacji komorek,
jednoczesnie stymulujgc wrazliwo$s¢ na promieniowanie jonizujgce [168], natomiast na
antagoniste Wnt — ING4 — nasilata zaréwno wrazliwo$¢ na cytostatyki, jak i promieniowanie

jonizujace [169].

4.8. Sktadowe szlaku przekazywania sygnatu zaleznego od Wnt jako cele
terapii ukierunkowanych molekularnie

Potencjalne leki celowane hamujace aktywacje szlaku Wnt w komdrkach
nowotworowych (jak np. w dziedzicznym raku jelita) z zatozenia powinny oddziatywaé we
wnetrzu komdrki i na poziomie molekularnych efektorow [-kateniny. Interwencje
terapeutyczne w przypadku nowotwordéw, w ktdrych dochodzi do zaburzeniaprzekazywania
sygnatu zaleznego od Wnt w innym mechanizmie (jak w przypadku np. raka ptuca) powinny
oddziatywa¢ rdéwniez pozakomérkowo interferujgc w oddziatywanie ligand-receptor.

Zahamowanie inhibitorami Wnt potencjatu proliferacyjnego komdrek macierzystych mogtoby
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znalez¢ zastosowanie praktyczne w leczeniu uzupetniajgcym lub po wykorzystaniu

standardowych metod leczenia radykalnego.

Nadzieje na sukces terapeutyczny rodzi koncepcja syntezy leku celowanego, ktéry
hamowatby tworzenie kompleksu B-katenina-Tcf. Wyzwaniemjest spetnienie warunku wysokiej
selektywnosci leku, ktdry nie powinien zaburzaé interakcji B-kateniny z innymi czynnikami

(APC, kadheryng i aksyng), wykazujgcymi wspdlne miejsce wigzania z kompleksem Tcf.

Jak wspomniano powyzej, hamowanie Wntl [97,101], Wnt2 [102], Wnt5a [117], FZD-8
[170], Dvl-1, -2 i -3 [123] oraz aktywacja inhibitorédw szlaku Wnt — Wnt7a [121], aksyny [171],
WIF-1 [172], DACT2 [173], ING4, EMX2 i Dkk-3 [174]jest zwigzane z korzystnym efektem
terapeutycznym w eksperymentach na liniach komérkowych NDRP oraz w modelach
zwierzecych. W | fazie badan klinicznych znajdujg sie nastepujace inhibitory omawianego

szlaku:

— OMP-18R5 — przeciwciato monoklonalne przeciwko receptorom FZD [175],
— OMP-54F28 — humanizowana immunoglobulina sekwestrujgca ligandy Wnt [176],

— PRI-724 — drobnoczasteczkowy inhibitor wigzania B-kateniny z biatkiem CREBbp [177].

W badaniach przedklinicznych analizuje sie ponadto inhibitory interakcji B-katenina/Tcf

[178] i kinazy kazeinowej 1a [179].

Atrakcyjng przestrzenig dalszych badan pozostajg substancje demetylujgce, ktére
potencjalnie promowa¢ mogg nasilong ekspresje inhibitoréow szlaku Wnt, m.in. WIF-1 i DACT2.
Przyktadem jest decytabina, ktéra wykazata w badaniu I/Il fazy aktywno$é terapeutyczng w

zaawansowanym raku ptuca [180].

Powaznym ograniczeniem projektowania uzytecznych terapii celowanych hamujacych
aktywnos¢ szlaku transdukcji sygnatu zaleznego od Wnt jest brak zdefiniowanych biomarkeréw

predykcyjnych.

Podsumowujac, podwyzszony poziom biatek Wnt wraz z obnizong ekspresja
regulatorow tego szlaku prowadzg do inicjacji i promocjiraka ptuca w modelach
przedklinicznych. Uzasadnia to podejmowanie dalszych wysitkbw w celu szczegétowego
poznania molekularnej natury tego szlaku i jego roli w kancerogenezie. Selektywne hamowanie
wybranych biatek tej kaskady sygnatu wydaje sie by¢ obiecujgcym celem dla ukierunkowanych
molekularnie strategii leczenia raka ptuca, ponadto uzasadnione wydaje sie zweryfikowanie ich

prognostycznego i predykcyjnego znaczenia.
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5. Metodologia badan immunohistochemicznych

Immunohistochemia (IHC) tgczy morfologiczne, immunologiczne i biochemiczne
techniki w celu detekcji poszczegdlnych biatek w tkankach i pojedynczych komorkach,
wykorzystujgc mechanizm reakcji antygenu ze swoistym przeciwciatem. Aktualnie znajduje ona
przede wszystkim zastosowanie w diagnostyce patomorfologicznej choréb nowotworowych,

a takze w ocenie skutecznosci nowych lekéw oraz w badaniach naukowych.

Historia metody rozpoczeta sie w 1942 roku, kiedy Coons i wspdtpracownicy po raz
pierwszy wykorzystali reakcje immunohistochemiczne, uzywajgc przeciwciat znakowanych
izotiocyjanianem fluoresceiny (ang.fluorescein isothicyanate, FITC) do wykrycia antygendw
pneumokoka w zainfekowanej tkance. Od tego czasu metoda podlegata nieustannej,
technicznej ewolucji, ktérej nadrzednym celem byta poprawa jej czutosci. W latach 70-tych
ubiegtego stulecia Taylor, Mason i wspdtpracownicy zastosowali enzymatyczng technike
Limmunoperoksydazy”, co uczynito z immunohistochemii metode diagnostyczng rutynowo
stosowang w anatomii patologicznej [181]. Poczatkowo do wykrywania antygendow
wykorzystywano przeciwciata poliklonalne, ktérych cze$¢ zmienna zbudowana jest z réznych
epitopéw skierowanych przeciwko jednemu antygenowi, nastepnie w 1975 roku Kohler
i Milstein opracowali metode syntezy tzw. hybrydoma(fuzja limfocytu B produkujacego
przeciwciata z komodrky szpiczaka mnogiego)do produkcji przeciwciat monoklonalnych,
skierowanych selektywnie przeciwko jednemu epitopowi danego antygenu, co znaczaco
poprawito specyficznos¢ i jakosé oznaczen [181]. Udoskonalano systemy detekcji antygendw w
mechanizmach bezposrednich, a nastepnie posrednich. Wprowadzono systematyczng
automatyzacje metody. W 1991 roku Shi i wspdtpracownicy wprowadzili technike odstaniania
epitopu w wysokiej temperaturze (95-120°C) w procesie podgrzewania skrawkéw tkankowych
w roztworach wodnych lub zbuforowanych roztworach cytrynianu lub EDTA (ang.heat-induced
epitope retrieval, HIER) [181]. Wynik oznaczernn immunohistochemicznych definiowany jest

jakosciowo lub pétilosciowo.

Pierwszym etapem reakcji immunohistochemicznej jest utrwalenie materiatu
tkankowego w 10% zbuforowanej formalinie, co potencjalnie indukuje zmiany w 3- i 4-
rzedowej strukturze biatek, zachowuje natomiast morfologiczny charakter tkanki oraz

ekspresje determinant antygenowych. Utrwalony materiat tkankowy kroi sie na skrawki o
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grubosci 3-4um i umieszcza na szkietkach. W celu odstoniecia antygenustosuje sie
enzymatyczng degradacje, najczesciej poprzez ekspozycje na trypsyne lub proteaze (ang.

proteolytic-induced epitope retrieval, PIER) lub wyzej wspomniang metode HIER [182].

Kluczowym etapem reakcji immunohistochemicznej jest oddziatywanie antygen-
przeciwcialo. W metodzie bezposredniej znakowane (zwykle biotyng) przeciwciato jest
bezposrednio umieszczane na skrawku materiatu tkankowego. Nastepnie biotyna wigze sie z
awidyng lub streptawidyng, co dodatkowo amplifikuje intensywnos¢ odczynu barwnego
i poprawia czutos¢ metody. W metodzie posredniej przeciwciato pierwotne, wykazujgce
powinowactwo do antygenu, nie jest znakowane, a na poczgtkowym etapie reakcji wigze sie ze
znakowanym  biotyng  przeciwciatem  wtdrnym  [181]. Wykorzystanie  metody
immunohistochemii posredniej zapewnia wszechstronnos¢ i wielofunkcyjnosé poprzez

mozliwo$¢ wykorzystania szerokiego spektrum nieznakowanych przeciwciat.

Ostatnim etapem reakcji immunohistochemicznej jest enzymatyczna wizualizacja
odczynu  barwnego. W przesztosci do wykrycia kompleksu antygen-przeciwciato
wykorzystywano znaczniki radioaktywne. Aktualnie efekt barwny uzyskuje sie poprzez wigzanie
przeciwciata z enzymem. W reakcjach immunoenzymatycznych stosuje sie enzymy, ktore
reagujg z bezbarwnymi chromogenami, dajgc barwne produkty. Najpowszechniej stosowanym
enzymem jest wyizolowana z korzenia chrzanu pospolitego (Cochlearia armoracia)
peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase, HRP), ktdra katalizuje reakcje utleniania
chromogenu — 3,3'-diaminobenzydyny (DAB) w obecnosci nadtlenku wodoru, czego efektem

jest powstanie brgzowo zabarwionego, nierozpuszczalnego produktu [181].

Znaczacym ograniczeniem metody jest obecnos¢ endogennej biotyny w tkankach,
ktéra moze wywotywaé fatszywie dodatnie odczyny barwne. Celem poprawy specyficznosci
metody wprowadza sie do praktyki laboratoryjnej systemy polimerowe (np. EnVision DAKO),

w ktérych enzymy i przeciwciatapotgczone sg z dekstranowym szkieletem [183].

Istotnym aspektem efektywnego wykorzystywania metody immunohistochemii jest
kontrola jakosci, zapewniajgca pozgdang czutosé i swoistos$¢ oraz powtarzalnosé i standaryzacje
tej metody.Technika immunohistochemiczna jest obecnie podstawowym narzedziem badan

diagnostycznych, prognostycznych i predykcyjnych w onkologii.
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6. Technika mikromacierzy tkankowych

Zastosowanie techniki mikromacierzy tkankowych (ang. tissue microarray,
TMA)umozliwia szybkg i efektywng kosztowoanalize wielu diagnostycznych i prognostycznych

markeréw w licznych prébkach materiatu tkankowego.

W 1986 roku Hector Battifora jako pierwszy opisat metode opracowania
,kietbaskowego” bloku parafinowego, w ktérym cylindryczny fragment badanego materiatu
tkankowego o s$rednicy 1mm, otoczony warstwg jelita cienkiego, zatapiany byt w parafinie
[184]. Metode zmodyfikowano w 1990 roku wprowadzajgc konfiguracje szachownicy [185].
Umozliwito to efektywne, jednoczasowe analizowanie wielu prébek tkankowych, ale trudnosci

w precyzyjnej identyfikacji poszczegdlnych cylindrow utrudniaty interpretacje wynikéw.

Niemal dekade pdzniej, w 1998 roku Kononen i wsp. opracowali aktualnie stosowang
technike konstrukcji mikromacierzy tkankowych (TMA) przy uzyciu urzadzenia dedykowanego
do precyzyjnego wycinania cylindréw tkankowych [186]. Przygotowanie mikromacierzy
tkankowej rozpoczyna sie od wybrania reprezentatywnego bloku parafinowego z materiatem
tkankowym-— tzw. bloku ,donora”. Zaleca sie ponadto uzyskanie skrawka materiatu z danego
bloku celem barwienia hematoksyling i eozyng (H+E), ktdry patolog wykorzystuje do
precyzyjnej lokalizacji obszaru tkanki nowotworowej w obrebie analizowanego materiatu.
Dostepne s3 igty do naktuwania bloku donora o $rednicy od 0,6 do 2 mm. Cylinder tkankowy
wyciety mechanicznie, manualnie lub automatycznie, z bloku donora zostaje nastepnie
umieszczony w przygotowanym obszarze pustego bloku parafinowego — tzw. bloku ,biorcy”
[187,188]. Na platformie pojedynczej mikromacierzy mozna zdeponowac do 1000 cylindréow
tkankowych. Bezwzglednie konieczne jest przygotowanie mapy mikromacierzy, z ustalonym
rozmieszczeniem znacznikdw (np. umieszczone w skrajnym potozeniu cylindry migzszu
watroby) i podaniem wspdtrzednych lokalizacji poszczegdinych cylindrow badanej tkanki
w uktadzie wspétrzednych X-Y, co pozwala na precyzyjne odczytanie wynikéw analiz dla
poszczegblnych cylindrow. Urzadzenie zwane mikrotomem stuzy do skrojenia tak
przygotowanego bloku biorcy na skrawki, ktére bedg poddawane dalszej analizie.
Z pojedynczej mikromacierzy, zawierajgcej 1000 cylindrow tkankowych, mozna uzyska¢ 200

seryjnych skrawkdéw, otrzymujgc tym sposobem 200 000 prébek do analizy.

Wiekszo$¢ tworzonych aktualnie mikromacierzy wykorzystywanych jest do
przeprowadzaniabadan immunohistochemicznych, pozostate w technikach hybrydyzacji in situ,

gtdwnie za pomocgmetody FISH. Technika znajduje zastosowanie gtéwnie w patologii
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onkologicznej. Podczas przeprowadzania pojedynczego eksperymentu umozliwiajednoczasowe

analizowanie prébek odrebnych nowotwordw, pochodzgcych od wielu chorych.

Zastosowanie techniki mikromacierzy tkankowych w porédwnaniu z klasycznymi
metodami analiz tkankowych niesie wiele korzysci praktycznych. Technika TMA pozwala
na jednoczasowq analize licznych prébek tkankowych, co znaczgco podwyzisza wydajnosé
zbierania danych. Analiza catej kohorty przypadkéw umozliwiaocene nowego markera podczas
jednego eksperymentu, co eliminuje wptyw potencjalnych bteddéw przy powtarzaniu barwienia.
Cylindry tkankowe, umieszczone na jednej mikromacierzy, poddawane sg obrdbce
w jednakowych warunkach (m.in. czas i temperatura inkubacji), co zapewnia wysoki poziom
standaryzacji. Ponadto obecno$¢ pozytywnej i negatywnej kontroli, ujednolicenie procedur
samego barwienia, a takze ogladania i interpretacji wynikdbw barwien stanowi gwarancje
wiarygodnej kontroli jakosci techniki TMA. Omawiana metoda wymaga niskich stezen
odczynnikéw i zdecydowanie mniejszego naktadu pracy personelu, co czyni jg wyjatkowo
efektywng kosztowo. Dodatkowg korzys¢ stanowi zredukowane do minimum ryzyko destrukcji
pierwotnego materiatu histopatologicznego. Liczba skrawkdéw uzyskanych standardowymi
metodami z archiwalnego bloku parafinowego wynosi 50-100. W technice TMA natomiast ten
sam blok bioptujemy otrzymujgc 200-300 cylindréow tkankowych, z ktérych uzyskujemy ok.
1000 skrawkow, co generuje materiat do kilkudziesieciu — kilkuset tysiecy oznaczen. Technika
TMA pozwala na ocene wielu parametrow molekularnych w tym samym materiale badanym
i umozliwia analize ichzwigzku z cechami klinicznymi nowotwordéw. Ryzyko utraty cylindrow w
trakcie obrébki technicznej materiatu jest niskie i ocenia sie je na <5%. Po dtuzszym okresie
przechowywania TMA nie obserwowano utraty immunoreaktywnosci prébek, co potencjalnie
mogtoby prowadzi¢ do uzyskania fatszywie ujemnych wynikéw barwien. Poddawanie analizie
statystycznej setek lub tysiecy prébek eliminuje ryzyko zaburzenia wyniku przez btedng
interpretacje pojedynczej prébki i utatwia wnioskowanie. Zaréwno wycinki tkankowe, jak i linie
komérkowe mogg zosta¢ wykorzystane do konstrukcji mikromacierzy, co umozliwia

potilosciowq analize ekspresji badanych gendw lub biatek.

Istotne ograniczenie techniki stanowi mata $rednica cylindra tkankowego, ktéry moze
nie by¢ reprezentatywny dla catego, potencjalnie heterogennego guza nowotworowego. W
przeprowadzonych nad tym zagadnieniem badaniach wykazano, ze pobranie 3-4 cylindrow
tkankowych z bloku donora kompensuje ryzyko zwigzane z heterogennoscig nowotworéw

i obrazuje profil catej tkanki.
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Liczne dane z piSmiennictwa podkreslajg wiarygodnos¢ metody TMA oraz zgodnos¢ jej
wynikéw ze standardowymi technikami histopatologicznymi w ocenie ryzyka progresji choroby
i oceny rokowania chorych [187]. Technika mikromacierzy tkankowych ugruntowata swojg
pozycje na polu nauk podstawowych, patologii i genetyki nowotworéw. Dalsza ewolucja tej
metody (postepujgca automatyzacja, technologia cyfrowej analizy obrazu — wirtualne slajdy
skanowanych mikromacierzy) oraz jej upowszechnienie przyspieszg implementacje osiggniec

nauk podstawowych w praktyce klinicznej.
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CELE PRACY

1. Analiza immunohistochemiczna ekspresji biatek Wnt1, Wnt2, B-kateniny oraz E-kadheryny
w niedrobnokomadrkowym raku ptuca w populacji kaukaskie;j.

2. Analiza zwigzku pomiedzy poziomem biatek Wnt1, Wnt2, B-kateniny oraz E-kadheryny w
niedrobnokomorkowym raku ptuca a wybranymi cechami klinicznymi i patologicznymi badanej
grupy chorych.

3. Ocena rokowniczego znaczenia biatek Wntl, Wnt2, B-kateniny oraz E-kadheryny w

niedrobnokomadrkowym raku ptuca.
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MATERIAL I METODY

1. Opis badanej grupy

Po uzyskaniu pozytywnej opinii Niezaleznej Komisji Bioetycznej ds. Badarn Naukowych
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (GUMed), badanie przeprowadzono wykorzystujgc
archiwalny materiat tkankowy Katedry i Zaktadu Patomorfologii pochodzacy od 208 chorych
poddanych radykalnej resekcji migzszu ptucnego z powodu niedrobnokomérkowego raka ptuca
w latach 2005-2008 w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego

w Gdansku.

Srednia wieku chorych wigczonych do analizy wyniosta 62 lata (zakres: 40,6-80,5).

W grupie badanej wiekszos¢ (140 chorych, 67,3%) stanowili mezczyzni.

Najczestszym zabiegiem operacyjnym byta lobektomia (148 chorych, 71,2%). U 35
chorych (16,8%) przeprowadzono pneumonektomie. Bilobektomie wykonano u 13 chorych
(6,3%), segmentektomie — u 8 (3,8%), resekcje klinowg — u 2 (1%) oraz lobektomie mankietowa
— réwniez u 2 o0séb (1%). U wszystkich chorych przeprowadzonowyciecie weztéw chtonnych
Srddpiersia. Czterech chorych (1,9%) poddano indukcyjnej chemioterapii. 10 chorych (4,8%)
otrzymato uzupetniajagcg chemioterapie, natomiast tylko 1 chory (0,5%) poddany byt

pooperacyjnej radioterapii.

Mediana czasu obserwacji, definiowanego jako czas od daty zabiegu operacyjnego do
daty ostatniej wizyty kontrolnej lub daty zgonu, wyniosta 68 miesiecy (zakres: 0,2-117,5
miesigca). U wiekszosci analizowanych chorych nie doszto do nawrotu choroby (115 chorych,
55,3%). Wznowe miejscowg obserwowano u 30 chorych (14,4%), wznowe regionalng w
weztach chtonnych srédpiersia — u 26 (12,5%), natomiast wznowe regionalng w weztach
chtonnych nadobojczykowych jedynie u 4 chorych (1,9%). U 34 chorych (16,3%) stwierdzono
przerzuty odlegte. U 14 (6,7%) doszto do uogdlnienia choroby z towarzyszacym nawrotem
miejscowo-regionalnym. Przerzuty odlegte najczesciej zlokalizowane byty w maédzgowiu (30
chorych, 14,4%), kos¢cu (16 chorych, 7,7%) oraz watrobie (6 chorych, 2,9%). W analizowanej
grupie odnotowano 82 zgony (39,4%). U 23 obserwowanych chorych (11,1%) nie udato sie

ustali¢ stanu choroby.

Najczestsza lokalizacjag nowotworu byty: ptat gérny prawy (63 chorych, 30,3%) i ptat

gérny lewy (57 chorych, 27,4%). W analizowanej grupie nieznacznie przewazali chorzy
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z rozpoznaniem histopatologicznym ptaskonabtonkowego raka ptuca (108, 52,4%), rozpoznanie
raka gruczotowego stwierdzono u 97 chorych (46,6%). Najczestszymi podtypami
gruczolakoraka byty: podtyp zrazikowy (53 chorych, 25,5%) i lity (21 chorych, 10,1%). Do grupy
badanej wtgczono ponadto 3 chorych (1,4%) z rozpoznaniem wielkokomorkowego raka ptuca.
Wiekszo$¢ rozpoznawanych nowotwordw stanowity raki o posrednim (G2) stopniu ztosliwosci
histologicznej (140 chorych, 67,3%). W analizowanej grupie przewazali chorzy z nowotworem
we wczesnym stopniu zaawansowania klinicznego, ocenianym wg 7 edycji klasyfikacji TNM
Miedzynarodowej Unii do Walki z Rakiem (UICC) i Amerykanskiego Wspdlnego Komitetu Raka
(AJCC): stopien IA — 38 chorych (18,3%), stopien IB — 58 chorych (27,9%) oraz stopien lIA — 45
chorych (21,6%); z cechg T2 (121 chorych, 58%), bez przerzutéw w weztach chtonnych
Srédpiersia (127 chorych, 61,1%). Stopier zaawansowania klinicznego nowotwordéw ustalono
na podstawie bronchoskopii, badan obrazowych — badania tomograficznego klatki piersiowej
i jamy brzusznej oraz procedur inwazyjnych oceniajgcych stan regionalnych weztéw chtonnych
— ultrasonografii wewnatrzoskrzelowej (EBUS) i/lub mediastinoskopii. W analizowanym okresie
do oceny stopnia zaawansowania klinicznego raka ptuca badanie pozytonowej tomografii

emisyjnej (PET) nie byto powszechnie dostepne.

W tabeli nr 1 przedstawiono charakterystyke kliniczng analizowanych chorych, w tabeli
nr 2 przedstawiono natomiast charakterystyke histopatologiczng analizowanych

niedrobnokomérkowych rakéw ptuca.
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczna analizowanych chorych.

Liczba chorych Odsetek chorych
(n) (%)

Wiek

<60r.z. 81 38,9
>60r.2. 127 61,1
Ptec¢

kobiety 68 32,7
mezczyzni 140 67,3
Status palenia tytoniu

palacy 129 62,0
niepalacy 79 38,0
Nawrét

bez nawrotu 115 55,3
nawrét obecny 70 33,6
brak danych 23 11,1
Lokalizacja nawrotu

miejscowy 30 14,4
wezty chtonne Srédpiersia 26 12,5
wezty chtonne nadobojczykowe 4 1,9
madzgowie 30 14,4
uktad kostny 16 7,7
watroba 6 2,9
skora 1,4
nadnercza 2 0,1
Przezycie

zyjacy 115 55,3
zgon 82 39,4
brak danych 11 53
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Tabela 2. Charakterystyka histopatologiczna analizowanych niedrobnokomérkowych rakéw
ptuca.

Cecha histopatologiczna Liczbachorych Odsetekchorych
(n) (n)

Typ histologiczny oraz stopien zréznicowania histologicznego wg WHO (2004)

Rak ptaskonabtonkowy 108 51,9
1. stopien zréznicowania histologicznego (G1) 0 0,0
2. stopien zréznicowania histologicznego (G2) 77 37,0
3. stopien zréznicowania histologicznego (G3) 31 14,9

Rak gruczotowy 97 46,6
1. stopien zréznicowania histologicznego (G1) 11 5,3
2. stopien zréznicowania histologicznego (G2) 61 29,3
3. stopien zréznicowania histologicznego (G3) 25 46,6

Rak wielkokomoérkowy 3 1,4
1. stopien zréznicowania histologicznego (G1) 0 0,0
2. stopien zréznicowania histologicznego (G2) 2 1,0
3. stopien zréznicowania histologicznego (G3) 1 0,5

TNM (7 wydanie)

Tla 20 9,6
Tlb 32 15,4
T2a 83 39,9
T2b 38 18,3
T3 34 16,3
T4 1 0,5
NO 127 61,1
N1 48 23,1
N2 31 14,9
N3 0 0,0
Nx 2 1,0

Stopien zaawansowania patologicznego
1A 38 18,3
IB 58 27,9
A 45 21,6
1B 28 13,5
A 39 18,8
B 0 0,0
v 0 0,0

44



Radykalnos¢ resekcji

RO 197 94,7
R1 9 4,3
R2 2 1,0

2. Opracowanie materiatlu tkankowego

Do analizy wykorzystano wycinki z guza pierwotnego pochodzace z materiatu
pooperacyjnego, ktére zostaty standardowo utrwalone w 10% zbuforowanej formalinie (przez
ok. 24 godziny), a nastepnie poddane dehydratacji w odpowiednio wzrastajgcych stezeniach
alkoholu etylowego i ksylenu. Ostatecznie wycinki zatopiono w niskotopliwe] parafinie w
temperaturze 54-56°C, ktérg uformowano w ksztatt przestrzennych blokéw. 416 blokéw
parafinowych (po 2 reprezentatywne od kazdego z chorych) wykorzystano do konstrukcji
mikromacierzy tkankowych przy uzyciu aparatu Manual Tissue Arrayer MTA firmy Beecher. Z
pierwotnych blokdéw (tzw. ,donoréw”) pobrano po 4 cylindry tkankowe o $rednicy 0,6mm,
zawierajgce reprezentatywne, bogatokomérkowe fragmenty guza pochodzace z réznych jego
obszaréw (wyznaczone po uprzedniej identyfikacji i weryfikacji przez doswiadczonego
patologa). Cylindry z analizowanego materiatu tkankowego umieszczono we wtdrnym bloku
parafinowym (tzw. ,biorcy”), $rednio po ok. 240 cylindrow/blok. Dodatkowo na kazdym bloku
macierzy tkankowych, w ustalonej pozycji, umieszczono cylindry tkanki kontrolnej (migzsz
watroby), co miato postuzy¢ prawidtowej orientacji TMA. Przygotowano 12 blokéw macierzy
tkankowych (6 ,blizniaczych” zawieratlo podwojony materiat wszystkich analizowanych
przypadkéw, a 6 kolejnych — podwdjny zestaw cylindrow dla wszystkich przypadkow,
z wytgczeniem 17 przypadkdw, dla ktdrych dostepny byt wytgcznie pojedynczy pierwotny blok
parafinowy). Nastepnie TMA utrwalono zgrzewajgc w fazni wodnej w temperaturze 40°C. Tak
przygotowane bloki macierzy tkankowych skrojono przy uzyciu mikrotomu na skrawki
o grubosci 4 um, ktére umieszczono na szkietkach podstawowych FLEX IHC Microscope Slides
(DAKO), a nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C przez noc. Do analizy wykorzystano
szkietka skrojone z 6 mikromacierzy tkankowych, zawierajgcych materiat tkankowy 208 guzéw

nowotworowych. Sporzagdzono mape TMA celem precyzyjnego odczytu wynikow barwien.
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3. Ocena immunoekspresji biatka Wnt1, Wnt2, 3-kateniny i E-
kadheryny

3.1. Zastosowane przeciwciala pierwotne

Celem detekcji obecnosci biatka Wntl w badanym materiale tkankowym zastosowano
krdlicze przeciwciato poliklonalne anty-Wntl firmy Thermo Scientific Pierce (nr kat. #PA5-
32641) w zalecanym rozcienczeniu 1:100. Kontrole pozytywng stanowita tkanka raka piersi.

Obserwowano cytoplazmatyczny wzorzec odczynu barwnego.

Do oceny obecnosci biatka Wnt2 w badanym materiale tkankowym zastosowano
krdlicze przeciwciato monoklonalne anty-Wnt2 RabMab firmy Epitomics (nr kat. #3169-1, klon
EPR3101[2]) w zalecanym rozcienczeniu 1:350. Kontrole pozytywng stanowit materiat
zawierajgcy komorki ptuc ludzkiego ptodu (SKBR-3). Obserwowano cytoplazmatyczny wzorzec

reakcji barwnej.

Celem okreslenia obecnosci B-kateniny w badanym materiale tkankowym zastosowano
mysie przeciwciato monoklonalne przeciwko B-kateninie firmy Dako (nr kat. #M3539, klon -
katenina-1) w zalecanym rozcierczeniu 1:200. Kontrole pozytywng stanowity wycinki raka
gruczotowego jelita grubego. Odczyn komdrkowy miat charakter gtdéwnie btonowy, silniej
wyrazony przy brzegach sasiadujgcych komérek. Oceniono ponadto odczyn jadrowy i rozlany

odczyn cytoplazmatyczny.

Ocene obecnosci E-kadheryny w badanym materiale tkankowym przeprowadzono
wykorzystujgc mysie przeciwciato monoklonalne anty-E-kadheryna firmy Dako (nr kat. #/R059,
klon NCH-38) w zalecanym rozcienczeniu 1:100. Kontrole pozytywng stanowity komorki
nabtonkamigdatka podniebiennego. Odczyn komdrkowy miat charakter btonowy i/lub

cytoplazmatyczny.
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3.2. Procedura barwien immunohistochemicznych

Procedure posredniego barwienia immunohistochemicznego z zastosowaniem
powyzszych przeciwciat przeprowadzono zgodnie ze standardowym protokotem dla zestawu

detekcyjnego EnVision FLEX+ firmy Dako (nr kat. K8002) w nastepujacych etapach:

1. Inkubacja szkietek w suszarce w temperaturze 55-56°C przez 1 godzine;

2. Deparafinizacja preparatéw w szeregu ksylendw z naprzemiennym ptukaniem w wodzie
destylowanej przez 3 minuty w aparacie Dako PT Link;

3. Stopniowa rehydratacja preparatéow w szeregu alkoholi o malejgcym stezeniu (100%, 96%,
80%, 70%, 50%) z naprzemiennym pfukaniem w wodzie destylowanej przez 3 minuty;

4. Odkrywanie epitopéw antygendw metodg HIER w procesie podgrzewania w aparacie Dako
PT Link (nr kat. PT100/PT101) w roztworze EnVision FLEX Target Retrieval Solution o pH=9 (nr
kat. K8000/K8004) w temperaturze 97°C przez 20 minut; nastepnie chtodzenie do 65°C;

5. Umieszczanie preparatéw w kominku Coplina i przeptukanie wodg destylowang (2x),
a nastepnie roztworem buforu fosforanowego (ang. phosphate buffered solution, PBS) przez
ok. 60 minut w temperaturze pokojowej;

6. Umieszczenie preparatow w wilgotnej komorze i neutralizacja endogennej peroksydazy
poprzez 5-10 minutowg inkubacje z roztworem 0,3% nadtlenku wodoru (200 pl);

7. Ekspozycja z przeciwciatem pierwotnym w temperaturze pokojowej przez 20 minut;

8. Ekspozycja z przeciwciatem wtérnym (Envision Rabbit/Mouse) w temperaturze pokojowej
przez 20 minut;

9. Ekspozycja z chromogenem: 3,3'-diaminobenzydyng (DAB) w temperaturze pokojowej
przez 3 minuty;

10. Zabarwienie preparatdw hematoksyling Mayera przez 5-10 minut w temperaturze
pokojowej;

11. Stopniowa dehydratacja preparatéw w szeregu alkoholi o rosngcym stezeniu (50%, 70%,
80%, 96%, 99%) oraz w szeregu ksylendw;

12. Zamkniecie preparatéw pod szkietkiem nakrywkowym bezwodnym roztworem Vecta

Mount.

Przy uzyciu mikroskopu optycznego OLYMPUS BX43 kazdy z 4 cylindréw tkankowych,
reprezentujgcych dany przypadek kliniczny, poddano indywidualnej ocenie reakcji barwnej na

obecnos¢ biatek: Wntl, Wnt2, B-kateniny oraz E-kadheryny.
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Interpretacja odczyndw immunohistochemicznych:

— Whntl:odczyn cytoplazmatyczny,
— Wnt2: odczyn cytoplazmatyczny,
— B-katenina:odczyn btonowy, jadrowy, rozlany cytoplazmatyczny,

— E-kadheryna: odczyn cytoplazmatyczny, btonowy.

Do oceny odczyndéw stosowano metode pédfilosciowg, z wykorzystaniem wskaznika
H(H-score), uwzgledniajgcg odsetek komodrek z produktem reakcji barwnej, intensywnosé¢
barwienia w skali 0-3 oraz jego dystrybucje w obrebie danego przypadku. Intensywnosé reakcji

barwnej klasyfikowano w czterech kategoriach:

— 0 -brak odczynu,

— 1+ —staby odczyn (jasnobrgzowe wybarwienie obserwowane przy powiekszeniu 20-40-
krotnym),

— 2+ —sredni odczyn (intensywnos$¢ pomiedzy 1+ a 3+),

— 3+ —silny odczyn (ciemnobrgzowe wybarwienie widziane juz przy powiekszeniu

5-krotnym).

Wartos$¢ wskaznika H wyliczano mnozgc skategoryzowang intensywnos¢ barwienia
oraz okreslang w procentach rozlegtos¢ obszarow komdrek z poszczegdlng reakcjg barwng w

odniesieniu do catej powierzchni analizowanego cylindra tkankowego wg wzoru:

Wskaznik H=[1x (% komadrek 1+) + 2x (% komodrek 2+) + 3x (% komorek 3+)]

Wynik H-score przyjmowat wartos$é od 0O (przypadki bez potwierdzonego odczynu) do
300 (przypadki, w ktérych 100% komoérek wykazywato silny odczyn). Przypadek uznawano za
pozytywny, jesli warto$¢ wskaznika H byta wyzsza od mediany. W analizie statystycznej
uwzgledniono wartos¢ maksymalng wskaznika H z obliczonych wynikéw dla poszczegdlnych

4 cylindréw reprezentujgcych okreslony przypadek w mikromacierzy tkankowej.

Ryciny nr 3-6 przedstawig reprezentatywne zdjecia przypadkéwwraz z wynikiem oceny

reakcji barwnej wg powyzszych kryteridw.
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Rycina 3. Przyktady odczynéw barwnych z przeciwciatem poliklonalnym anty-Wnt1 (x40).

A —wskaznik H=10; B — wskaznik H=100;C — wskaznik H=200; D — wskaznik H=300
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Rycina 4. Przyktady odczynéw barwnych z przeciwciatem monoklonalnym anty-Wnt2 (x40).

A —wskaznik H=10; B — wskaznik H=100;C — wskaznik H=200; D — wskaznik H=300
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Rycina 5. Przyktady odczynéw barwnych z przeciwciatem monoklonalnym anty-E-kadheryna
(x40).

A — wskaznik H=10; B— wskaznik H=100;C — wskaznik H=200; D — wskaznik H=300
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Magnification: 40 x

Rycina 6. Przyktady odczynéw barwnych z przeciwciatem monoklonalnym anty-B-katenina
(x40).

Odczyn btonowy:A — wskaznik H=10; B — wskaznik H=100;C — wskaznik H=200; D — wskaznik
H=300

Odczyn cytoplazmatyczny:E — wskaznik H=10; F — wskaznik H=100; G — wskaznik H=300

Odczyn jadrowy: H — wskaznik H=0; |- wskaznik H=300

4. Analiza statystyczna

Analize opisowq przedstawiono podajgc mediane i zakres. Mediane czasu przezycia

obliczono stosujgc metode odwréconego cenzurowania.

Zaleznosci  pomiedzy  poszczegélnymi  analizowanymi  zmiennymi  ciggtymi
weryfikowano w testach nieparametrycznych dla préb niezaleznych U Manna-Whitney'a lub
Kruskala-Wallisa, natomiast zmienne kategoryzowane poréwnano w tescie chi-kwadrat.

Korelacje pomiedzy dwiema zmiennymi ciggtymi analizowano metoda Pearsona.
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Analize przezycia przeprowadzono wykorzystujgc metode Kaplana-Meiera. Czas
catkowitego przezycia (ang. overall survival, OS) mierzono od daty zabiegu operacyjnego do
daty zgonu lub daty ostatniej obserwacji. Czas przezycia wolny od nawrotu (RFS, ang.
recurrence free survival) definiowano jako czas od zabiegu operacyjnego do daty
potwierdzonej wznowy miejscowej, regionalnej lub odlegtej, zgonu z powodu nowotworu albo
innej, niezaleznej przyczyny lub daty ostatniej obserwacji. Jednoczynnikowg i wieloczynnikowg
analize przezycia przeprowadzono wykorzystujgc test log-rank i model proporcjonalnego
ryzyka Coxa z wsteczng eliminacjg zmiennych na podstawie wynikéw testu ilorazu

wiarygodnosci.

We wszystkich przeprowadzonych analizach za poziom istotnosci statystycznej przyjeto
a=0,05 (nie uwzgledniono poprawek dla wielokrotnego testowania). Wszystkie przedstawione

wartosci wspotczynnikdw istotnosci statystycznej P sg dwustronne.

Obliczenia statystyczne oraz wykresy wykonano w programie SPSS, wersja 22,0 (IBM

Corporation, NY, USA).
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WYNIKI

1. Immunohistochemiczna ocena poziomu analizowanych biatek

Wynikiimmunohistochemicznej oceny poziomu biatek Wntl, Wnt2 oraz E-kadheryny
uzyskano dla 206 (99%) analizowanych guzéw pierwotnych. Wyniki barwien dlatrzech
lokalizacji komérkowych B-kateniny uzyskano dla 207 (99,5%) przypadkéw. W 8 cylindrach
tkankowych reprezentujgcych 2 przypadki na mikromacierzy tkankowej, w ktérych oceniano
ekspresje biatka Wntl, Wnt2 oraz E-kadheryny nie potwierdzono obecnosci komodrek
nowotworowych. W 4 cylindrach tkankowych reprezentujgcych 1 przypadek na mikromacierzy
tkankowej, w ktdrych oceniano ekspresje trzech frakcji B-kateniny nie potwierdzonoobecnosci
nowotworu. W analizach statystycznych uwzgledniono najwyzszg wartos¢ wskaznika H-—
uzyskanadla 4 ocenianych cylindrow tkankowych reprezentujgcych kazdy guz pierwotny. Dla
kazdego z badanych biatek potwierdzono silng korelacje miedzy najwyzszg wartoscig wskaznika
H uwzgledniang w analizie a wartoscia wskaznika H odczytang w wyniku barwienia

pojedynczego cylindra tkankowego. (Rycina nr 7— na przyktadzie oceny poziomu biatka Wnt1).
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Rycina 7. Wykres przedstawiajacy korelacje najwyiszej wartosci wskaznika H dla biatka
Wntl, uzyskanej z oceny 4 cylindréw tkankowych, z wynikiem wskaznika H dla biatka Wnt1
pojedynczego cylindra tkankowego.
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Wykazano wysokg zgodnos$¢ oceny wynikéw barwien immunohistochemicznych
analizowanych biatek przez 2 niezaleznych obserwatordow uczestniczgcych w badaniu. (Rycina

nr 8— przyktadowa korelacja wskaznikow H dla biatka Wnt1).

300,00 e o
o
(2]
£ 250,00 oo oo
v o0
=]
® ooo
3 o
@ 200,00 o © © © ooo
o o
o o0 ©
| )
5] o0 o
£ 150,004 ooe
s o
= o0
- © 000 ©
a go
m 100,00 0 000 o
] (6}
T o
x o
H ®
s 50,00
% o
2 o0
00 o
T T L T L T L
00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00

Wskaznik H dla biatka Wnt1 - obserwator nr 1

Rycina 8. Wykres przedstawiajacy korelacje wskaznikéw H poziomu biatka Wnt1 ocenianych
przez 2 niezaleznych obserwatoréw.

1.1. Ocena poziomu biatka Wnt1

Mediana wartosci wskaznika H dla biatka Wnt1wyniosta 175 (zakres: 0-300), natomiast
Srednia — 162,5 (+ 59,8). W 55 (26,7%) przypadkach wartos¢ wskaznika H wyniosta <100. We
wszystkich analizowanych prébkach, poza 1 (0,5%) wartos¢ wskaznika H dla biatka Wnt1 byta
wyzsza od 10. Odczyn immunohistochemiczny interpretowano jako dodatni, gdy wartosc
wskaznika H wyniosta >175 (punkt odciecia na poziomie mediany: 103 przypadki [49,5%]).
Srednia warto$¢ wskaznika H dla ptaskonabtonkowych rakéw ptuca wyniosta 148 (£53), dla
rakéw gruczotowych — 178 (+63), natomiast dla wielkokomdérkowych — 183 (+76). Rozkfad

wynikéw wskaznika H dla biatka Wnt1 w analizowanej grupie przedstawia rycina nr 9.
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Mediana 175 (0-300)
$rednia 162,5 (SD+59,76)

N=206
401

Liczba chorych

Wskainik H dla biatka Wnt1l

Rycina 9. Histogram przedstawiajacy rozktad wskaznika H dla biatka Wnt1.

Analizujgc poziom biatka Wntl jako zmienng ciagta wykazano istotng statystycznie
zaleznos¢ od typu histologicznego raka ptuca (p<0,0001) —poziom biatka byt znamiennie wyzszy
w guzach pierwotnych o histologii gruczotowej i wielkokomérkowej w poréwnaniu z

ptaskonabtonkowsg (Ryc. 10).

300,00 p<0,0001

250,00 T
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Wskainik H dla biatka Wntl

00 —

Typ histologiczny raka ptuca

Rycina 10. Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ wskainika H dla biatka Wntl od typu
histologicznego raka ptuca (1 - rak ptaskonabtonkowy, 2 - rak gruczotowy, 3 - rak
wielkokomérkowy).
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Ponadto potwierdzono znamiennie nizszypoziom biatka Wntl w nowotworach o

wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej [(G3); p=0,003] (Ryc. 11)
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Rycina 11. Wykres przedstawiajacy zaleznos¢ wskaznika H dla biatka Wnt1 od stopnia
ztosliwosci histologicznej raka ptuca (1 - G1, 2 - G2, 3 - G3).

Stwierdzono znamiennie nizszy poziom biatka Wntl w nowotworach w wyzszym

stopniu zaawansowania patologicznego ( st. lIBi IllA, p=0,042 Ryc.12).
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Rycina 12. Wykres przedstawiajacy zaleznos¢ poziomu biatka Wnt1 od stopnia
zaawansowania patologicznego raka ptuca (1-1A,2-1B,3 —1IA, 4 -1IB, 5 - llIA).
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W przeprowadzonym badaniu nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy poziomem biatka
Wntl (wskaznikiem H) analizowanym jako zmienna ciggta a wiekiem, ptcig chorych, statusem
palenia papieroséow, cechg T, cechg N oraz stopniem naciekania optucnej (p>0,05).

Szczegdtowe dane przedstawiono w tabeli nr 3.

Tabela 3. Zalezno$¢ poziomu biatka Wntl od cech klinicznych i patologicznych badanej grupy
chorych.

Cecha kliniczna lub patologiczna p r
Wiek 0,216 -0,087
Ptec 0,577

Status palenia papierosow 0,625

Typ histologiczny raka ptuca (WHO, 2004) <0,0001

Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2004) 0,029

Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2015) 0,012

CechaT 0,363

Cecha N 0,056

Stopien zaawansowania patologicznego nowotworu 0,042

Stopien zréznicowania histologicznego (WHO, 2004) 0,003

Stopien zréznicowania histologicznego raka gruczotowego 0,002

(WHO, 2015)

Srednica guza pierwotnego 0,027 -0,154
Odsetek martwicy w utkaniu guza pierwotnego 0,002 -0,212
Stopien naciekania optucne;j 0,312

Przyjmujgc za punkt odciecia wartos¢ medianywskaznika H dla biatka Wntl
potwierdzono istotng statystycznie zaleznos$é¢ pomiedzy poziomem immunohistochemicznej
ekspresji biatka Wnt1 a histologicznym typem nowotworu, z tendencjg do wyzszego poziomu
analizowanego biatka w rakach gruczotowych (p=0,004, Ryc. 13) oraz stopniem histologicznego
zréznicowania, z tendencjg do wyzszego poziomu biatka Wntl w rakach o nizszym stopniu

ztosliwosci histologicznej (p=0,029, Ryc. 14).
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Rycina 13. Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ wskainika H dla biatka Wntl od typu

histologicznego raka ptuca (1 - rak ptaskonabtonkowy, 2 - rak gruczotowy, 3 - rak
wielkokomoérkowy).
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Rycina 14. Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ wskaznika H dla biatka Wntl od stopnia
ztosliwosci histologicznej raka ptuca.
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Przyjmujgc wartos¢ mediany wskaznika H jako punkt odciecia nie wykazano zaleznosci
pomiedzy poziomem biatka Wntla wiekiem lub ptcig analizowanych chorych, statusem palenia
papieroséw, cechg T, cecha N, stopniem zaawansowania patologicznego nowotworu oraz

stopniem naciekania optucnej (wszystkie uzyskane wartosci p>0,05).

Szczegdtowe wyniki przedstawia tabela nr 4.

Tabela 4. Zalezno$¢ wskaznika H dla biatka Wntl od cech klinicznych i patologicznych
badanej grupy chorych.

Charakterystyka Poziom biatka Wnt1
(wskaznik H)
<175 >175 p
Liczba chorych z wynikiem 206/208 103 103
barwienia IHC (%)/liczba (99%)
chorych
Wiek 0,527
Mediana 62 64,7 62
Zakres 40,6-80,5 45,1-79,8 40,6-80,5
Pteé, n (%) 0,374
Kobiety 68 (32,7%) 37 (17,9%) 31 (15%)
Mezczyini 140 (67,3%) 66 (32%) 72 (35%)
Stopien zaawansowania 0,273

patologicznego nowotworu,

n (%)
IA 38 (18,3%) 15 (7,3%) 22 (10,7%)
IB 58 (27,9%) 28 (13,6%) 29 (14%)
1A 45 (21,6%) = 20(9,7%) 25 (12,1%)
1B 28 (13,5%) 15 (7,3%) 13 (6,3%)
A 39 (18,8%) 25(12,1%) 14 (6,8%)
B 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
vV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Typ histologiczny raka ptuca, 0,004
n (%)
Ptaskonabtonkowy 108 (52%) 66(32%) 42 (20%)
Gruczotowy 97 (46,6%) 36 (17,5%) 59 (28,6%)
Wielkokomorkowy 3(1,4%) 1(0,5%) 2 (0,97%)
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Stopien ztosliwosci 0,029
histologicznej

Gl 11 (5,3%) 3(1,5%) 8(3,9%)
G2 140 (67,3%) = 65 (31,5%) 75 (36,4%)
G3 57(27,4%) 35(17%) 20(9,7%)
CechaT, n (%) 0,252
Tla 20 (9,6%) 10 (4,8%) 10 (4,8%)
T1b 32 (15,4%) @ 11(5,3%) 20 (9,7%)
T2a 83 (39,9%) 40 (19,4%) 42 (20,3%)
T2b 38 (18,3%) 19 (9,2%) 19 (9,2%)
T3 34 (16,3%) = 22(10,7%) = 12(5,8%)
T4 1(0,5%) 1(0,5%) 0 (0%)
Cecha N, n (%) 0,292
NO 127 (61%) = 61(29,6%) = 65 (31,5%)
N1 48 (23,1%) = 23(11,2%) = 24 (11,6%)
N2 31 (14,9%) 19 (9,2%) 12 (5,8%)
N3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Nx 2 (1%) 0 (0%) 2 (1%)
Srednica guza(cm) 0,725
Srednia 4,42 4,42 3,7
Zakres 1-13 1-13 1,2-10
Odsetek martwicy w 0-80 0-80 0-80 0,314

utkaniu guza
pierwotnego (%)

Stopien naciekania 0,179
optucnej

PLO 119 (57,2%) | 58(28,1%) 59 (28,6%)

PL1 74 (35,6%) 34 (16,5%) 40 (19,4%)

PL2 3(1,4%) 2 (1%) 1(0,5%)

PL3 11 (5,3%) 9 (4,3%) 2 (1%)

PLx 1(0,5%) 0 (0%) 1(0,5%)

Przy ustaleniu punktu odciecia wskaznika H dla Wnt1 réwnego 100 wykazano istotng
statystycznie zaleznos$¢ pomiedzy poziomem biatka Wntl a stopniem patologicznego
zaawansowania (p=0,027) oraz stopniem histologicznego zréznicowania nowotworu (p=0,03).
Wskaznik H >100 obserwowano czesciej w nowotworwach o nizszym stopniu patologicznego

zaawansowania oraz nizszym stopniu ztosliwosci histologicznej.
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Ponadto wykazano stabe odwrotne korelacje pomiedzy: odsetkiem martwicy w utkaniu
nowotworu a poziomem biatkaWnt1(r=-0,212, p=0,002, Ryc. 15) oraz pomiedzy $Srednicg guza

pierwotnego a poziomem analizowanego biatka (r=-0,154, p=0,027, Ryc. 16).
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Rycina 15. Wykres przedstawiajacy zaleznos¢ poziomu biatka Wntl od odsetka martwicy w
utkaniu guza pierwotnego.
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Rycina 16. Wykres przedstawiajacy zaleznos¢ poziomu biatka Wntl od srednicy guza
pierwotnego.
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Poziom biatka Wnt1 byt znamiennie zwigzany z poziomem biatka Wnt2 (r=0,161, p=0,021, Ryc.

300,00 o o o
o
250,00 o -3 o
o o
o
o
o
2 200,00 o e o o ©o ©®© © © © © © o o
= o
© o o
= o o
= (=] o o
= 150,00 o o
= o (=)
= o o o o
= (-] o co
8 g °
= 100,00 e o o o ® © o © o o
o
o o =3
o
o
50,00
o =3
o o
00— o
T T T T T T
s0,00 100,00 150,00 200,00 250,00 300,00

Wskainik H dla biatka Wnt2

Rycina 17. Wykres przedstawiajacy korelacje miedzy poziomami biatek Wnt1 i Wnt2.

1.2. Ocena poziomu biatka Wnt2

Mediana wartosci wskaznika H dla biatka Wnt2 wyniosta 200 (zakres: 90-300),
natomiast $rednia — 203,62 (+44,39). W materiale tkankowym pochodzgcych ze 134 (65%)
rakéw ptuca wartos¢ wskaznika H byfa rowna 200, w 26 (12,6%) przypadkach osiggneta
warto$é nizszg od mediany, natomiast w 46 (22,3%) — warto$¢ wyzszg od mediany. Odczyn
immunohistochemiczny interpretowano jako dodatni, gdy wartosé¢ wskaznika H wyniosta >200.
Pozytywny wynik reakcji barwnych uzyskano dla 46 przypadkéw (22,3%). W 13 (6,3%)
przypadkach warto$¢wskaznika H wyniosta <100, natomiast w 193 (93,7%) miescita sie w
zakresie 101-300. We wszystkich analizowanych prébkach wartos¢ wskaznika H dla biatka
Wnt2 byta wyzsza od 10. Srednia warto$¢ wskaznika H dla ptaskonabtonkowych rakéw ptuca
wyniosta 195 (+46), dla rakow gruczotowych — 212 (+40), natomiast dla wielkokomorkowych —
233 (+57). Szczegdtowsq dystrybucje wynikéw wskaznika H dla biatka Wnt2 w analizowanych

przypadkach przedstawia rycina nr 18.
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Rycina 18. Histogram przedstawiajgcy rozktad wskaznika H dla biatka Wnt2.

Analizujgc poziom biatka Wnt2jako zmienng ciaggta wykazano istotng statystycznie
zaleznos$¢ od stopnia zréznicowania histologicznego (p=0,002) — nowotwory o wyzszym stopniu

ztosliwosci histologicznej wykazywaty znamiennie nizszy poziom biatka.

W przeprowadzonym badaniu nie wykazano zaleznosci pomiedzy poziomem biatka
Wnt2 analizowanym jako zmienna ciggta a wiekiem, ptcig chorych, statusem palenia
papieroséw, typem histologicznym raka ptuca, cechg T, cechg N, stopniem zaawansowania
patologicznego nowotworu, $rednicg guza pierwotnego, odsetkiem martwicy w utkaniu

nowotworu oraz stopniem naciekania optucnej (p>0,05).

Szczegbétowe podsumowanie wynikéw zawiera tabela nr 5.
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Tabela 5. Zalezno$¢ poziomu biatka Wnt2 od cech klinicznych i patologicznych badanej grupy
chorych.

Cecha kliniczna lub patologiczna

Wiek 0,565 -0,04
Ptec 0,971

Status palenia papieroséw 0,719

Typ histologiczny raka ptuca (WHO, 2004) 0,124

Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2004) 0,337

Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2015) 0,585

CechaT 0,767

Cecha N 0,305

Stopien zaawansowania patologicznego nowotworu 0,739

Stopien zréznicowania histologicznego (WHO, 2004) 0,002

Stopien zréznicowania histologicznego raka gruczotowego 0,259

(WHO, 2015)

Srednica guza pierwotnego 0,569 0,04
Odsetek martwicy w utkaniu guza pierwotnego 0,772 -0,02
Stopien naciekania optucnej 0,284

Przyjmujgc jako punkt odciecia wartos¢ mediany wskaznika H dla biatka Wnt2,
potwierdzono istotng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy poziomem biatka Wnt2 a stopniem

histologicznego zréznicowania (p=0,001).

Przyjmujgc wartos¢ mediany wskaznika H jako punkt odciecia nie wykazano zaleznosci
pomiedzy poziomem biatka Wnt2a wiekiem i pfcig analizowanych chorych, typem
histologicznym raka ptuca, stopniem histologicznego zréinicowania, cechg T, cechg N,
stopniem zaawansowania patologicznego nowotworu, Srednicg guza pierwotnego, odsetkiem
martwicy w utkaniu nowotworu oraz stopniem naciekania optucnej (wszystkie uzyskane

wartosci p>0,05). Szczegétowe wyniki przedstawia tabela nr 6.
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Tabela 6. Zalezno$¢ wskaznika H dla biatka Wnt2 od cech klinicznych i patologicznych

badanej grupy chorych.
Poziom biatka Wnt2
(wskaznik H)
Charakterystyka <200 >200 p
Liczba chorych z wynikiem 206/208 160 (76,9%) 46 (22,1%)
barwienia IHC /liczba (99%)
chorych (%)
Wiek 0,465
Mediana 62 62 63
Zakres 40,6-80,5 40,6-80,5 48-78,4
Pteé, n (%) 0,948
Kobiety 68 (32,7%) 53 (25,7%) 15 (7,3%)
Mezczyzni 140 (67,3%) 107 (52%) 31 (15%)
Typ histologiczny raka 0,899
ptuca, n (%)
Ptaskonabtonkowy 108 (52%) 84 (40,8%) 24 (11,5%)
Gruczotowy 97 (46,6%) 74 (36%) 21 (10,2%)
Wielkokomorkowy 3(1,4%) 2 (1%) 1(0,5%)
Stopien zaawansowania 0,662
patologicznego nowotworu,
n (%)
1A 38 (18,3%) 30(14,6%) 7 (3,4%)
IB 58 (27,9%) 45 (21,8%) 12 (5,8%)
A 45 (21,6%) 34 (16,5%) 11 (5,3%)
1B 28 (13,5%) 19 (9,2%) 9 (4,5%)
A 39 (18,8%) 32 (15,5%) 7 (3,4%)
B 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
v 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Stopien ztosliwosci 0,001
histologicznej, n (%)
G1 11 (5,3%) 6 (2,9%) 5 (2,4%)
G2 140 (67,3%) 119 (57,8%) 21(10,2%)
G3 57 (27,4%) 35 (17%) 20(9,7%)
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CechaT, n (%)
Tla
Tlb
T2a
T2b
T3
T4

Cecha N, n (%)
NO
N1
N2
N3
Nx

Srednica guza (cm)
Srednia
Zakres

Odsetek martwicy w

utkaniu guza pierwotnego

(%)

Stopien naciekania optucnej

PLO
PL1
PL2
PL3
PLx

Przy ustaleniu punktu odciecia wskaznika H dla Wnt2 réwnego 100 wykazano istotng
statystycznie zalezno$¢ pomiedzy poziomem biatka Wnt2a stopniem naciekania optucnej -

znamiennie nizszg ekspresje

20 (9,6%)
32 (15,4%)
83 (39,9%)
38 (18,3%)
34 (16,3%)
1(0,5%)

127 (61%)
48 (23,1%)
31(14,9%)
0 (0%)
2 (1%)

4,42
1-13
0-80

119 (57,2%)
74 (35,6%)
3 (1,4%)
11 (5,3)
1(0,5%)

16 (7,8%)
26 (12,6%)
65 (31,5%)
28 (13,6%)
24 (11,6%)

1(0,5%)

96 (46,6%)
35 (17%)
28 (13,6%)
0 (0%)
1(0,5%)

4,42
1-13
0-80

90 (43,7%)
58 (28,1%)
2 (1%)

9 (4,5%)
1(0,5%)

analizowanego biatka

naciekajgcych optucng (p=0,001).

Wykazano stabg dodatnig korelacje pomiedzy poziomem biatka Wnt2 a ekspresjg

E-kadheryny (r=0,151, p=0,03, Ryc. 19).
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Wskaznik H dla E-kadheryny

Rycina 19. Wykres przedstawiajacy korelacje miedzy poziomem biatka Wnt2 i E-kadheryny.

1.3. Ocena poziomu E-kadheryny

Mediana wartosci wskaznika H dlaE-kadheryny wyniosta 200 (zakres: 10-300),
natomiast srednia — 207 (+62). W materiale tkankowym pochodzacym z 76 (36,9%) rakéw
ptuca wartos¢ H wyniosta réwno 200, w 53 przypadkach (25,7%) osiggneta wartos¢ nizszg od
mediany, natomiast w 77 (37,4%) — wyzszg od mediany. Odczyn immunohistochemiczny
interpretowano jako dodatni, gdy warto$¢ wskaznika H wyniosta >200 (77 przypadkdow
[37,4%]). W 21 (10,2%) przypadkach warto$¢ wskaznika H wyniosta <100, natomiast w 185
(89,8%) miescita sie w zakresie 101-300. We wszystkich analizowanych przypadkach, poza
1 (0,5%), wartoé¢ wskaznika H dla E-kadheryny byta wyzsza od 10. Srednia wartoé¢ wskaznika H
dla ptaskonabtonkowych rakéw ptuca wyniosta 190 (+58), dla rakéw gruczotowych — 224 (+61),
natomiast dla wielkokomérkowych — 236 (+55). Szczegdtowa dystrybucje wskaznika H dla E-

kadheryny w analizowanejgrupie przedstawia rycina nr 20.
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Rycina 20. Histogram przedstawiajacy rozktad wskaznika H dla E-kadheryny.

Analizujgc poziom E-kadheryny jako zmienng ciggta wykazano znamiennie istotng
zalezno$¢ od typu histologicznegoraka ptuca (p=0,001) — immunoekspresja biatka byta
znamiennie wyzsza w guzach pierwotnych o histologii gruczotowej i wielkokomdrkowej w

poréwnaniu z ptaskonabtonkowg (Ryc. 21).
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Rycina 21. Wykres przedstawiajacy zaleinos¢ wskazinika H dla E-kadheryny od typu
histologicznego raka ptuca (1 - rak ptaskonabtonkowy, 2 - rak gruczotowy, 3 - rak
wielkokomérkowy).
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Ponadto potwierdzono znamiennie nizszy poziomE-kadheryny w nowotworach o

wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej [(G3); p=0,01, Ryc. 22].
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Rycina 22. Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ wskaznika H dla E-kadheryny od stopnia
ztosliwosci histologicznej raka ptuca (1 - G1,2 - G2, 3 - G3).

Wykazano istotng statystycznie zaleznosé pomiedzy poziomem
immunohistochemicznej ekspresji E-kadherynyanalizowane] jako zmienna ciggta a stopniem
naciekania optucnej (p=0,039), wykazujac znamiennie nizszy poziom biatka w przypadkach

rozlegtego zajecia optucnej (Ryc. 23).
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Rycina 23. Wykres przedstawiajacy zaleznos¢ wskaznika H dla E-kadheryny od stopnia

naciekania optucnej (0 — PLO, 1 — PL1, 2 — PL2, 3 — PL3, 4 — brak danych).
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W przeprowadzonym badaniu nie wykazano zaleznosci pomiedzy poziomem
E-kadheryny analizowanej jako zmienna ciggta a pozostatymi cechami klinicznymi
i patologicznymi (wiekiem i ptcig chorych, cechg T, cechg N, stopniem zaawansowania
patologicznego nowotworu, srednicg guza pierwotnego oraz odsetkiem martwicy w utkaniu

nowotworu (p>0,05, tabela nr 7).

Tabela 7. Zaleznos¢ poziomu E-kadheryny od cech klinicznych i patologicznych badanej grupy
chorych.

Cecha kliniczna lub patologiczna p r
Wiek 0,452 -0,053
Ptec 0,099

Status palenia papieroséw 0,103

Typ histologiczny raka ptuca (WHO, 2004) 0,001

Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2004) 0,264

Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2015) 0,831

CechaT 0,778

Cecha N 0,165

Stopien zaawansowania patologicznego nowotworu 0,470

Stopien zréznicowania histologicznego (WHO, 2004) 0,010

Stopien zréznicowania histologicznego raka gruczotowego 0,745

(WHO, 2015)

Srednica guza pierwotnego 0,339 -0,067
Odsetek martwicy w utkaniu guza pierwotnego 0,099 -0,115
Stopien naciekania optucne;j 0,039

Przyjmujgc za punkt odciecia wartos¢ mediany wskaznika H dla E-kadheryny nie
wykazano istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy poziomembiatka a klinicznymi
i patologicznymi cechami analizowanej grupy chorych (wszystkie uzyskane wartosci p>0,05,

tab.8).
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Tabela 8. Zaleznos¢ wskaznika H dla E-kadheryny od cech klinicznych i patologicznych

badanej grupy chorych.

Poziom E-kadheryny
(wskaznik H)

Charakterystyka <200 >200 p
Liczba chorych z wynikiem 206/208 129 (62%) 77 (37%)
barwienia IHC /liczba chorych (99%)
(%)
Wiek 0,492
Mediana 62 62 62
Zakres 40,6-80,5 40,6-79,9 45,1-80,5
Pteé, n (%) 0,273
Kobiety 68 (32,7%) 39 (19%) 29 (14%)
Mezczyzni 140 (67,3%) | 90 (43,7%) 48 (23,3%)
Typ histologiczny raka ptuca, 0,076
n (%)
Ptaskonabtonkowy 108 (52%) 75 (36,5%) 33 (16%)
Gruczotowy 97 (46,6%) 53 (25,7%) 42 (20,3%)
Wielkokomorkowy 3(1,4%) 1(0,5%) 2 (1%)
Stopien zaawansowania 0,147
patologicznego nowotworu, n
(%)
1A 38 (18,3%) = 24(11,6%) 13 (6,3%)
IB 58 (27,9%) 36 (17,5%) 21 (10,2%)
A 45 (21,6%) 22 (10,7%) 23 (11,2%)
1B 28 (13,5%) = 22(10,7%) 6 (2,9%)
A 39 (18,8%) 25(12,1%) 14 (6,8%)
B 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
v 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Stopien ztosliwosci 0,2
histologicznej, n (%)
G1 11 (5,3%) 5 (2,4%) 6 (2,9%)
G2 140 (67,3%) = 85 (41,3%) 55 (26,7%)
G3 57 (27,4%) 39 (18,9%) 16 (7,8%)
Cecha T, n (%) 0,7
Tla 20(9,6%) 13 (6,3%) 7 (3,4%)
Tlb 32 (15,4%) 18 (8,7%) 13 (6,3%)
T2a 83(39,9%) 51(24,7%) = 31(15%)
T2b 38(18,3%) = 23(11,2%) | 15(7,3%)
T3 34 (16,3%) 24 (11,7%) 10 (4,9%)




T4 1(0,5%) 0(0%) 1(0,5%)

Cecha N, n (%) 0,364
NO 127 (61%) 79 (38,3%) | 47(22,8%)
N1 48 (23,1%) = 26(12,6%) = 21(10,2%)
N2 31(14,9%) | 22(10,7%) 9 (4,4%)
N3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Nx 2 (1%) 2 (1%) 0 (0%)
Srednica guza (cm) 0,215
Srednia 4,42 4,42 4,1
Zakres 1-13 1-13 1,4-11
Odsetek martwicy w utkaniu 0-80 0-80 0-80 0,517
guza pierwotnego (%)
Stopien naciekania optucne;j 0,146
PLO 119 (57,2%) | 66(31,8%) | 51(24,8%)
PL1 74 (35,6%) | 50(24,4%) | 24(11,7%)
PL2 3(1,4%) 3(1,5%) 0 (0%)
PL3 11 (5,3) 9 (4,5%) 2 (1%)
PLx 1(0,5%) 1(0,5%) 0(0%)

Przy ustaleniu punktu odciecia wskaznika H dla E-kadherynyréwnego 100 wykazano
znamienng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy poziomem biatka a stopniem histologicznego

zrdznicowania nowotworu (p=0,015) oraz stopniem naciekania optucnej (p=0,04).

Wykazano stabg dodatnig korelacje pomiedzy poziomem E-kadherynyi biatka Wnt2
(r=0,151, p=0,03) oraz wzglednie silng dodatnig korelacje pomiedzy poziomem analizowanego

biatka a poziomem frakcji btonowej B-kateniny (r=0,569, p=0,0001, Ryc. 24).
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WskaZnik H dla E-kadheryny

Rycina 24. Wykres przedstawiajacy korelacje miedzy wskaznikiem H dla E-kadheryny
i wskaznikiem H dla frakcji btonowej B-kateniny.

1.4. Ocena poziomu frakcji jadrowej B-kateniny

Mediana wartosci wskaznika H dla frakcji jgdrowej B-kateniny nie zostata osiggnieta,
natomiast Srednia wyniosta 4. W materiale tkankowym pochodzagcym z 204 (98,5%)
analizowanych rakéw ptuca wartos¢ wskaznika H wyniosta <200, natomiast w przypadku
3 (1,4%) osiggneta wartosc¢ >200. Przyjmujgc wynik wskaznika H rowny 100 lub 10 jako punkt
odciecia otrzymano analogiczny (jak powyzej) podziat procentowy analizowanej populacji.
3 przypadki z wskaznikiem H >200 dla frakcji jadrowej zakwalifikowano jako wykazujgce
obecnoé¢ jadrowej frakcji B-kateniny.Srednia warto$¢ wskaznika H dla ptaskonabtonkowych
rakéw ptuca wyniosta 3, dla rakdw gruczotowych — 5, natomiast w rakach wielkokomérkowych
nie wykazano barwienia na obecnos$¢ frakcji jadrowej B-kateniny. Szczegdtowq dystrybucje
wynikéw wskaznika H dla frakcji jgdrowej B-kateniny w analizowanych przypadkach

przedstawia rycina nr 25.
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Wskaznik H dla frakcji jadrowej B-kateniny

Rycina 25. Histogram przedstawiajgcy rozktad wskaznika H dla frakcji jadrowej B-kateniny.

Nie wykazano istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy poziomem
analizowanego biatka a klinicznymi i patologicznymi cechami w analizowanej grupie chorych

(wszystkie uzyskane wartosci p>0,05, tab.9).

Tabela 9. Zaleznos¢ poziomu frakcji jadrowej B-kateniny od cech klinicznych i patologicznych
badanej grupy chorych.

Cecha kliniczna lub patologiczna p r
Wiek 0,123 0,108
Pte¢ 0,215

Status palenia papieroséw 0,293

Typ histologiczny raka ptuca (WHO, 2004) 0,777

Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2004) 0,896

Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2015) 0,897

CechaT 0,795

Cecha N 0,737

Stopien zaawansowania patologicznego nowotworu 0,824

Stopien zréznicowania histologicznego (WHO, 2004) 0,084

Stopien zréznicowania histologicznego raka gruczotowego 0,282

(WHO, 2015)

Srednica guza pierwotnego 0,437 -0,054
Odsetek martwicy w utkaniu guza pierwotnego 0,411 -0,057
Stopien naciekania optucnej 0,305
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1.5. Ocena poziomu frakcji blonowej 3-kateniny

Mediana wartosci wskaznika H dla frakcji btonowej B-kateniny wyniosta 200 (zakres:
0-300), natomiast Srednia wyniosta 178 (+78). W materiale tkankowym pochodzgcym z 79
(38,2%) analizowanych rakéw ptuca warto$¢ wskaznika H wyniosta doktadnie 200, w 79 (38,2%)
przypadkach osiggneta wartos¢ nizszg od mediany, natomiast w 49 (23,7%) — wartos$¢ wyzszg
od mediany. Odczyn immunohistochemiczny interpretowano jako dodatni, gdy wartos$é
wskaznika H wyniosta >200 [49 przypadkéw (23,7%)]. W 43 (20,8%) przypadkach wartosé
wskaznika H wyniosta <100, natomiast w 164 (79,2%) miescita sie w zakresie 101-300.
W materiale tkankowym ze 197 (95,2%) guzédw oceniona warto$¢ wskaznika H wyniosta
powyzej 10, w pozostatych 10 (4,8%) przypadkach < 10. Srednia warto$¢ wskaznika H dla
ptaskonabtonkowych rakéw ptuca wyniosta 174 (+80), dla rakow gruczotowych — 185 (+74),
natomiast dla rakow wielkokomdrkowych — 123 (+157). Szczegétowq dystrybucje wynikéw

wskaznika H dla frakcji blonowej B-kateninyprzedstawia rycina nr 26.
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Wskaznik H dla frakcji btonowej B-kateniny

Rycina 26. Histogram przedstawiajgcy rozktad wskaznika H dla frakcji btonowej B-kateniny.
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Analizujgc poziom ekspresji frakcji btonowej B-kateniny jako zmienng ciggta wykazano
znamienng statystycznie zaleznos$¢ od stopnia zrdznicowania histologicznego (p=0,008) —
nowotwory o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej wykazywaty nizszg ekspresje

analizowanego biatka (Ryc. 27).
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Stopien zlosliwosci histologicznej raka ptuca

Rycina 27. Wykres przedstawiajacy zaleznos¢ wskaznika H dla frakcji btonowej B-kateniny od
stopnia ztosliwosci histologicznej raka ptuca (1 - G1,2 - G2, 3 - G3).

Nie  wykazano istotnych  statystycznie zaleznosci pomiedzy  poziomem
immunohistochemicznej ekspresji analizowanego biatka a innymi klinicznymi i patologicznymi

cechami badanej grupy chorych (wszystkie uzyskane wartosci p>0,05; tab. 10).
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Tabela 10. Zalezno$s¢ poziomu frakcji btonowej B-kateniny od cech klinicznych

i patologicznych badanej grupy chorych.

Cecha kliniczna lub patologiczna

Wiek 0,59 -0,038
Ptec 0,661

Status palenia papierosow 0,514

Typ histologiczny raka ptuca (WHO, 2004) 0,435

Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2004) 0,423

Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2015) 0,773

CechaT 0,670

Cecha N 0,778

Stopien zaawansowania patologicznego nowotworu 0,272

Stopien zréznicowania histologicznego (WHO, 2004) 0,008

Stopien zréznicowania histologicznego raka gruczotowego 0,368

(WHO, 2015)

Srednica guza pierwotnego 0,145 -0,102
Odsetek martwicy w utkaniu guza pierwotnego 0,055 0,134
Stopien naciekania optucne;j 0,618

Przyjmujgc jako punkt odciecia wartos¢ mediany wskaznika H dla frakcji btonowej j3-
kateniny nie wykazano, poza zaleznoscig od odsetka martwicy w utkaniu guza (p=0,018),

istotnych statystycznie zaleznosci (tab. 11).

Tabela 11. Zalezno$¢ wskainika H dla frakcji btonowej B-kateniny od cech klinicznych i
patologicznych badanej grupy chorych.

Poziom frakcji btonowej

B-kateniny
(wskaznik H)
Charakterystyka <200 >200 p
Liczba chorych z wynikiem barwienia 207/208 158 (76%) | 49 (23,5%)
IHC/liczba chorych (%) (99,5%)
Wiek 0,572
Mediana 62 62 62
Zakres 40,6-0,5 40,6-80,5 50,1-78,4
Ptec, n (%) 0,973
Kobiety 68 (32,7%) 52(25,1%) @ 16(7,7%)
Mezczyzini 140 (67,3%) 106 (51,2%) @ 33 (16%)
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Typ histologiczny raka ptuca, n (%)
Ptaskonabtonkowy
Gruczotowy
Wielkokomdrkowy

Stopien zaawansowania
patologicznego nowotworu, n (%)

A
B
v

Stopien ztosliwosci histologicznej,
n (%)

Gl
G2
G3
CechaT, n (%)
Tla
Tlb
T2a
T2b
T3
T4
Cecha N, n (%)
NO
N1
N2
N3
Nx
Srednica guza(cm)
Srednia
Zakres

Odsetek martwicy w utkaniu guza
pierwotnego (%)

108 (52%)
97 (46,6%)
3 (1,4%)

38 (18,3%)
58 (27,9%)
45 (21,6%)
28 (13,5%)
39 (18,8%)
0 (0%)
0 (0%)

11 (5,3%)
140 (67,3%)
57 (27,4%)

20 (9,6%)
32 (15,4%)
83 (39,9%)
38 (18,3%)
34 (16,3%)

1(0,5%)

127 (61%)
48 (23,1%)
31 (14,9%)
0 (0%)
2 (1%)

4,42

1-13
0-80

86

84 (40,5%)
72 (34,8%)
2 (1%)

26 (12,6%)
42 (20,3%)
36 (17,4%)
24 (11,6%)
30 (14,5%)
0 (0%)
0 (0%)

9 (4,3%)
105 (50,7%)
44 (21,2%)

15 (7,2%)
23 (11,1%)
63 (30,4%)
28 (13,5%)
28 (13,5%)

1(0,5%)

93 (45%)
38 (18,3%)
25 (12%)
0 (0%)

2 (1%)

4,42
1-13
0-80

24 (11,6%)
24 (11,6%)
1(0,5%)

11 (5,3%)
16 (7,7%)
9 (4,3%)
4 (1,9%)
9 (4,3%)
0 (0%)
0 (0%)

2 (1%)
35 (17%)
12 (5,8%)

5(2,4%)
8(3,9%)
20(9,7%)
10 (4,8%)
6 (3%)
0 (0%)

34 (16,4%)
9 (4,3%)
6 (2,9%)

0 (0%)
0 (0%)

3,8
1,5-10
0-80

0,829

0,566

0,788

0,94

0,542

0,978

0,018



Stopien naciekania optucnej

PLO
PL1
PL2
PL3
PLx

Wykazano

119 (57,2%)
74 (35,6%)

3 (1,4%)
11 (5,3)
1(0,5%)

0,378

85 (41%) = 33 (16%)
59 (28,5%) = 15 (7,2%)
3(1,4%) 0 (0%)
10 (4,8%) = 1(0,5%)
1(0,5%) 0(0%)

stabg dodatnig korelacje pomiedzy wskaznikiem H dla btonowej

i cytoplazmatycznej frakcji B-kateniny (r=0,328, p=0,0001, Ryc.28).
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Wskaznik H dla frakcji cytoplazmatycznej B-kateniny

Rycina 28. Wykres przedstawiajacy korelacje pomiedzy wskaznikami H dla frakcji btonowej i

frakcji cytoplazmatycznej B-kateniny.

1.6. Ocena poziomu frakcji cytoplazmatycznej -kateniny

Mediana wartosci wskaznika H dla frakcji cytoplazmatycznej B-kateniny wyniosta 100

(zakres: 0-300), natomiast Srednia wyniosta 104 (+84). W materiale tkankowym pochodzgcym

ze 45 (21,7%) analizowanych rakéw ptuca warto$¢ wskaznika H wyniosta réwno 100,
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w przypadku 90 (43,5%) osiggneta wartos¢ nizsza od mediany, natomiast w 72 (34,8%) —
wyzszg od mediany. Odczyn immunohistochemiczny interpretowano jako dodatni, gdy wartos¢
wskaznika H wyniosta >100 (punkt odciecia na poziomie mediany). Pozytywny wynik reakcji
barwnych uzyskano w 72 przypadkach (34,8%). W materiale tkankowym ze 166 (80,2%) guzéw
oceniona warto$¢ wskaznika H wyniosta powyzej 10. Srednia wartoé¢ wskaznika H dla
ptaskonabtonkowych rakéw ptuca wyniosta 174(+80), dla rakéw gruczotowych — 185 (+74),
natomiast dla rakow wielkokomoérkowych — 123 (+157). Szczegdtowa dystrybucje wynikow

wskaznika H dla frakcji cytoplazmatycznej B-kateniny przedstawia rycina nr 25.
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Wskaznik H dla frakcji cytoplazmatycznej B-kateniny

Rycina 29. Histogram przedstawiajgcy rozktad wskaznika H dla frakcji cytoplazmatycznej B-
kateniny.

Analizujgc poziom frakcji cytoplazmatycznej B-kateniny(wskaznik H) jako zmienng
ciggta nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy poziomem ekspresji biatka

a cechami analizowanej populacji (wszystkie uzyskane wartosci p>0,05, tab. 12).
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Tabela 12. Zalezno$¢ poziomu frakcji cytoplazmatycznej B-kateniny od cech klinicznych
i patologicznych badanej grupy chorych.

Cecha kliniczna lub patologiczna p r
Wiek 0,726 -0,024
Pte¢ 0,371
Status palenia papieroséw 0,855
Typ histologiczny raka ptuca (WHO, 2004) 0,264
Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2004) 0,810
Podtyp histologiczny raka gruczotowego (WHO, 2015) 0,282
CechaT 0,379
Cecha N 0,939
Stopien zaawansowania patologicznego nowotworu 0,407
Stopien zréznicowania histologicznego (WHO, 2004) 0,922
Stopien zréznicowania histologicznego raka gruczotowego 0,071
(WHO, 2015)
Srednica guza pierwotnego 0,118 -0,109
Odsetek martwicy w utkaniu guza pierwotnego 0,073 0,125
Stopien naciekania optucnej 0,141
Przyjmujgc wartos¢ mediany wskaznika H jako punkt odciecia dla frakgcji

cytoplazmatycznej B-kateniny nie wykazano znamiennych statystycznie zaleznosci pomiedzy

poziomem biatka a klinicznymi i patologicznymicechami w analizowanej grupie (wszystkie

uzyskane wartosci p>0,05, tab. 13).

Tabela 13. Zaleinos¢ wskainika H dla frakcji cytoplazmatycznej B-kateniny od cech
klinicznych i patologicznych badanej grupy chorych.

Poziom

frakcji cytoplzamtycznej B-kateniny
(wskaznik H)

Charakterystyka <100 >100 p

Liczba chorych z wynikiem 207/208 135(65%) 72(35%)

barwienia IHC/liczba chorych (99,5%)

(%)

Wiek 0,495
Mediana 62 62 62
Zakres 40,6-80,5 41-79,4 40,6-80,5

Pteé, n (%) 0,466
Kobiety 69 (43,2%) = 42(20,2%) = 26 (12,7%)
Mezczyzni 139 (66,8%) 93 (44,9%) 46 (22,2%)




Typ histologiczny raka ptuca,
n (%)

Ptaskonabtonkowy
Gruczotowy
Wielkokomdrkowy

Stopien zaawansowania
patologicznego nowotworu,
n (%)

1B
A
B
v

Stopien ztosliwosci
histologicznej, n (%)

Gl
G2
G3
CechaT, n (%)
T1a
Tlb
T2a
T2b
T3
T4
Cecha N, n (%)
NO
N1
N2
N3
Nx
Srednica guza(cm)
Srednia
Zakres

Odsetek martwicy w utkaniu
guza pierwotnego (%)

108 (52%)
97 (46,6%)
3 (1,4%)

38 (18,3%)
58 (27,9%)
45 (21,6%)
28 (13,5%)
39 (18,8%)
0 (0%)
0 (0%)

11 (5,3%)
140 (67,3%)
57 (27,4%)

20 (9,6%)
32 (15,4%)
83 (39,9%)
38 (18,3%)
34 (16,3%)
1(0,5%)

127 (61%)
48 (23,1%)
31 (14,9%)
0 (0%)
2 (1%)

4,42
1-13
0-80

64 (31%)
70 (34%)
1(0,5%)

22 (10,6%)
34 (16,4%)
34 (16,4%)
19 (9,2%)
26 (12,6%)
0 (0%)
0 (0%)

7 (3,4%)
92 (44,4%)
36 (17,4%)

14 (6,8%)
21 (10,1%)
50 (24,1%)
24 (11,6%)
25 (12,1%)
1(0,5%)

80 (38,6%)

34 (16,4%)

20 (9,7%)
0 (0%)
1(0,5%)

4,42

1-13
0-80

90

0,063

44 (21%)
26 (12,5%)
2 (1%)
0,42

15 (7,3%)
24 (11,6%)
11 (5,3%)
9 (4,3%)
13 (6,3%)
0 (0%)
0 (0%)
0,976

4 (2%)
48 (23,2%)
20 (9,6%)
0,725
6 (3%)
10 (4,8%)
33 (15,9%)
14 (6,8%)
9 (4,3%)
0 (0%)
0,673
47 (22,7%)
13 (6,3%)
11 (5,3%)
0 (0%)
1(0,5%)
0,978
3,7
1,2-10

0-80 0,018



Stopien naciekania optucnej 0,717

PLO 119 (57,2%) = 76 (36,7%) = 42(20,3%)
PL1 74 (35,6%) = 50(24,1%) = 24 (11,6%)
PL2 3 (1,4%) 2 (1%) 1(0,5%)
PL3 11 (5,3) 7 (3,4%) 4(1,9%)
PLx 1(0,5%) 0(0%) 1(0,5%)

2. Analiza przezycia

Mediana czasu obserwacji wyniosta 68 miesiecy (zakres: 0,2-118 miesiecy). U
wiekszosci analizowanych chorych nie doszto do nawrotu choroby (N=115, 55,3%). U 34
chorych (16,3%) doszto do ujawnienia przerzutow odlegtych. Wznowe miejscowg stwierdzono
u 30 chorych (14,4%), wznowe regionalng w weztach chtonnych srédpiersia — u 26 (12,5%),
natomiast wznowe regionalng w weztach chtonnych nadobojczykowych jedynie u 4 chorych

(1,9%). W analizowanej grupie odnotowano 82 zgony (39,4%).

W analizie przezycia z wykorzystaniem jednoczynnikowego modelu regresji Coxa
wykazano znamienng statystycznie zaleznos¢ catkowitego czasu przezycia od cechy T
(p<0,0001), $rednicy guza pierwotnego (p<0,0001), stopnia naciekania optucnej (p=0,001),
cechy N (p<0,0001), stopnia zaawansowania patologicznego nowotworu (p<0,0001, Ryc. 30)

oraz stopnia zréznicowania histologicznego nowotworu (p=0,023, tab. 14, Ryc. 31).
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Rycina 30. Prawdopodobienstwo przezycia (OS, ang. overall survival) w zaleznosci od stopnia

zaawansowania patologicznego NDRP.
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Rycina 31. Prawdopodobienstwo przezycia (OS, ang. overall survival) w zaleznosci od stopnia
zréznicowania histologicznego NDRP (1 - G1,2 - G2, 3 - G3).

Tabela 14. Analiza jednoczynnikowa zaleinosci czasu przezycia catkowitego od cech

klinicznych i patologicznych w badanej grupie chorych.

Cecha kliniczna lub patologiczna

Wiek

Ptec¢

Typ histologiczny raka ptuca (WHO, 2004)

CechaT

Cecha N

Stopien zaawansowania patologicznego nowotworu
Stopien zréznicowania histologicznego (WHO, 2004)
Srednica guza pierwotnego

Odsetek martwicy w utkaniu guza pierwotnego

Stopien naciekania optucne;j

92

HR

0,997
1,095
0,88
1,479
2,233
1,65
1,61
1,183
0,999
1,523

95% CI

0,97-1,02
0,68-1,75
0,58-1,33
1,21-1,79
1,71-2,91

1,4-1,94
1,06-2,42
1,08-1,28
0,98-1,01
1,18-1,96

p
(model Coxa)

0,79
0,7
0,54
<0,0001
<0,0001
<0,0001
0,02
<0,0001
0,91
<0,001



W analizie z wykorzystaniem jednoczynnikowego modelu regresji Coxa wykazano
znamienng statystycznie zaleznos¢ czasu przezycia wolnego od nawrotu od cechy T (p<0,0001),
Srednicy guza pierwotnego (p<0,0001), stopnia naciekania optucnej (p<0,0001), cechy N

(p<0,0001) oraz stopnia zaawansowania patologicznego nowotworu (p<0,0001, tab. 15).

Tabela 15. Analiza jednoczynnikowa zaleznosci czasu przezycia wolnego od nawrotu od cech
klinicznych i patologicznych w badanej grupie chorych.

Cecha kliniczna lub patologiczna HR 95%Cl p
(model Coxa)

Wiek 0,986 0,96-1,01 0,25
Pte¢ 1,092 0,69-1,7 0,69
Typ histologiczny raka ptuca (WHO, 2004) 0,883 0,59-1,3 0,53
CechaT 1,46 1,21-1,74 <0,0001
Cecha N 2,357 1,82-3,03 <0,0001
Stopien zaawansowania patologicznego nowotworu 1,744 1,48-2,04 <0,0001
Stopien zréznicowania histologicznego (WHO, 2004) 1,387 0,93-2,05 0,1
Srednica guza pierwotnego 1,187 | 1,09-1,28 <0,0001
Odsetek martwicy w utkaniu guza pierwotnego 1,001 0,99-1,01 0,85
Stopien naciekania optucne;j 1,622 1,27-2,05 <0,0001

W jednoczynnikowym modelu regresji Coxa nie stwierdzono zaleznosci czasu przezycia
wolnego od nawrotu (RFS) oraz czasu catkowitego przezycia (OS) od poziomu biatka Wntl w
guzie (punkt odciecia na poziomie mediany — wskaznik H<175 vs. >175;odpowiednio p=0,183;
HR=0,754 i p=0,168; HR=0,735, Ryc. 32). Nie wykazano takze znamiennych statystycznie réznic
w RFS i OS dla punktéw odciecia wskaznika H=100 (odpowiednio p=0,157; HR=0,722 i p=0,106;
HR=0,68) oraz wskaznika H=200 (p=0,281; HR=0,684 i p=0,249; HR=0,651). Poziom biatka Wnt1
analizowany jako zmienna ciggta réwniez nie miat zwigzku z czasem przezycia wolnym od
nawrotu oraz czasem catkowitego przezycia (odpowiednio p=0,265; HR=0,998 oraz p=0,164;

HR=0,997).
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Rycina 32. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zaleznosci od poziomu biatka Wnt1.

W jednoczynnikowym modelu regresji Coxa nie wykazano zaleznosci czasu przezycia
wolnego od nawrotu (RFS) oraz catkowitego czasu przezycia (OS) od poziomu biatka Wnt2 w
guzie (punkt odciecia na poziomie mediany — wskaznik H<175 vs. >175; odpowiednio p=0,624;
HR=0,881 i p=0,697; HR=0,899, Ryc. 33). Nie wykazano takze znamiennych statystycznie réznic
w RFS i OS dla punktdw odciecia wskaznika H=100 (odpowiednio p=0,562; HR=1,306 i p=0,435;
HR=1,492). Poziom biatka Wnt2analizowany jako zmienna ciggta réwniez nie miat zwigzku z
czasem przezycia wolnego od nawrotu i czasem catkowitego przezycia (odpowiednio p=0,503;

HR=0,998 oraz p=0,695; HR=0,999).
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Rycina 33. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zaleznosci od poziomu biatka Wnt2.
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W jednoczynnikowym modelu regresji Coxa nie stwierdzono zaleznosci czasu przezycia
wolnego od nawrotu (RFS) oraz catkowitego czasu przezycia (OS) od poziomu E-kadheryny w
guzie (punkt odciecia na poziomie mediany — wskaznik H<200 vs. >200; odpowiednio p=0,604;
HR=0,893 oraz p=0,107; HR=0,644, Ryc. 34). Réznicaczasu przezycia chorych dla punktu
odciecia wskaznika H=100 byta bliska znamiennosci statystycznej (p=0,064; HR=0,548).
Wykazano znamienny statystycznie zwigzekpomiedzy poziomemeE-kadheryny analizowanym
jako zmienna ciggtai czasem catkowitego przezycia (p=0,039; HR=0,996), natomiast nie

stwierdzonoznamiennego zwigzku z czasem przezycia wolnego od nawrotu (p=0,102;

HR=0,997).
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Rycina 34. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zaleznosci od poziomu E-kadheryny.

Dodatni odczyn na obecnos¢ frakcji jgdrowej B-kateniny w guzie dotyczyt jedynie 3
chorych, co uniemozliwito analize czasu przezycia wolnego od nawrotu i czasu catkowitego

przezycia. Sposrdd trzech powyzszych chorych, do nawrotu doszto u2 oséb.

W jednoczynnikowym modelu regresji Coxa wykazano znamienng zalezno$¢ czasu
przezycia wolnego od nawrotu (RFS) oraz catkowitego czasu przezycia (OS) od poziomu frakcji
btonowej B-kateniny w guzie (punkt odciecia na poziomie mediany — wskaznik H<200 vs. >200;

odpowiednio p=0,004; HR=0,419 i p=0,013; HR=0,461, Ryc. 35). Nie wykazano znamiennych
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statystycznie réznic w RFS i OS przy ustaleniu punktu odciecia na poziomie wskaznika H=100
(odpowiednio p=0,236; HR=0,744 i p=0,432; HR=0,775). Poziomfrakcji btonowej B-kateniny
analizowany jako zmienna ciggta byt znamiennie zwigzany z czasem przezycia wolnym od

nawrotu i czasem catkowitego przezycia (odpowiednio p=0,006; HR=0,997 oraz p=0,007;

HR=0,996).
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Rycina 35. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zaleznosci od poziomu frakcji
btonowej B-kateniny.

W jednoczynnikowym modelu regresji Coxa nie stwierdzono zaleznosci czasu przezycia
wolnego od nawrotu (RFS) oraz catkowitego czasu przezycia (OS) od poziomu frakgji
cytoplazmatycznej B-kateniny w guzie (punkt odciecia na poziomie mediany — wskaznik H<100
vs. >100; odpowiednio p=0,609; HR=0,893 i p=0,7; HR=0,914, Ryc. 36). Poziom frakcji
cytoplazmatycznej B-kateninyanalizowany jako zmienna ciggta réwniez nie miat zwigzku z
czasem przezycia wolnym od nawrotu i czasem catkowitego przezycia (odpowiednio p=0,481;

HR=0,999 oraz p=0,451; HR=0,999).
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Rycina 36. Prawdopodobienstwo przezycia chorych w zaleznosci od poziomu frakcji
cytoplazmatycznej B-kateniny.

W analizie wieloczynnikowej, po uwzglednieniu wptywu wieku, pitci, typu
histologicznego nowotworu ptuca, stopnia zaawansowania patologicznego choroby, nie
wykazano istotnego statystycznie zwigzku pomiedzy poziomem biatka Wntl, Wnt2, E-
kadheryny oraz 3 frakcji B-kateniny a czasem catkowitego przezycia (OS) oraz czasem przezycia
wolnego od nawrotu (RFS). Wyniki modelu wstepnego analizy regresji Coxa przedstawiono w

tabelach nr16i17.
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Tabela 16. Wyniki wieloczynnikowej analizy czasu przezycia catkowitego (model wstepny).

Zmienna HR 95%ClI p
Wiek (lata) 1,002 0,976-1,029 0,876
(zmienna ciggta)

Pte¢ 1,084 0,643-1,827 0,761
(kobieta vs mezczyzna)

Status palenia 0,942 0,586-1,513 0,805
(palacy vs niepalacy)

Typ histologiczny nowotworu 1,069 0,657-1,740 0,788
(SCCvs AC vs LCC)

Stopien zaawansowania klinicznego 1,642 1,379-1,953 <0,0001
(1vs 11 vs 111)

Whntl 0,999 0,995-1,003 0,676
(zmienna ciggta)

Whnt2 1,001 0,996-1,006 0,757
(zmienna ciggta)

E-kadheryna 0,998 0,994-1,003 0,476
(zmienna ciggta)

Frakcja jadrowa B-kateniny 1,002 0,997-1,008 0,419
(zmienna ciggta)

Frakcja btonowa 3-kateniny 0,998 0,995-1,001 0,225
(zmienna ciggta)

Frakcja cytoplazmatyczna B-kateniny 1,001 0,998-1,004 0,632

(zmienna ciggta)

HR — iloraz ryzyka; Cl — przedziat ufnosci; SCC — rak ptaskonabtonkowy; AC — rak gruczotowy;
LCC — rak wielkokomorkowy
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Tabela 17. Wyniki wieloczynnikowe]j analizy czasu przezycia wolnego od nawrotu (model
wstepny).

Zmienna HR 95%CI p
Wiek (lata) 0,994 0,969-1,019 0,629
(zmienna ciggta)

Pte¢ 1,094 0,671-1,784 0,719
(kobieta vs mezczyzna)

Status palenia 1,141 0,719-1,811 0,576
(palacy vs niepalacy)

Typ histologiczny nowotworu 1031 0,654-1,625 0,896
(SCCvs AC vs LCC)

Stopien zaawansowania klinicznego 1,750 1,478-2,073 <0,0001
(Ivs 1l vs 1)

Whntl 1,000 0,996-1,004 0,997
(zmienna ciggta)

Whnt2 0,999 0,994-1,004 0,722
(zmienna ciggta)

E-kadheryna 0,999 0,995-1,003 0,750
(zmienna ciggta)

Frakcja jadrowa B-kateniny 1,002 0,997-1,008 0,412
(zmienna ciggta)

Frakcja btonowa B-kateniny 0,998 0,995-1,001 0,159
(zmienna ciggta)

Frakcja cytoplazmatyczna B-kateniny 1,001 0,998-1,004 0,543

(zmienna ciggta)

HR — iloraz ryzyka; Cl — przedziat ufnosci; SCC — rak ptaskonabtonkowy; AC — rak gruczotowy;
LCC — rak wielkokomorkowy
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OMOWIENIE WYNIKOW

Rak ptuca pozostaje znaczagcym wyzwaniem wspodtczesnej onkologii. Mediana
catkowitego przezycia chorych z zaawansowanym lub uogdlnionym rakiem ptuca wynosi
obecnie od 10 do 12 miesiecy [7]. Zastosowanie standardowego leczenia cytostatycznego w
pierwszej linii w niewyselekcjonowanej populacji chorych jest zwigzanez obiektywnym
odsetkiem odpowiedzi (ORR) na niezadowalajgcym poziomie okoto 20-30% oraz czasem
przezycia wolnym od progresji (PFS) wynoszgcym okoto 3,5-5 miesiecy [37]. Poprawa
skutecznos$ci terapeutycznej w zaawansowanym raku pfuca rozpoczeta sie wraz z
wprowadzeniem do praktyki klinicznej leczenia ukierunkowanego molekularnie, majgcego
zastosowanie w wyselekcjonowanej grupie chorych z okreslonym podtypem nowotworu,
charakteryzujgcym sie wystepowaniem unikalnego zaburzenia molekularnego o potencjale
onkogennym. Z danych Lung Cancer Mutation Consortium wynika, Zze zastosowanie
adekwatne] terapii celowanej w molekularnie wyselekcjonowanych populacjach chorych
wydtuza czas przezycia do ok. 3 lat, z towarzyszgcg znamienng poprawg jakosci zycia [43]. W
leczeniu raka ptuca dysponujemy aktualnie mozliwoscig terapeutycznej ingerencji w zaburzong
transdukcje sygnatu zalezng od mutacji genu EGFR oraz rearanzacji ALK i ROS1. Kolejnymi
atrakcyjnymi celami molekularnymi oraz potencjalnymi czynnikami predykcyjnymi wydajg sie
zidentyfikowane w ostatnim czasie w genomie raka ptuca: amplifikacja i mutacja genu MET,
translokacja genu RET, amplifikacja genu FGFR, mutacja genu DDR2, mutacja genu MEK oraz
rearanzacja gendwNTRK1-3 [38]. Zidentyfikowane dotychczas zaburzenia molekularne
stanowig jedynie niewielki odsetek petnego spektrum onkogennych zdarzern w genomie raka
ptuca. Podejmowanie dalszych wysitkdw zmierzajgcych do odkrywania kolejnych celéw
molekularnie ukierunkowanych terapii oraz analizy ich znaczenia prognostycznego i

predykcyjnego jest waznym etapem w rozwoju badan przedklinicznych w onkologii.

W molekularnej etiopatogenezie wielu nowotwordw (m.in. w raku jelita grubego, raku
piersi, nowotworach regionu glowy i szyi, biataczkach, miedzybtoniaku optucnej) wykazano
zaburzong aktywacje szlaku transdukcji sygnatu zaleznego od biatek z rodziny Wnt. Dane z
pi$miennictwa dowodzg takze udziatu tego szlaku molekularnego w onkogenezie raka ptuca.

Dane te sg nadal ograniczone i w wiekszosci dotyczg populacji azjatyckiej.

Prezentowana praca jest pierwszym opracowaniemoceniajgcym ekspresje biatek z

rodziny Wnt, E-kadheryny i B-kateniny, ich wzajemne zaleznosci, zwigzek z cechami kliniczno-
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patologicznymi oraz ich znaczenie rokownicze w niedrobnokomdrkowym raku ptuca w

populacji kaukaskiej.

1. Charakterystyka Kkliniczna i patologiczna badanej grupy chorych

Do analizy wtaczono 208 chorych poddanych radykalnej resekcji migzszu ptucnego z
powodu niedrobnokomdérkowego raka ptuca. Srednia wieku chorych wyniosta 62 lata. W
badanej grupie wiekszosé (67,3%) stanowili mezczyzni. Stosunek liczby kobiet do mezczyzn w
grupie chorych z rozpoznaniem raka gruczotowego ptuca wynidst 1,4:1, natomiast w przypadku
raka ptaskonabtonkowego — 1:3,3, co odpowiada danym z piSmiennictwa.Polskie raporty
statystyczne podajg, ze gruczotowego raka ptuca rozpoznaje sie zwykle u chorych w mtodszych
grupach wiekowych. W omawianej analizie nie wykazano znamiennej réznicy w wieku chorych
w zaleznosci od typu histologicznego nowotworu (p=0,088), co moze wynikaé z ograniczonej

liczebnosci grupy badane;.

W analizowanej grupie odnotowano nieznaczng przewage chorych z rozpoznaniem
histopatologicznym ptaskonabfonkowego raka ptuca (51,9%; 108 chorych). Srednica
analizowanych rakéw ptaskonabtonkowych byta znamiennie wieksza od s$rednicy rakéw
gruczotowych i wielkokomdrkowych (p=0,011), co miato zwigzek z wyzszym odsetkiem
martwicy w guzach o utkaniu ptaskonabtonkowym (r=0,184, p=0,0008).Wyniki s3 zgodnez
danymi z pi$miennictwa [192]. Biologiczng konsekwencjg wzrostu nowotworu jest postepujaca
niewydolnos¢ sieci naczyi krwionosnych prowadzaca do powstania w utkaniu guza ognisk
martwicy, lokalizujgcych sie gtédwnie centralnie. Wiekszo$¢ rozpoznawanych nowotwordéw
stanowity raki o posrednim (G2) stopniu ztosliwosci histologicznej (67,3%; 140 chorych). W
ocenianej grupie przewazali chorzy z nowotworem we wczesnym stopniu zaawansowania
klinicznego wg 7 edycji klasyfikacji TNM, bez przerzutéw w weztach chtonnych $rédpiersia. W
ogolnej ocenie uwzgledniona w omawianej analizie grupa chorych, z jej liczebnoscig i profilem
cech kliniczno-patologicznych, po uwzglednieniu omdwionych powyzej ograniczen, dobrze
odzwierciedla polskg populacje chorych z rozpoznaniem niedrobnokomérkowego raka ptuca,

kwalifikowanych do zabiegu operacyjnego.
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2. Ocena poziomu biatka Wnt1

Wyniki reakcji barwnych na obecno$¢ biatka Wntl uzyskano dla 206 (99%)
analizowanych przypadkdéw. Obserwowano cytoplazmatyczny wzorzec odczynu komérkowego.
Pozytywny wynik reakcji barwnych uzyskano dla 103 przypadkow (49,5%). Otrzymane wyniki
sg zgodnez danymi z piSmiennictwa. W doniesieniach Nakashimy, Huanga i Xianhua opisano
charakterystyczng dla biatka Wntl cytoplazmatyczng reakcje barwng [109,193,194]. Odsetek
przypadkéw raka ptuca o dodatnim barwieniu na obecnos¢ biatka Wntl byt w opracowaniach
przytaczanych powyzej autoréw zblizony do uzyskanego w omawianej rozprawie -—
odpowiednio 42% w pracy Nakashimy, 49,1% w pracy Huanga, 36,6% w pracy Xianhua, 36,6%
w pracy Xu [109,193,194,111]. Zaznaczy¢ nalezy, ze w analizie Xianghua i wsp., jak w
omawianej rozprawie, do oceny odczyndw barwnych stosowano metode péfilosciowg z
wykorzystaniem wskaznika H, przyjeto natomiast inny — réwny 100 — punkt odciecia dla
interpretacji odczynu jako dodatni [194]. Pozostatych trzech autoréw nie podato szczegétowej

metodologii oceny i zasad interpretacji odczynu immunohistochemicznego.

Analizujgc poziom biatka Wntl jako zmienng ciggtg wykazano istotng statystycznie
zalezno$¢ od typu histologicznego nowotworu ptuca (p<0,0001) — poziom biatka byt
znamiennie wyzszy w guzach pierwotnych o histologii gruczotowej i wielkokomérkowej w
poréwnaniu z ptaskonabtonkowa. Takg zaleznos¢ statystyczng potwierdzono takze przyjmujac
jako punkt odciecia warto$¢ mediany wskaznika H dla biatka Wntl — wyiszy poziom
analizowanego biatka obserwowano w rakach gruczotowych (p=0,004). Powyzisze wyniki sg
zbiezne z obserwacjami Xianhua i wsp. — w analizowanej populacji wykazali znamiennie wyzszy
poziom biatka Wntl w gruczolakorakach ptuca, co sugerowa¢ moze wieksze znaczenie
aktywacji tego szlaku w onkogenezie w tym typie histologicznym NDRP [194]. W pracy Huanga,
Nakashimy i Xu nie obserwowano wyzej wspomnianej zaleznosci [193,109,111]. Grupy chorych
w badaniach azjatyckich miaty poréwnywalng liczebnos¢ i byty zréwnowazone pod wzgledem
charakterystyki kliniczno-patologicznej, wiec potencjalna dysproporcja w doborze cech
populacji badanych nie moze stanowi¢ wyttumaczenia powyzszych rozbieznosci. Przyczyne
odmiennych wnioskéw w tym zakresie mogg stanowié¢ réznice w metodologii i interpretacji

odczynu immunohistochemicznego.

Ponadto w przedstawianej pracy potwierdzono znamiennie nizszy poziom biatka Wnt1,
analizowang jako zmienna ciggta, w nowotworach o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej

[(G3); p=0,003]. Taka zaleznos$¢ statystyczng potwierdzono takze przyjmujgc jako punkt
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odciecia wartos¢ mediany wskaznika H dla biatka Wntl— nizszy poziom biatka Wntl
obserwowano w rakach o wyziszym stopniu ztosliwosci histologicznej (p=0,029). Po
potwierdzeniu zréwnowazonego udziatlu nowotwordow w poszczegdlnych stopniach
zréznicowania histologicznego w pordwnywanych analizach, nalezy uwzgledni¢ kilka hipotez
ttumaczacych wyzej wspomniang zaleznos¢. Z progresjg ztosliwosci histologicznej nowotworu
moze wigzac sie odmienny sposdb potranslacyjnej modyfikacji biatka, modulacja aktywnosci
inhibitorow szlaku Wnt (np. WIF-1 i DKK-3), wynikajgca z uruchomienia mechanizméw
epigenetycznych (w tym metylacji DNA i modyfikacji histondw), a takze aktywacja niezaleznych
od Wntl, kompetycyjnych ligandéw omawianego szlaku sygnatowego oraz zwigzek szlaku
zaleznego od biatek Wnt z innymi, aktywnymi w onkogenezie raka ptuca szlakami transdukcji
sygnatu (m.in. zaleznymi od MET, IGF), ktére mogg hamowacé aktywacje zalezng od Whnt.
Wspomniana zaleznos¢ nie byta analizowana w pracy Xianhua i wsp. [194]. Obserwacji tych nie
potwierdzajg opublikowane dane pozostatych badan przeprowadzonych w populacji
azjatyckiej, co moze wynika¢ przede wszystkim z réinic w interpretacji odczynu

immunohistochemicznego [109,111,193].

W omawianej analizie dowiedziono istotnej statystycznie zaleznosci pomiedzy
poziomem biatka Wntl a stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu (p=0,042),
wykazujgc znamiennie nizszy poziom analizowanego biatka w stopniu 1IB i lIA klinicznego
zaawansowania. Nie obserwowano takiej zalezno$ci w badaniach przeprowadzonych w
populacji azjatyckiej [109,111,193,194]. Zarébwno w omawianej rozprawie, jak i w wiekszosci
przytaczanych badan przeprowadzonych w populacji azjatyckiej, odsetki chorych
diagnozowanych w poszczegdlnych stopniach zaawansowania klinicznego raka ptuca byty
zblizone, co wyklucza potencjalng dysproporcje w doborze chorych i mogace wynika¢ z niej
roznice w wynikach. Obnizony poziom biatka Wntl w nowotworach o wyzszym stopniu
zaawansowania klinicznego moze sugerowac jego aktywnos$¢ na wczesnych etapach inicjacji i
promocji raka ptuca oraz brak oddziatywania w zaawansowanych fazach progresji tego

nowotworu.

Ponadto w omawianej pracy wykazano stabe ujemne korelacje pomiedzy: odsetkiem
martwicy w utkaniu nowotworu a poziomem biatka Wnt1 (r=-0,212, p=0,002) oraz srednicg
guza pierwotnego a poziomem ekspresji analizowanego biatka (r=-0,154, p=0,027). W pracy
Xianhua i wsp. wykazano znamiennie wyzszy poziom biatka Wntl w nowotworach ptuca, w
ktérych odsetek martwicy w utkaniu guza wynosit <10% [194], co wykazuje zbiezno$é z
wynikami omawianej rozprawy. Rozleglejsze pola martwicy charakteryzuja zwykle

architektonike nowotworéw o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej, wiekszej Srednicy i
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wyzszym stopniu zaawansowania klinicznego. Poziom biatka Wntl w nowotworach
agresywniejszych histologicznie i bardziej zawansowanych klinicznie jest obnizony, co
koresponduje z nizszym poziomem w guzach z wyzszym odsetkiem utkania martwiczego
(potencjalnie o nizszym stopniu zréznicowania histologicznego, o wiekszej s$rednicy i w
wyzszym stopniu zaawansowania klinicznego). Argumentacja przedstawiona powyzej ttumaczy
takze te obserwacje. Z dozg ostroznosci nalezy interpretowaé ujemna korelacje pomiedzy
$rednicg guza pierwotnego a poziomem biatka Wntl. W omawianej analizie zastosowano
technike mikromacierzy tkankowych (TMA) i poddawano ocenie wytgcznie wybrane fragmenty
guzéw pierwotnych pfuca, ktére mogg okazac sie nie w petni reprezentatywne dla catego,
potencjalnie heterogennego guza nowotworowego. Dane z piSmiennictwa dowodzg jednak,
ze pobranie 3-4 cylindréw tkankowych z guza pierwotnego kompensuje ryzyko zwigzane
z heterogennoscia nowotwordw i w sposdb adekwatny obrazuje profil catej tkanki.
W omawianym badaniu autorka konstruujgc TMA pobierata po 4 cylindry tkankowe z guza
pierwotnego, celem ograniczenia wptywu hetergennosci guza na wyniki oznaczen.
Interpretujac zatem wynik ujemnej korelacji pomiedzy Srednicg guza pierwotnego a poziomem
biatka Wntl na podtozu biologicznym nalezatoby uwzgledni¢ potencjalng dynamike
immunoekspresji Wntl — wyzszg na wczesnych etapach inicjacji i promocji nowotworu,
ulegajgca obnizeniu wraz ze wzrostem masy nowotworu. Dane z pisSmiennictwa dostarczajg
dowoddéw na wystepowanie dynamicznych zmian w zakresie transkryptomu, a w konsekwencji

i proteomu w odpowiedzi na wzrost Srednicy guza nowotworowego [195].

W przeprowadzonym badaniu nie wykazano zaleznosci pomiedzy poziomem biatka
Wntl analizowanej jako zmienna ciggta a wiekiem i ptcig chorych, cechg T, cechg N oraz
stopniem naciekania optucnej (p>0,05). Analogiczne wnioski ptyng z analiz Huanga, Nakshimy

i Xu [193,109,111].

W omawianej pracy wykazano ponadto korelacje poziomu biatka Wntl z poziomem
biatka Wnt2 (r=0,161, p=0,021), co moze sugerowac zblizong funkcje tych biatek oraz ich
zaangazowanie na tych samych etapach kaskady przekazywania sygnatu szlakiem
kanonicznym. W dostepnych w pismiennictwie opracowaniach do tej pory nie analizowano

wzajemnych zaleznos$ci miedzy poziomem biatek Wntl i Wnt2.
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3. Ocena poziomu biatka Wnt2

Wyniki reakcji barwnych na obecno$¢ biatka Wnt2 uzyskano dla 206 (99%)
analizowanych przypadkdéw. Obserwowano cytoplazmatyczny wzorzec odczynu komérkowego.
Pozytywny wynik reakcji barwnych uzyskano dla 46 przypadkow (22,3%). W badaniu Huanga
i wsp. przeprowadzonym w populacji azjatyckiej wykazano obecnos¢ biatka Wnt2 w 62,9%
przypadkéw analizowanych niedrobnokomérkowych rakéw ptuca [195]. Rdznice w wynikach
obu prac mogg wynika¢ przede wszystkim z odmiennej interpretacji odczynéw barwnych. W
pracy Huanga nie stosowano wskaznika H i punktu odciecia na poziomie mediany. Nawet
najstabszy uzyskany odczyn barwny (1+ w 1,1% komorek) klasyfikowano jako dodatni [195].
Nie mozina pomingé réwniez potencjalnych genotypowych rdzinic pomiedzy populacjg

azjatycka i kaukaska.

W omawianej rozprawie analizujgc poziom biatka Wnt2 jako zmienng ciggta wykazano
istotng statystycznie zalezno$¢ od stopnia zrdznicowania histologicznego (p=0,002) -
nowotwory o wyzszym stopniu zto$liwosci histologicznej wykazywaty znamiennie nizszy
poziom analizowanego biatka. Analogiczng zaleznos$¢ uzyskano przyjmujac jako punkt odciecia
warto$¢ mediany wskaznika H dla biatka Wnt2 —wykazano istotng statystycznie zalezno$¢
pomiedzy poziomem biatka Wnt2 a stopniem histologicznego zrdznicowania (p=0,001).
Uwzgledniajac podobng funkcjonalng nature biatek Wntl i Wnt2 wydaje sie zasadne przyjecie
przytoczonej powyzej argumentacji o wptywie stopnia ztosliwosci histologicznej nowotworu

ptuca na dynamike immunoekspresji nie tylko biatka Wnt1, ale réwniez biatka Wnt2.

W przeprowadzonym badaniu nie wykazano zaleznosci pomiedzy poziomem biatka
Wnt2 analizowanej jako zmienna ciggta a wiekiem i ptcig chorych, typem histologicznym raka
ptuca, cechg T, cechag N, stopniem zaawansowania patologizcnego nowotworu, srednicg guza
pierwotnego, odsetkiem martwicy w utkaniu nowotworu oraz stopniem naciekania optucnej
(p>0,05). Rozpatrywanych zaleznosci z cechami kliniczno-patologicznymi nie wykazano takze
przyjmujgc wartos¢ mediany wskaznika H jako punkt odciecia dla interpretacji poziomu biatka
Wnt2. W badaniu Huanga i wsp. wykazano znamienng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy
poziomem biatka Wnt2 a typem histologicznym raka ptuca i stopniem zaawansowania
klinicznego nowotworu, obserwujgc znamiennie wyzszy poziom analizowanego biatka
w gruczotowych rakach ptuca, o wyziszym stopniu zaawansowania klinicznego. Po
uwzglednieniu wyzszego odsetka rakdéw gruczotowych oraz wyzszej liczebnosci chorych w Il

stopniu zaawansowania klinicznego NDRP w pracy Huanga, kolejnym wyttumaczeniem
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rozbieznosci w  wynikach wydaje sie by¢ odmienna interpretacja odczynu
immunohistochemicznego, a takze potencjalne genotypowe, transkryptomiczne, proteomiczne

i metabolomiczne réznice pomiedzy rasg azjatycka i kaukaska.

Przy ustaleniu punktu odciecia na wartosci wskaznika H dla Wnt2 réwnego 100
wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ pomiedzy poziomem biatka Wnt2 a stopniem
naciekania optucnej — znamiennie nizszg immunoekspresje analizowanego biatka
w nowotworach naciekajgcych optucng (p=0,001). Wyttumaczenie tego zjawiska moze
stanowi¢ omawiana powyzej tendencja do obnizonego poziomu zaréwno biatka Wnt1,
jak i Wnt2 w nowotworach ptuca o bardziej agresywnym przebiegu (obserwowane
zahamowanie immunoekspresji biatka Wnt1 i Wnt2 na dalszych etapach progresji ztosliwosci
histologicznej oraz klinicznej nowotworu), co wigze sie takie z nasilong inwazyjnosciag

miejscowg nowotworu.

4. Ocena poziomu E-kadheryny

Wyniki reakcji barwnych na obecno$¢ E-kadheryny uzyskano dla 206 (99%)
analizowanych przypadkéw. Obserwowano btonowy wzorzec odczynu komérkowego. Odczyn
immunohistochemiczny interpretowano jako dodatni, gdy warto$¢ wskaznika H wyniosta >200
(punkt odciecia na poziomie mediany). Pozytywny wynik reakcji barwnych uzyskano dla 77
przypadkdéw (37,4%), co sugeruje znamienne obnizenie lub brak immunoekspresji E-kadheryny
w wiekszos$ci przypadkéw NDRP. Analogicznie w badaniu Choi i wsp. obserwowano takze
gtownie odczyn btonowy E-kadheryny w komdrkach NDRP, z niewielkim udziatem frakcji
cytoplazmatycznej, a pozytywny wynik reakcji dotyczyt 40% analizowanych przypadkow
niedrobnokomérkowego raka ptuca [146]. Miao i wsp. wykazali btonowg ekspresje

E-kadheryny w 33,3% przypadkéw NDRP [196].

W omawianej pracy analizujgc poziom E-kadheryny jako zmienng ciggtg wykazano
istotng statystycznie zaleznos$¢ od typu histologicznego nowotworu ptuca (p=0,001) — poziom
biatka byt znamiennie wyiszy w guzach pierwotnych o histologii gruczotowej
i wielkokomdrkowej w pordwnaniu z ptaskonabtonkowa. Dane te potwierdzajg doniesienia
Choi, Yana i Lee [146,197,198]. Obserwacja ta sugeruje bardziej nasilone zaburzenia adhezji

komérkowej w architektonice nowotwordw ptaskonabtonkowych ptuca, ich silniejsza
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tendencje do inwazji miejscowej oraz wieksze znaczenie biologiczne utraty E-kadheryny

w onkogenezie ptaskonabtonkowych nowotwordéw ptuca.

W przedstawianej analizie potwierdzono ponadto znamiennie nizszy poziom
E-kadheryny, interpretowanej jako zmienna ciagta, w nowotworach o wyiszym stopniu
ztosliwosci histologicznej [(G3); p=0,01]. Obserwacja ta sugeruje wptyw obnizonego poziomu
E-kadheryny na utrate potencjatu réznicowania komadrek, a w konsekwencji silniej wyrazone
zaburzenia adhezji komérkowej w niskozréznicowanych nowotworach ptuca. Obnizona
ekspresja E-kadheryny stumuluje takze proces przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej,
podczas ktorej komorki nowotworowe tracg zdolnos$é tworzenia struktur nabtonkowych,
a wyksztatcajg fenotyp mezenchymalny, ktéry umozliwia dysocjacje komoérek i inwazje
otoczenia. Potwierdzeniem tych danych sg wyniki prezentowane przez Choi i wsp. [146], Yana
[197], Zhanga [199] oraz Kase [200], a takze wyniki metaanalizy Yanga [201], w ktdrych
wykazano tendencje do nizszego poziomu E-kadheryny w niskozréznicowanych nowotworach

ptuca.

W prezentowanej rozprawie dowiedziono takze istotnej statystycznie zaleznosci
pomiedzy poziomem E-kadheryny, definiowanym jako zmienna ciggta, a stopniem naciekania
optucnej (p=0,039), wykazujgc znamiennie nizszy poziom tego biatka w przypadku bardziej
rozlegtego zajecia optucnej. Przedstawione dane sg zbiezne z doniesieniami Lina i Kima

[202,203], ale nie potwierdzity ich wyniki metaanalizy Yanga [201].

W metaanalizie Qiu, do ktérej wtgczono 2412 chorych z NDRP oraz metaanalizie Yanga,
w ktorej uwzgledniono 3575 chorych, potwierdzono znamienng statystycznie zaleznos$¢
pomiedzy immunoekspresjg E-kadheryny a cechg N, a w drugiej z przytaczanych metaanaliz
takze pomiedzy poziomem E-kadheryny a stopniem zaawansowania klinicznego raka ptuca
[204,201]. Podobnie jak w doniesieniu Myonga i wsp. [205], w omawianej pracy nie wykazano
tego zwigzku, co moze wynikaé z ograniczonej liczebnosci grupy badanej i niewystarczajacej
mocy statystycznej analizy. Zwréci¢ nalezy jednak uwage na ograniczenia wspomnianych
metaanaliz. W uwzglednionych w nich badaniach wykorzystywano rdine metody
immunohistochemiczne oceny odczyndow (odmienne przeciwciata, rézne punkty odciecia
w interpretacji wynikdw reakcji barwnych). Brak standaryzacji metody IHC moze by¢ Zzrédiem
znaczacej réznorodnosci wynikéw i zaburzaé wnioskowanie. W wiekszosci wtgczonych do
analiz badan nie podano wartosci wspodtczynnikdéw ryzyka wzglednego, co wymagato
ekstrapolowania ilorazu ryzyka (HR) oraz przedziatéw ufnosci (Cl) z krzywych przezycia

Kaplana-Meiera, co mogto wigzaé sie z pewnym btedem szacunkowym. Nie bez znaczenia
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dla oceny wartosci wynikdw metaanaliz jest zjawisko selekcji na etapie publikacji. Negatywne
badania analizujgce to zagadnienie by¢ moze nie zostaty opublikowane i w konsekwencji nie
zostaty witgczone do analizy. W metaanalizie nie uwzgledniono takze badan, ktére zostaty
opublikowane w jezyku innym niz angielski. Metaanaliza nie grupowata takze chorych
wzgledem rodzaju zastosowanego leczenia i nie ocenita wptywu leczenia uzupetniajgcego na
oceniane zmienne. Wymienione ograniczenia sprawiajg, ze nalezy zachowac interpretacyjng

ostroznosé i krytycyzm przy ocenie wynikow obu metaanaliz.

W omawianej pracy nie wykazano zaleznosci pomiedzy poziomem E-kadheryny
analizowanym jako zmienna ciggta a wiekiem i pifcig chorych, cechg T, $rednicg guza
pierwotnego oraz odsetkiem martwicy w utkaniu nowotworu (p>0,05), co jest zgodne
z doniesieniami Kasego i Myonga oraz wynikami wspomnianych powyzej metaanaliz

[200,205,201,204].

W omawianej pracy wykazano staba dodatnig korelacje pomiedzy poziomem
E-kadheryny a poziomem biatka Wnt2 (r=0,151, p=0,03), co ttumaczy¢ nalezy zwigzkiem
pomiedzy bifunkcyjng B-katening, kompleksem E-kadheryna-katenina (ang. E-cadherin-catenin
unit, ECCU) a szlakiem kanonicznym zaleznym od biatek Wnt. Dowiedziono takze
umiarkowanej dodatniej korelacji pomiedzy immunoekspresjag analizowanego biatka
a immunoekspresjg frakcji btonowej B-kateniny (r=0,569, p=0,0001). Dla nowotworéw o
bardziej agresywnym przebiegu klinicznym, niskozréznicowanych z wyzszym potencjatem
metastatycznym charakterystyczne sg zaburzenia funkcji kompleksu adhezyjnego E-kadheryna-
B-katenina, wyrazajgce sie skojarzonym obnizeniem poziomu obu biatek. Mechanizm tego
oddziatywania nie jest jednoznacznie wyjasniony. Regulacja tego procesu moze odbywac sie na
poziomie genu, transkryptu badz biatka. Analogiczng korelacje wykazali w swoim opracowaniu

Choi i Kase [146, 200].

5. Ocena poziomu f3-kateniny

Wyniki barwien dla B-kateniny uzyskano dla 207 (99,5%) przypadkéw NDRP. Reakcje
barwne oceniano oddzielenie w 3 kompartmentach komdérkowych: jadrze, btonie komdrkowej
oraz cytoplazmie. Trzy przypadki z wskaznikiem H >200 dla frakcji jadrowej zakwalifikowano
jako wykazujace obecno$é¢ jadrowej frakcji B-kateniny. Analizujgc udziat frakcji btonowej

B-kateniny, odczyn immunohistochemiczny interpretowano jako pozytywny, gdy wartosé
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wskaznika H wyniosta >200 (punkt odciecia na poziomie mediany). Pozytywny wynik reakcji
barwnych uzyskano w 49 przypadkach (23,7%). W przypadku frakcji cytoplazmatycznej
B-kateniny odczyn immunohistochemiczny interpretowano jako dodatni, gdy wartosc
wskaznika H wyniosta >100 (punkt odciecia na poziomie mediany). Pozytywny wynik reakcji

barwnych uzyskano w 72 przypadkach (34,8%).

W prawidtowym nabtonku B-katenina lokalizuje sie w btonie komdrkowej. Obnizona
immunoekspresja  btonowa, a takze obecno$¢ [B-kateniny w  kompartmencie
cytoplazmatycznym oraz translokacja do jagdra komdérkowego interpretowane sg jako wskazniki
zaburzonej immunoekspresji tego biatka. W omawianej pracy obnizenie poziomu frakcji
btonowej B-kateniny wykazano w 158 przypadkach NDRP (76,3%), w 72 przypadkach
potwierdzono obecnos¢ B-kateniny w cytoplazmie (34,8%), natomiast tylko w 3 przypadkach
obserwowano odczyn jgdrowy (1,4%). W pracy Xu zaburzong immunoekspresje B-kateniny
wykazano w 76% analizowanych przypadkéw [111], w pracy Miao —w 83% [196], w pracy Kren
— w 71% [125], natomiast w pracy Lin — w 80%, przy znaczaco wyzszym odsetku

immunoekspresji jadrowej — 36,7% [206].

Zwrdci¢ nalezy szczegdlng uwage na opisywang w literaturze rdznorodnosé
interpretacji odczynédw barwnych B-kateniny. W pracy Xu i Kim, co istotne, oprdcz reakcji
barwnych w 3 wspomnianych kompartmentach komodrkowych oceniano takzie odczyny
mieszane: btonowo-cytoplazmatyczne i cytoplamatyczno-jagdrowe [111,203]. Wiekszo$é
autoréw oceniajgcych to zagadnienie analizowata ogdlng komérkowa immunoekspresje
B-kateniny, bez uwzgledniania poszczegélnych kompartmentéw komérkowych [128, 186].
W badaniach Kim, Hommury oraz Retera obserwowany odczyn btonowy omawianego biatka
interpretowany byt jako ujemny [203,207,208]. Brak standaryzacji w interpretacji odczynéw

reakcji barwnych utrudnia poréwnanie wynikéw cytowanych prac.

Analizujgc poziom frakcji btonowej B-kateniny jako zmienng ciggla wykazano
znamienng statystycznie zaleznos$¢ od stopnia zrdinicowania histologicznego (p=0,008) —
nowotwory o wyzszym stopniu zfosliwosci histologicznej wykazywaty nizszy poziom
analizowanego biatka. Obnizony poziom sktadowej kompleksu adhezyjnego B-katenina-E-
kadheryna zaburza rdézinicowanie komodrek, promuje bardziej inwazyjny ich fenotyp—
naciekanie podscieliska i tworzenie przerzutéw odlegtych. Potwierdzenie tej zaleznosci
znajdujemy w pracach Choi [146], Lina [202], Prininena [209], nie wykazata jej natomiast

metaanaliza Yanga [210].
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W przeprowadzonym badaniu nie wykazano zaleznosci pomiedzy poziomem frakcji
btonowe] B-kateniny, zarédwno analizowanej jako zmienna ciggta, ale tez kategoryzowanej
wedtug mediany, a wiekiem i ptcig chorych, typem histologicznym raka ptuca, cechg T, cechg N,
stopniem zaawansowania patologicznego nowotworu, $rednicg guza pierwotnego, odsetkiem
martwicy w utkaniu nowotworu oraz stopniem naciekania optucnej (p>0,05). Doniesienia te

pozostajg w zgodnosci z wynikami metaanalizy Yanga [210].

W omawianej pracy nie wykazano zaleznosci miedzy frakcjg jagdrowa B-kateniny
a cechami kliniczno-patologicznymi analizowanej populacji. W niniejszej analizie stwierdzono
obecnos¢ jedynie 3 przypadkéw NDRP na 207 ocenionych, w ktérych potwierdzono wzorzec
jadrowy odczynu, co uniemozliwia statystyczne wnioskowanie w tym zakresie. We
wspomnianej powyzej metaanalizie Yanga nie wykazano zwigzku immunoekspresji frakcji

jadrowej B-kateniny z parametrami kliniczno-patologicznymi badanej populacji [210].

Nie potwierdzono takze zaleznosci miedzy poziomem frakcji cytoplazamtycznej -
kateniny a cechami kliniczno-patologicznymi analizowane] populacji, co jest zgodne z wynikami

metaanalizy Yanga [210].

W przedstawianej pracy wykazano stabg dodatnig korelacje pomiedzy poziomem
frakcji jadrowej B-kateniny a jej frakcji cytoplazmatycznej (r=0,232, p=0,001). Zaleznos¢ ta
wyjasnia  charakterystyczne dla komérek nowotworowych zjawisko zaburzonej
immunoekspresji B-kateniny, zwigzane z jej migracjg z btony komdrkowej do cytoplazmy,
a takze translokacjg do jgdra komdrkowego. Wspomniana zaleznos$¢ nie byta przedmiotem

wczesniejszych analiz.

6. Analiza przezycia

Najistotniejszym czynnikiem rokowniczym w niedrobnokomérkowym raku ptuca jest
stopien zaawansowania klinicznego choroby. Niestety nawet w subpopulacji chorych
z wczesnym rakiem ptuca, w | stopniu zaawansowania klinicznego, u 18-24% chorych dochodzi
do nawrotu choroby w ciggu 5 lat obserwacji [211,212]. Swiadczy to o znacznej réznorodnosci
nawet w obrebie jednego, okreslonego stopnia zaawansowania i niewystarczajgcej ocenie
ryzyka nawrotu wytgcznie na podstawie klasyfikacji TNM. Uzasadnione wydaje sie

poszukiwanie molekularnych i genetycznych czynnikow prognostycznych, ktére pozwolityby na
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bardziej precyzyjng stratyfikacje ryzyka nawrotu, a ich obecnosé¢ stanowitaby wskazanie do

wdrozenia leczenia uzupetniajgcego w tak wyodrebnionej grupie chorych ,,wysokiego ryzyka”.

W omawianej analizie potwierdzono znaczenie rokownicze poznanych wczesniej
czynnikow ryzyka: cechy T (p<0,0001), S$rednicy guza pierwotnego (p<0,0001), stopnia
naciekania optucnej (p=0,001), cechy N (p<0,0001) oraz stopnia zaawansowania
patologicznego nowotworu (p<0,0001), ktdre osiggnety znamiennosé statystyczng zaréwno dla
catkowitego czasu przezycia (OS), jak i czasu przezycia wolnego od nawrotu (RFS). Ponadto
wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ czasu przezycia od stopnia zréznicowania

histologicznego nowotworu (p=0,023).

W prezentowanej pracy, w jednoczynnikowym modelu regresji Coxa nie wykazano
istotnej statystycznie rdznicy w czasie przezycia wolnym od nawrotu (RFS) oraz czasie
catkowitego przezycia (OS) w zaleznosci od poziomu biatka Wntl. Przeprowadzono dodatkowe
analizy specyfikujac punkt odciecia dla odczynu pozytywnego na wskazniku H =100 lub 200,
a takze oceniajgc poziom biatka Wntl jako zmienng ciagta, ale w zadnej z préb nie wykazano
istotnej statystycznie zaleznosci miedzy statusem biatka Wntl a wskaznikami przezycia
(p>0,05). W analizie wieloczynnikowe]j poziom biatka Wnt1 nie miat zwigzku z czasem przezycia
wolnego od nawrotu i czasem catkowitego przezycia. Uzyskane wyniki pozostajg w opozycji
z jedynymi dostepnymi doniesieniami w tym temacie, opublikowanymi przez azjatyckich
autoréw: Huanga, Xu i Nakashime [193,194,109]. Huang i wsp. wykazali dodatnig korelacje
pomiedzy poziomem biatka Wnt1 i B-katening, indeksem proliferacyjnym (Ki67) oraz gestoscig
sieci mikrokrazenia (ang. intratumoral microvessel density, IMD). Potwierdzili takze znaczenie
rokownicze biatka Wntl — chorzy, ktérych nowotwory wykazywaty wyzszg ekspresje
ocenianego biatka charakteryzowali sie krotszym czasem przezycia [193]. Xu potwierdzit role
Wntl jako negatywnego czynnika rokowniczego [194]. Nakashima dowiddt dodatniej korelacji
pomiedzy poziomem Wntl a surwiwiny, biatka hamujgcego apoptoze komorek
nowotworowych, oraz wykazat znamiennie krdétszy czas przezycia chorych z NDRP, z wysoka
immunoekspresjg analizowanego biatka w guzie [109]. Podstawowymi przyczynami
rozbieznosci wydajg sie by¢ rdznice populacyjne miedzy rasg azjatycka a kaukaska, réznice w
przeciwciatach zastosowanych do barwienia na obecos$¢ biatka Wntl i réznice w interpretacji
odczyndéw barwnych. Pismiennictwo dostarcza danych o populacyjnych polimorfizmach genéw
kodujgcych enzymy uczestniczagce w metabolizmie nikotyny i lekéw (m.in. CYP1A1, CYP2E1,
CYP3A4, CYP3A50), w naprawie DNA (m.in. ERCC1, ERCC2), a takze indukcji stanu zapalnego
(m.in. COX2) [213,214]. Ponadto o genetycznej odmiennosci nowotworéow ptuca

rozpoznawanych w obu tych rasach s$wiadczg rdine odsetki wykrywanych zaburzen
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molekularnych, w tym najlepiej poznanych mutacji somatycznych, m.in. mutacji aktywujgcej
genu EGFR (30% chorych w populacji azjatyckiej w poréwnaniu do 7% chorych w populacji
kaukaskiej), a takze mutacji genu KRAS (<10% chorych w populacji azjatyckiej w poréwnaniu do
18% chorych w populacji kaukaskiej). Molekularne odmiennosci rasowe potencjalnie mogg
dotyczy¢ takze szlaku przekazywania sygnatu zaleznego od biatek Wnt, nie tyle wystepowania
mutacji, ktére, stwierdzane sg rzadko w genomie NDRP, ale raczej aktywacji kompetycyjnych
ligandow szlaku lub antagonistow, a takze modyfikacji epigenetycznych gendéw kodujacych
kluczowe biatka tego szlaku. Wiedza na ten temat jest nadal niewystarczajaca, a wnioskowanie
na podstawie uproszczonego, uwzgledniajgcego udziat wytagcznie jednego liganda omawianego
szlaku,modelu oraz poréwnywanie obu populacji wydaje sie niezwykle trudne i ma ograniczong

wartosc.

Na podstawie wynikdw omawianej pracy wnioskowaé¢ mozna wstepnie o ograniczonej
roli biatka Wntl w aktywacji szlaku kanonicznego (nie potwierdzono korelacji miedzy
poziomem Wntl a poziomem [-kateniny) w populacji kaukaskiej. Wykrycie obecnosci biatka
Wntl nie jest surogatem jego aktywnej funkcji, ktéra moze byé hamowana w rdznych
mechanizmach (m.in. antagonisci Wnt: WIF-1, DKK1, FRP) U chorych rasy kaukaskiej moze
dochodzi¢ preferencyjnie do aktywacji innych ligandéw szlaku zaleznego od Wnt. Niewielka
liczebnos¢ grupy nakazuje interpretacyjng ostroznos$¢ i ostateczng weryfikacje tej hipotezy

w badaniu z udziatem wiekszej liczby chorych.

W niniejszej pracy analogiczne wnioski dotycza wptywu poziomu biatka Wnt2 na
wskazniki przezycia. W jednoczynnikowym modelu regresji Coxa nie wykazano istotnej
statystycznie réznicy w czasie przezycia wolnym od nawrotu oraz czasie catkowitego przezycia
miedzy chorymi z nowotworami ptuca wykazujgcymi wysoki poziom biatka Wnt2 (zdefiniowany
punkt odciecia na poziomie mediany — wskaznika H <200 vs. >200) a chorymi z nowotworami
ptuca z niskim poziomem tego biatka. Nie wykazano takze réznic znamiennych statystycznie w
OS i RFS przy ustaleniu punktu odciecia na poziomie wskaznika H=100 czy wanalizie zmiennej
ciggtej.W analizie wieloczynnikowej poziom biatka Wnt2 nie miat zwigzku z czasem przezycia
wolnego od nawrotu i czasem catkowitego przezycia. Dane te pozostajg w sprzecznosci
z doniesieniami Huanga i wsp., ktérzy wykazali prognostyczne znaczenie immunoekspresji
biatka Wnt2 w NDRP [195]. Wyttumaczenie rozbieznosci stanowig omdwione szeroko powyzej
roznice w interpretacji wynikdw odczyndw immunohistochemicznych oraz potencjalne
odmiennosci genotypowe, transkryptomiczne, proteomiczne i metabolomiczne pomiedzy rasg
azjatycka i kaukasky, skutkujgce 3-krotnie wyzszym odsetkiem nowotwordow ptuca

wykazujgcych wysoki poziom biatka Wnt2, diagnozowanych w populacji azjatyckiej [213,214].
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W przedstawianej pracy, w jednoczynnikowym modelu regresji Coxa nie wykazano
istotnej statystycznie rdznicy w czasie przezycia wolnym od nawrotu (RFS) oraz czasie
catkowitego przezycia (OS) miedzy chorymi z nowotworami ptuca w zaleznosci od poziomu
E-kadheryny. Rdznica w OS i RFS przy ustaleniu punktu odciecia na poziomie wskaznika H=100
byta bliska znamiennosci statystycznej (log-rank p=0,06 i Cox p=0,064; HR=0,548). By¢ moze
liczebnos¢ analizowanej grupy okazata sie niewystarczajgca dla wykazania omawianej
zaleznosci. Udowodniono natomiast znamienny statystycznie zwigzek miedzy poziomem
E-kadheryny analizowanym jako zmienna ciggta a czasem catkowitego przezycia. Obnizony
poziom E-kadheryny stanowit negatywny czynnik prognostyczny. Przedstawione dane s3
zgodne z wynikami prac You [197], Lee [198], Kasego [200] oraz wynikami metaanaliz Yanga
[201] i Qiu [204]. Choi i Kim wykazali znaczenie rokownicze immunoekspresji E-kadheryny
wyltacznie w gruczotowym raku ptuca [146,203]. W analizie wieloczynnikowej natomiast
poziom E-kadheryny nie wykazat zwigzku z czasem przezycia wolnego od nawrotu i czasem
catkowitego przezycia, co koresponduje z wynikami prac Lee [198], Kasego [200] i Choi [146],
a pozostaje w sprzecznosci z doniesieniamiKima [203] i Yanga [201].Wyttumaczenie
uzyskanych w omawianej pracy wynikbw moze stanowi¢ niewystarczajaca dla wykazania
wszystkich zaleznosci liczebno$¢ analizowanej grupy chorych, a w konsekwencji
niewystarczjgca moc statystycznej analizy. E-kadheryna, jako sktadowa adhezyjnego
kompleksu E-kadheryna-katenina, spetnia funkcje ,supresora inwazji”. Obnizenie jej poziomu
prowadzi do ostabienia miedzykomdrkowych oddziatywan adhezyjnych, zaburza integralnosc i
architekture tkankowg oraz promuje agresywne cechy komérek nowotworowych — naciekanie
podscieliska, inwazje naczyn krwionosnych i tworzenie przerzutéw [215]. Ponadto E-kadheryna
wptywa na przekazywanie sygnatu szlakami regulujgcymi wzrost oraz migracje komdrek
nowotworowych, m.in. szlaku kanonicznego zaleznego od biatek Wnt oraz szlaku zaleznego od
biatek z rodziny Rho, modulujgc odpowiedZ transkrypcyjng [216,217]. E-kadheryna spetnia
takze funkcje supresora wzrostu komérek —hamuje cykl komdérkowy w mechanizmie aktywacji
biatka p27, zaleznego od cyklin inhibitora kinaz [218]. Obnizony poziom E-kadheryny stymuluje
aktywnos¢ proliferacyjng komodrek, mierzong wskaznikiem Ki67 [219], a takze proces
przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej, podczas ktdorej komodrki nowotworowe tracg
zdolnos$¢ tworzenia struktur nabtonkowych, a wyksztatcajg fenotyp mezenchymalny, ktéry
umozliwia dysocjacje komadrek, inwazje otoczenia oraz tworzenie przerzutdow [220]. Obnizenie
poziomu nabtonkowej frakcji — E-kadheryny ma zwigzek ze wzrostem poziomu
mezenchymalnych N-kadheryn, ktére stymulujg migracje i naciekanie podscieliska [221].

W historii naturalnej nowotworu obnizenie poziomu E-kadheryny wigze sie z promocja jego
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agresywnego fenotypu i dynamiczng progresjg choroby, co przektada sie na rokowanie

chorych.

W przedstawianej pracy, przyjmujac rézne punkty odciecia (wskaznik H= 10 lub 200),
nie wykazano istotnej statystycznie réznicy w czasie przezycia wolnym od nawrotu oraz czasie
catkowitego przezycia chorych z nowotworami ptuca wykazujacymi rézny poziom frakcji
jadrowej B-kateniny. Poziom frakcji jadrowej B-kateniny analizowany jako zmienna ciggta
rowniez nie wptywat istotnie statystycznie na czas przezycia. W omawianej analizie tylko w
3 przypadkach (1,4%) wykazano obecnos¢ frakcji jagdrowej B-kateniny, co uniemozliwia

statystyczne wnioskowanie.

W niniejszej pracy, w jednoczynnikowym modelu regresji Coxa wykazano istotng
statystycznie réznice w czasie przezycia wolnym od nawrotu oraz czasie catkowitego przezycia
w zaleznosci od poziomu frakcji btonowej B-kateniny (zdefiniowany punkt odciecia na poziomie
mediany wskaznika H<200 vs. >200). Poziom frakcji btonowej B-kateniny analizowany jako
zmienna ciggta wykazat znamienny statystycznie zwigzek z czasem catkowitego przezycia (Cox
p=0,007; HR=0,996 95%Cl 0,994-0,999). Obnizony poziom frakcji blonowej B-kateniny stanowit

negatywny czynnik prognostyczny.

W przedstawianej pracy nie wykazano istotnej statystycznie réznicy w czasie przezycia
wolnym od nawrotu oraz czasie catkowitego przezycia w zaleznosci od frakcji
cytoplazmatycznej B-kateniny. Powyzsze wyniki sg zgodne z wnioskami z analizy Kasego —
poziom frakcji cytoplazmatycznej B-kateniny w NDRP, w przeciwienstwie do raka jelita

grubego, nie ma znaczenia rokowniczego.

W przeprowadzonej w omawianej pracy analizie wieloczynnikowej poziomy
poszczegdlnych komérkowych frakcji B-kateniny nie wykazaty zwigzku z czasem przezycia
wolnym od nawrotu i czasem catkowietgo przezycia, co jest zgodne z wynikami Prininena [209]
i Yanga [210], a pozostaje w sprzecznosci z doniesieniami Choi [146], Hommury [207] i Retera

[208].

Uzyskane w niniejszej rozprawie wyniki trudno bezposrednio pordwnad
z doniesieniami innych autoréw. Gtdwnym ograniczeniem pozostaje odmienna metodologia
i brak wystandaryzowanych kryteriéw interpretacji odczynédw immunohistochemicznych dla -
kateniny. Obnizony poziom frakcji btonowej, wynikajgcy z hipermetylacji promotora genu
kodujacego B8-katenine [222], a takze jej obecnos¢ w kompartmencie cytoplazmatycznym oraz

translokacja do jadra komdrkowego interpretowane sg jako wskazniki zaburzonej ekspresji
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tego biatka.W pracy Xu i Kim, co istotne, oprdécz reakcji barwnych w 3 wspomnianych
kompartmentach komérkowych oceniano takze odczyny mieszane: btonowo-cytoplazmatyczne
i cytoplamatyczno-jadrowe [111,203]. Wiekszos¢ autorow oceniajgcych to zagadnienie
analizowata ogdlnieimmunoekspresje B-kateniny, bez uwzgledniania lokalizacji komdrkowej
tego biatka [128, 186]. W pracy Kase i wsp. uwzgledniano natomiast wyfgcznie poziom
btonowe] B-kateniny [200]. W badaniach Kim, Hommury oraz Retera obserwowany odczyn
btonowy omawianego biatka interpretowany byt jako ujemny [203,207,208]. Uogdlniajac
i uwzgledniajac wszystkie wspomniane interpretacje zaburzonej immunoekspresji B-kateniny,
w pracach wymienionych powyzej autorow wykazano, ze to molekularne zjawisko jest
negatywnym czynnikiem rokowniczym w NDRP. Zaznaczy¢ nalezy, ze w doniesieniach Kasego,
Hommura i Choi zaburzona immunoekspresja B-kateniny byta negatywnym czynnikiem
prognostycznym wytgcznie w gruczotowym raku ptuca [126,128,146]. Potwierdzenie statusu
prognostycznego poziomu B-kateniny stanowig wyniki metaanalizy Mei, w ktdrej wykazano, ze
obnizony poziom frakcji btonowej B-kateniny wigze sie z krotszym przezyciem chorych [223].
Autorzy ttumaczg mechanizm tej zaleznosci zaburzeniem funkcjonowania kompleksu
E-kadheryna-katenina, zahamowaniem miedzykomdrkowych oddziatywarn adhezyjnych,
co prowadzi do inwazji podscieliska i stymuluje potencjat metastatyczny guza pierwotnego.
Istotnymi ograniczeniami wspomnianej metaanalizy pozostajg m.in.: brak standaryzacji metody
przeprowadzania i oceny odczynéw immunohistochemicznych we witgczonych do analizy
badaniach (uzycie rdéinych przeciwciat przeciwko PB-kateninie, odmienne punkty odciecia
w interpretacji odczynéw barwnych), istotne rdznice pomiedzy analizowanymi grupami
chorych w zakresie niektérych cech kliniczno-patologicznych (wiek, pteé) oraz zastosowanego
leczenia uzupetniajgcego, a takze wtaczenie do metaanalizy wytgcznie badan opublikowanych
w jezyku angielskim. Autorzy metaanalizy postulujg zaprojektowanie prospektywnego badania,
z wystandaryzowanymi metodami immunohistochemicznymi, z zaplanowanym punktem
odciecia oraz uzyciem jednakowych metod statystycznych do oceny wynikdéw, ktére

ostatecznie ocenitoby zaleznos¢ przezycia catkowitego od statusu B-kateniny w NDRP.

W raku ptuca mutacje w genie kodujgcym B-katenine opisywane sg rzadko (ok. 4%)
i nie stanowig gtéwnego mechanizmu zaburzonej wewngtrzkomdrkowej immunokekspresji
tego biatka. Xu i wsp. postulujg, ze zaburzona immunoekspresja B-kateniny moze miec¢ rézne
podtoze molekularne w poszczegdlnych typach histologicznych raka ptuca. Autorzy
podkreslajg, ze obnizenie poziomu bfonowej frakcji B-kateniny koreluje z obnizonym
poziomem E-kadheryny w gruczotowych nowotworach ptuca, co obserwowano w materiale

z guzéw pierwotnych, ale ta wzajemna zaleznos¢ byta szczegélnie silnie wyrazona w materiale
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pochodzgcym z ognisk przerzutowych [224]. Xu i wsp. wnioskujg, ze w gruczotowych rakach
ptuca zaburzona funkcja adhezyjnego kompleksu E-kadheryna-katenina jest gtéwnym
mechanizmem progresji nowotworu oraz rozwoju jego potencjatu metastatycznego. W
nowotworach o histologii  ptaskonabtonkowej natomiast podwyiszony poziom
frakcjicytoplazmatycznej i jadrowej B-kateniny wykazywat silny zwigzek z podwyzszonym
poziomem biatka Wntl, sugerujgc aktywacje szlaku transdukcji sygnatu zaleznego od Wnt w
tym podtypie histologicznym [194,224]. W transdukcji sygnatu szlakiem Wnt kazde zaburzenie
funkcji biatek kompleksu degradujgcego B-katenine (aksyny, APC, GSK-3B) oraz obnizenie ich
poziomu prowadzi do nieprawidtowej immunoekspresji B-kateniny w komorce, ktérej
konsekwencjg jest aktywacja docelowych biatek szlaku Wnt i stymulacja proliferacji komdrek

[225].

W przedstawianej pracy analizowano ekspresje powyzszych markeréw wytgcznie w
materiale pochodzgcym z guzéw pierwotnych. Nasze wyniki nie potwierdzajg wnioskow Xu
i wsp. W omawianej pracy wykazaliémy znamienne obnizenie poziomu E-kadheryny w
ptaskonabtonkowych rakach ptuca w poréwnaniu do gruczolakorakéw. Nie potwierdzilismy
wzajemnej korelacji miedzy poziomem B-kateniny a biatka Wntl dla zadnego z typow
histologicznych raka ptuca. Podstawowym ograniczeniem analizy Xu jest relatywnie niewielka
liczebnos¢ grupy badanej — analizie poddano materiat pochodzacy zaledwie od 41 chorych, co
nie upowaznia do ostatecznego wnioskowania w tym zakresie. Dla zweryfikowania tych

whnioskdéw wymagane bytoby przeprowadzenie badan w grupie chorych o wiekszej liczebnosci.

Cytowane dane z piSmiennictwa oraz wyniki omawianej pracy sugerujg aktywacje
kanonicznego szlaku zaleznego od biatek Wnt w niedrobnokomdrkowym raku ptuca oraz jego
udziat w rdinych etapach indukcji i promocji tego nowotworu: stymulacji proliferacji
i hamowania apoptozy komodrek nowotworowych, angiogenezy, indukcji transformac;i
nabtonkowo-mezenchymalnej, naciekania podscieliska i tworzenia przerzutéw, utrzymania puli
nowotworowych komdrek macierzystych oraz rozwoju mechanizméw opornosci na
chemioterapie i promieniowanie jonizujace. Jednoznaczna interpretacja znaczenia transdukcji
sygnatu szlakiem zaleznym od Wnt w onkogenezie raka ptuca jest trudna. Swiadomosé
ztozonosci wzajemnych zaleznosci pomiedzy réznymi biatkami Wnt, regulacyjny wptyw
aktywacji szlakéw niekanonicznych, szerokie spektrum inhibitorow szlaku kanonicznego
i mechanizmy epigenetyczne prowadzace do ich inaktywacji (gtdwnie hipermetylacja
promotorow gendéw kodujgcych inhibitory: WIF-1, aksyne, SFRP-1, Dkk-5, DACT2), a takze

wspotzaleznos¢ z innymi szlakami (m.in. szlakami zaleznymi od czynnikéw wzrostu — HGF, EGF,
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TGFpB, VEGF, FGF i IGF; szlakami aktywnymi w embriogenezie i procesach réznicowania tkanek
— Notch i Hedgehog; a takze szlakami zaleznymi od PG/Cox-2, PI3K/AKT, mTOR, Jak-STAT i Ras)
nakazuje ostroznos¢ interpretacyjng i unikanie nadmiernych uproszczen we wnioskowaniu o
indywidualnym znaczeniu poszczegdlnych komponentéw analizowanego szlaku [226].
Aktywnosc szlaku zaleznego od Wnt nalezy analizowa¢ w szerszym kontekscie molekularnym,
uwzgledniajgcym w modelach symulacyjnych wymienione powyzej wzajemne oddziatywania.
Ponadto, wiedzy na temat mechanizmu aktywacji szlaku Wnt w raku jelita grubego (jak dotad
najlepiej poznany model tej $ciezki sygnatowej) nie nalezy ekstrapolowaé na molekularna
geneze innych nowotwordw ztosliwych, w tym raka ptuca, poniewaz ostateczny efekt aktywacji
tej Sciezki sygnatowej zalezy takze od rodzaju komédrek efektorowych, na ktére oddziatujg
sktadowe szlaku. Wynikiomawianej pracy potwierdzajg te prawidtowos¢ i odmienny wzorzec
aktywacji szlaku Wnt w tych dwdch nowotworach. W procesie onkogenezy istotna wydaje sie
ponadto wtasciwa interpretacja zdarzen zachodzacych na poziomie biatek oraz swiadomos¢
koniecznosci analizy funkcjonalnej aktywacji biatek, a nie wytgczne wnioskowanie na
podstawie ekspresji immunohistochemicznej. Wykrycie obecnosci biatka nie powinno by¢
traktowane jako surogat jego aktywnej funkcji. Wydaje sie to nadmiernym uproszczeniem w
kontekscie wspodfzaleznosci molekularnych i moze prowdzi¢ do btednych wnioskdw.
Wspomniec nalezy, ze atrakcyjnym narzedziem badawczym na tym polu mogg sie w przysztosci
okazac strategie eliminacji biatka —tzw. ,knock-outu” biatkowego, dajace mozliwosé oceny

funkcji poszczegdlnych biatek onkogennych [228].

Obiecujacg koncepcjg onkologii molekularnej wydaje sie kojarzenie kilku markeréw
biatkowych o udowodnionym znaczeniu rokowniczym w sygnatury, co znamiennie
podwyzszatoby moc prognostyczng molekularnego testu, zwiekszato jego czutosé
i specyficzno$é. Liu i wsp. opracowali sygnature biatkowa o znaczeniu rokowniczym, ktéra
uwzglednia poziom biatek CDK4, HSP90, p-CREB i CREB do stratyfikacji ryzyka chorych z NDRP
[227]. Prognostyczna sygnatura proteomiczna mogtaby stanowi¢ narzedzie wykorzystywane do
oceny ryzyka nawrotu u chorych z NDRP i podejmowania decyzji terapeutycznych dotyczacych
zastosowania uzupetniajgcego leczenia onkologicznego u chorych z grupy wysokiego ryzyka. Ze
wzgledu na brak niezaleznej wartosci rokowniczej B-kateniny oraz E-kadheryny w niniejszej
analizie, witgczenie tych biatek do sygnatur prognostycznych ma ograniczong wartosc.
Analizowane biatka nie sg czynnikami prognostycznymi we wczesnym niedrobnokomérkowym
raku ptuca w populacji kaukaskiej i nie mogg stanowié narzedzia wykorzystywanego do selekcji
chorych o wyzszym ryzyku nawrotu, potencjalnie wymagajgcych zastosowania uzupetniajgcego

leczenia systemowego.

117



Podstawowym ograniczeniem skutecznosci leczenia onkologicznego jest pierwotna lub
nabyta oporno$¢ komodrek nowotworowych, szczegdlnie rekrutujgcych sie z puli
nowotworowych komérek macierzystych, na leczenie systemowe i radioterapie. Dane z
piSmiennictwa donoszg, ze przekazywanie sygnatu szlakiem Wnt/B-katenina aktywuje
transkrypcje gendéw kodujacych bialka: MDR-1, surwiwine oraz liwine, biorgcych udziat w
indukcji opornosci na cytostatyki i promieniowanie jonizujgce [162]. Dotychczas wykazano, ze
inaktywacja Wntl prowadzi do zahamowania transkrypcji indukowanej przez kompleks B-
katenina/Tcf, uwolnienia cytochromu c, aktywacji kaspazy 9 i obnizenia poziomu surwiwny,
czego skutkiem jest promocja apoptozy komdrek nowotworowych [162]. Aktywacja szlaku Wnt
moze wskazywaé chorych z NDRP potencjalnie opornym na chemio- i radioterapie.
W przysztosci atrakcyjng przestrzenia w badaniach nad szlakiem Wnt w NDRP bytoby
poszukiwanie jego aktywnych inhibitorow, ktérych stosowanie w skojarzeniu z chemioterapig
lub radioterapigpoprawiatoby skutecznos$cleczenia (poprzez przetamanie i/lub opdznianie
mechanizmdéw opornosci oraz poprawe indeksu terapeutycznego), a takze, co niezbedne dla
praktycznego zastosowania takich terapii celowanych, zdefiniowanie czynnikéw

predykcyjnych.

Czesto$¢ wystepowania zaburzen dotyczacych szlaku transdukcji sygnatu zaleznego od
biatek Wnt i B-kateniny w niedrobnokomadrkowym raku ptuca, ich aktywna rola w onkogenezie
oraz potencjalne implikacje kliniczne hamowania tego przekaznictwa uzasadniajg prowadzenie

dalszych badan na tym polu.
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WNIOSKI

1. Poziom biatka Wnt1 jest znamiennie wyzszy w nowotworach ptuca o histologii gruczotowej i
wielkokomdrkowej w poréwnaniu z ptaskonabtonkowg, w nowotworach ptuca o nizszym

stopniu ztosliwosci histologicznej i nizszym stopniu zaawansowania patologicznego (st. I-11A).

2. Poziom biatka Wnt2 jest znamiennie wyzszy w nowowtowrach ptuca o nizszym stopniu

ztosliwosci histologiczne;j.

3. Poziom E-kadheryny jest znamiennie wyzszy w nowotworach ptuca o histologii gruczotowej
i wielkokomérkowej w poréwnaniu z ptaskonabtonkowa oraz w nowotworach ptuca o nizszym

stopniu ztosliwosci histologicznej.

4. Poziom frakcji btonowejB-kateniny jest znamiennie wyzszy w nowotworach ptuca o nizszym

stopniu ztosliwosci histologicznej.

5. W analizie jednoczynnikowej nie wykazano zwigzku pomiedzy czasem przezycia wolnego od
nawrotu oraz catkowitym czasem przezycia a poziomem biatekWntl i Wnt2 w nowotworach

ptuca.

6. W analizie jednoczynnikowej nie wykazano zwigzku pomiedzy czasem przezycia wolnego od
nawrotu oraz catkowitym czasem przezycia a poziomem E-kadheryny w nowotworach ptuca
(punkt odciecia na poziomie mediany — wskaznik H<200 vs. >200). Wykazano zwigzek
pomiedzy catkowitym czasem przezycia a poziomemE-kadheryny analizowanym jako zmienna

ciaggta.

7. W analizie jednoczynnikowej wykazano znamienny zwigzek pomiedzy czasem przezycia
wolnego od nawrotu oraz catkowitym czasem przezycia a poziomem frakcji btonowej

B-kateniny w nowotworach ptuca.

8. W analizie jednoczynnikowej nie wykazano zwigzku pomiedzy czasem przezycia wolnego od
nawrotu oraz catkowitym czasem przezycia a poziomem frakcji cytoplazmatycznej B-kateniny

w nowotworach ptuca.

9. W analizie wieloczynnikowej, po uwzglednieniu wptywu wieku, ptci, typu histologicznego
nowotworu ptuca, stopnia zaawansowania patologicznego choroby, nie wykazano istotnego
statystycznie zwigzku pomiedzy poziomem biatka Wnt1, Wnt2, E-kadheryny oraz trzech frakcji

B-kateniny a czasem przezycia wolnego od nawrotu oraz catkowitym czasem przezycia.
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STRESZCZENIE

Rak ptuca jest najczestszym nowotworem ztosliwym [1,6 min przypadkéw rocznie na
Swiecie]. Wyniki leczenia tego nowotworu wecigz pozostajg niezadowalajgce — wskaznik
5-letniego przezycia catkowitego wynosi jedynie 10-14%. U wiekszosci chorych nowotwoér
diagnozowany jest w zaawansowanym stadium (75%) i wymagaja oni wdrozenia leczenia
systemowego. Zastosowanie standardowej chemioterapii w niewyselekcjonowanej grupie
chorych wigze sie z niskimi odsetkami odpowiedzi (30%) i uzyskaniem czasu przezycia wolnego

od progresji (PFS) w zakresie 3-5 miesiecy.

Aktualnie najistotniejszg szansg na poprawe wynikow leczenia wydaje sie poszukiwanie
wiodacych zaburzen molekularnych w genomie raka ptuca, analiza ich znaczenia
prognostycznego i predykcyjnego, a nastepnie rozwdj i wdrozenie adekwatnych terapii

celowanych.

Najistotniejszym czynnikiem rokowniczym w niedrobnokomérkowym raku ptuca jest
stopie zaawansowania klinicznego choroby. Niestety nawet wgrupie chorych z wczesnym
rakiem ptuca, w | stopniu zaawansowania klinicznego, u 18-24% chorych dochodzi do nawrotu.
Swiadczy to o znacznej réznorodnosci w zakresie poszczegdlnych stopni zaawansowania
klinicznego i niewystarczajacej ocenie ryzyka nawrotu wytgcznie na tej podstawie. Uzasadnione
wydaje sie poszukiwanie molekularnych czynnikéw prognostycznych, ktére pozwolityby na
bardziej precyzyjng stratyfikacje ryzyka nawrotu oraz stanowitaby wskazanie do wdrozenia

leczenia uzupetniajgcego w tak wyodrebnionej grupie chorych ,, wysokiego ryzyka”.

Kanoniczny szlak transdukcji sygnatu zalezny od onkogennych glikoprotein Wnt
i B-kateniny odkryto w latach 80-tych ubiegtego wieku. Jego aktywnos¢ jest determinowana
przez poziom zgromadzonej w cytoplazmie B-kateniny. Cytoplazmatyczny poziom B-kateniny
utrzymywany jest fizjologicznie na niskim poziomie poprzez dokonujgcg sie w sposdb ciggly
proteasomalng degradacje biatka. Transdukcja sygnatu szlakiem kanonicznym rozpoczyna sie
od potaczenia ligandéw Wnt 1 i Wnt2 z receptorami Fzd i LRP, co prowadzi do zahamowania
fosforylacji B-kateniny. Niefosforylowana B-katenina gromadzi sie w cytoplazmie komorki,
a nastepnie ulega translokacji do jgdra komdrkowego, gdzie tworzy kompleksy z czynnikami
transkrypcyjnymi Tcf/Lef, co indukuje ekspresje gendéw (cyklinaD1, c-myc, MMP7, VEGF-
A, surwiwina). Na poziomie komoérkowym B-katenina oddziatuje takze z E-kadheryng, formujac
potgczenia zwierajgce odpowiedzialne za oddziatywania miedzykomodrkowe, a zaburzenie tych

interakcji moze promowacinwazje podscieliska i potencjat metastatyczny. Aktywacja szlaku
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Wnt w nabtonkowych komdérkach macierzystych moze prowadzi¢ do rozwoju nowotworow
ztosliwych, hamowac¢ apoptoze komdrek nowotworowych, warunkowaé bardziej agresywny

fenotyp nowotworu oraz jego opornos¢ na chemioterapie i radioterapie.

Niniejsza rozprawa jest  pierwszym  opracowaniemoceniajgcym  metoda
immunohistochemiczng poziom biatek z rodziny Wnt, E-kadheryny i B-kateniny, ich wzajemne
zaleznosci, zwigzek z cechami klinicznymi i patologicznymi oraz ich znaczenie rokownicze

w niedrobnokomdrkowym raku ptuca, w populacji kaukaskie;j.

Do badania wtaczono 208 chorych poddanych radykalnej resekcji migzszu ptucnego
z powodu niedrobnokomdrkowego raka ptuca w latach 2005-2008 w Klinice Chirurgii Klatki
Piersiowej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w  Gdansku. Mediana czasu
obserwacjiwyniosta 68 miesiecy. Wznowe miejscowo-regionalng obserwowano u 60 chorych
(28,8%).
U 34 chorych (16,3%) stwierdzono przerzuty odlegte. W analizowanej grupie odnotowano 82

zgony (39,4%).

Z 416 blokéw parafinowych (po 2 reprezentatywne od kazdego z chorych)
skonstruowano mikromacierze tkankowe. Poziom analizowanych biatek oceniono

immunohistochemicznie z udziatem swoistych przeciwciat, wykorzystujgc wskaznik H.

Obecnos¢ biatka Wntl wykazano w 103 przypadkach (49,5%). Przyjmujac wartosé
mediany jako punkt odciecia wykazano, ze poziom biatka byt znamiennie nizszy w guzach
pierwotnych o histologii ptaskonabtonkowej w poréwnaniu z gruczotowg i wielkokomdrkowa
(p<0,0001), w nowotworach o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej ( p=0,003)
oraz w nowotworach o wyzszym stopniu zaawansowania patologicznego (lIB-1lIA; p=0,042).
Wykazano znamienng korelacje poziomu biatka Wntl z poziomem biatka Wnt2 (r=0,161,

p=0,021).

Obecnoscbiatka Wnt2 wykazano w 46 przypadkach (22,3%). Przyjmujgc wartosé
mediany jako punkt odciecia, dowiedziono istotnego statystycznie  zwigzku
pomiedzypoziomem biatka Wnt2 a stopniem zrdznicowania histologicznego (p=0,002) —
nowotwory o wyzszym stopniu zto$liwosci histologicznej wykazywaty znamiennie nizszy

poziom analizowanego biatka.

Pozytywny wynik reakcji barwnych dla E-kadheryny uzyskano w 77 przypadkach
(37,4%). Przyjmujac warto$¢ mediany jako punkt odciecia wykazano, ze poziom E-kadheryny

byt znamiennie nizszy w guzach pierwotnych o histologii ptaskonabtonkowej w poréwnaniu z
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gruczotowy i wielkokomdrkowa (p=0,001), w nowotworach o wyzszym stopniu ztosliwosci

histologicznej (p=0,01), a takze w guzach rozlegle naciekajgcych optucng (p=0,039).

Reakcje barwne dla p-kateniny oceniano oddzielenie w 3 kompartmentach
komoérkowych: jadrze, btonie komdrkowej oraz cytoplazmie, ze wzgledu na rézne znaczenie
biologiczne tego biatka w powyzszych lokalizacjach. Obnizenie poziomu frakcji btonowej
B-kateniny wykazano w 158 przypadkach NDRP (76,3%), w 72 przypadkach potwierdzono
obecnos¢ B-kateniny w cytoplazmie (34,8%), natomiast tylko w 3 przypadkach obserwowano
odczyn jadrowy (1,4%). Przyjmujac wartos¢ mediany jako punkt odciecia, wykazano znamienng
statystycznie zalezno$¢ poziomu frakcji btonowej B-kateniny od stopnia zrdznicowania
histologicznego (p=0,008) — nowotwory o wyzszym stopniu ztosliwosci histologicznej

wykazywaty nizszy poziom analizowanego biatka.

W omawianej analizie potwierdzono znaczenie rokownicze poznanych wczesniej
czynnikdw ryzyka: cechy T (p<0,0001), $rednicy guza pierwotnego (p<0,0001), stopnia
naciekania optucnej (p=0,001), cechy N (p<0,0001) oraz stopnia zaawansowania
patologicznego nowotworu (p<0,0001), ktdre osiggnety znamiennos¢ statystyczng zaréwno dla
catkowitego czasu przezycia (OS), jak i czasu przezycia wolnego od nawrotu (RFS). Ponadto
wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ czasu przezycia od stopnia zrdéznicowania

histologicznego nowotworu (p<0,023).

W przedstawianej pracy, w jednoczynnikowym modelu regresji Coxa, przyjmujac
warto$¢ mediany jako punkt odciecia, nie wykazano istotnego statystyczniezwigzku czasu
przezycia wolnego od nawrotu oraz catkowitego czasu przezycia od poziomubiatka Wntl
(odpowiednio p=0,183; HR=0,754 i p=0,168; HR=0,735), Wnt2 (odpowiednio p=0,624;
HR=0,881 i p=0,697; HR=0,899), E-kadheryny (odpowiednio p=0,604; HR=0,893 i p=0,107;
HR=0,644), a takze frakcji cytoplazmatycznej B-kateniny (odpowiednio p=0,609; HR=0,893
i p=0,7;, HR=0,914. Udowodniono natomiast znamienny statystycznie zwigzek miedzy
poziomem E-kadheryny analizowanym jako zmienna ciggta a czasem catkowitego przezycia
(Cox p=0,039; HR=0,996 95%Cl 0,993-1,000). Wykazano istotng statystycznie zaleznos$¢ czasu
przezycia wolnego od nawrotu oraz catkowitego czasuprzezycia od poziomu frakcji btonowej -
kateniny (punkt odciecia na poziomie mediany — wskaznik H<200 vs. >200; odpowiednio

p=0,004; HR=0,419 i p=0,013; HR=0,461).

W analizie wieloczynnikowej, po uwzglednieniu cech klinicznych i patologicznych, nie
wykazano wptywu analizowanych biatek na czas przezycia wolnego od nawrotu i czas

catkowitego przezycia (p>0,05). W swietle wynikdw omawianej pracy analizowane biatka nie sg
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zatem czynnikami prognostycznymi we wczesnym niedrobnokomdérkowym raku ptuca
w populacji kaukaskiej i nie mogg stanowi¢ narzedzia wykorzystywanego do selekcji chorych
o wyzszym ryzyku nawrotu, potencjalnie wymagajgcych zastosowania uzupetniajgcego leczenia

systemowego.

Aktywacja szlaku sygnatowego zaleznego od Wnt stymuluje proces samoodnowy
nowotworowych komodrek macierzystych oraz indukuje oporno$s¢ na cytostatyki
i promieniowanie jonizujgce.Kojarzenie inhibitoréw szlaku Wnt z chemioterapia i radioterapig
potencjalnie mogtoby poprawi¢ wyniki leczenia poprzez opdznianie lubprzetamanie
mechanizmdéw opornosci. Ponadtow praktyce klinicznej konieczne bytoby zdefiniowanie
czynnika predykcyjnego takiej terapii celowanej. Przedstawiona w niniejszej rozprawie
immunohistochemiczna analiza biatek szlaku Wnt stanowi podstawe do dalszych badan w tym

zakresie.
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ABSTRACT

Lung cancer is the most common malignancy (1,6 min new cases diagnosed yearly
worldwide). Treatment results remain unsatisfactory, with overall 5-year survival probabilityof
10-14% in European Union. Most patients are diagnosed in advanced stage (75%) and require
systemic therapy. The use of the standard cytotoxic treatment in unselected population of
patients leads to poor response rates of approximately 30% and progression free survival in

the range of 3 to 5 months.

Substantial chance for improvement in treatment outcomes is foreseen through search
for driving molecular aberrations in the genome of lung cancer, analysis of its prognostic and

predictive relevance, and subsequent the development of adequate targeted therapies.

The stage of disease is the most important prognostic factor in non small cell lung
cancer. Unfortunately, even in the group ofpatients with stage I, the 5 year recurrence rate is
approximately 18-24% suggesting significant heterogeneity among particular lung cancer
stages and the insufficient evaluation of the risk of recurrence based solely on the TNM
classification. It thus seems justified to identify molecular prognostic factors for the precise
assessment of the recurrence risk and qualification for the adjuvant therapy in the high risk

group.

The canonical signaling pathway, dependent on Wnt glycoproteins and B-catenin, was
discovered in the 1980s. Its activity is determined by the level of B-catenin accumulated in the
cytoplasm. Physiologically the cytoplasmic level of B-catenin is maintained low by the
continuous proteosomal degradation. Signal transduction through canonical pathway starts
with the binding of Wntl and Wnt2 ligands with Fzd and LRP receptors, leading to inhibition of
B-catenin phosphorylation. Unphosphorylated B-catenin accumulates in the cytoplasm and is
subsequently translocated to the nucleus, where it creates complexes with transcriptional
factors Tcf/Lef and promotes genes expression (cyclin D1, c-myc, MMP7, VEGF-A,survivin). On
the cellular level B-catenin interacts also with E-cadherin and forms the adherens junctions
responsible for the intercellular adhesion.The dysfunction of this interaction promotes stromal
invasion and metastatic potential. The Wnt signaling pathway activation in epithelial stem cells
may lead to the induction of neoplasms, inhibition of cancer cell apoptosis, development of

more aggressive cancer phenotype and its resistance to chemotherapy and radiation.
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The presented study is the first comprehensive immunohistchemical assessment of
several Wnt family proteins, E-cadherin and B-catenin, their reciprocal interaction, association
with clinical and pathological characteristics and prognostic significance in non small cell lung

cancer in Caucasian population.

The study group consists of 208 non small-cell lung cancer patients who underwent
radical pulmonary resection at Thoracic Surgery Department of Medical University of Gdansk
from 2005-2008. The median follow up was 68 months. The locoregional recurrence was noted
in 60 patients (28,8%), 34 patients (16,3%) developed distant metastases, 82 deaths (39,4%)

were noted in the study group.

Two representative core tissue sections were taken from each of 416 paraffin blocks
and arranged into tissue microarrays (TMA). The expression of selected proteins was evaluated

by IHC and scored according to H-score.

The Wntl expression was detected in 103 cases (49,5%). According to median value,
the expression of this protein was significantly lower in the tumors with squamous histology as
compared to adenocarcinomas and large cell carcinomas (p<0,0001), tumors with higher
grade( p=0,003) and higher stage (lIB-IlIA; p=0,042). Significant correlation between Wnt1 and
Wnt2 expression was noted (r=0,161, p=0,021).

The Wnt2 expression was detected in 46 cases (22,3%). According to median value,
significant association between Wnt2 expression and tumor grade was observed (p=0,002) -

the expression of this protein was significantly lower in tumors with higher grade.

The E-cadherin expression was detected in 77 cases (37,4%). According to median
value, the expression of this protein was significantly lower in tumors with squamous histology
compared to adenocarcinomas and large cell carcinomas (p=0,001), tumors with higher grade

(p=0,01) and massive pleural invasion (p=0,039).

The expression of B-catenin was analyzed in membraneous, cytoplasmic and nuclear
compartment. The reduced membranous expression of B-catenin was observed in 158 cases
(76,3%). The cytoplasmic expression was found in 72 cases (34,8%). Only in 3 cases (1,4%) B-
catenin was expressed in the nucleus. According to median value, the membranous expression
of B-catenin was significantly associated with tumor grade (p=0,008) — the expression was

lower in tumors with higher grade.
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This study confirmedprognostic significance of well known factorson recurrence free
survival and overall survival: T status (p<0,0001), tumor diameter (p<0,0001), pleural invasion
(p=0,001), N status (p<0,0001) and stage (p<0,0001), The significant association between

overall survival and tumor grade (p<0,023) was also observed.

In the univariate Cox analysis there were no significant associations between survival
(neither RFS nor OS) and Wntl (p=0,183; HR=0,754 and p=0,168; HR=0,735, respectively),
Wnt2(p=0,624; HR=0,881 and p=0,697; HR=0,899), E-cadherin (p=0,604; HR=0,893 and
p=0,107; HR=0,644), cytoplasmic B-catenin expression (p=0,609; HR=0,893 and p=0,7;
HR=0,914), according to median values. E-cadherin expression, analyzed as a continuous
variable,was significantly associated with overall survival (Cox p=0,039; HR=0,996 95%CI 0,993-
1,000). Significant association between recurrence free survival, overall survival and
membranousf-catenin expression was observed (p=0,004; HR=0,419 and p=0,013; HR=0,461,

respectively).

In the multivariate Cox analysis adjusted for clinical and pathological features, no
significant association between recurrence free survival or overall survival and the expression
of analyzed proteins was observed (p>0,05 for all comparisons). The analyzed proteins are not
considered prognostic factors in early lung cancer in Caucasian population and should not be
used as a tool to select the patients with higher risk of recurrence, who may potentially be

candidates for adjuvant therapy.

The activation of the Wnt pathway leads to the stimulation of cancer stem cells
renewal and the induction of chemo- and radioresistance. The development of Wnt inhibitors
to be combined with chemotherapy and radiotherapycould potentially improve the treatment
efficacy through delay or overcoming of resistance mechanisms. For clinical practice it would
be essential to define the predictive factor for this targeted therapy. Present study provides
basic immunohistochemical data on several key proteins of Wnt pathway, serving as
background information for further molecular and functional studies of this pathway in lung

cancer.
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