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WA
WAF1/CIP1
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mt pS3

fosfataza zasadowa-antyfosfataza (alkaline phosphatase-antialkaline
phosphatase)

gen kodujacy cykling D1 (cyclin D1 gene)

drobnokomoérkowy rak ptuca (SCLC - small cell lung cancer)

kwas dezoksyrybonukleinowy (deoxyrybonucleic acid)

gen kodujacy biatko mdm2 (mouse double minute 2 gene)
niedrobnokomérkowy rak ptuca (NSCLC - non-small cell lung cancer)
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peroksydaza-antyperoksydaza (peroxidase-antiperoxidase)

jadrowy antygen proliferacji komorkowej (proliferating cell nuclear
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kwas rybonukleinowy (rybonucleic acid)

informacyjny kwas rybonukleinowy (messenger rybonucleic acid)
nukleotydylotransferaza DNA (terminal deoxynucleotidyltransferase)

metoda wykrywania apoptozy (TdT-mediated deoxyuridine triphos-
phate-digoxygenin nick end-labeling)

wskaznik apoptotyczny (Al — apoptotic index)

gen kodujacy biatko p21VAF"Y (WAF1/CIPI gene, WAF1 — wild-type
pS3-activated fragment 1; CIP1 — cdk interacting protein 1)

wskaznik ekspresji biatka PCNA (PCNA LI — PCNA labeling index)
»dzikie” biatko p53 (wild-type p53)
zmutowane biatko p53 (mutant-type p53)
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1. WSTEP
1.1. Rak pluca

Rak ptuca, z uwagi na wysoka i stale rosnaca liczbe zachorowan oraz nieza-
dowalajace wyniki leczenia, stanowi istotny problem medyczny i spoteczny.
Rokowanie w tym nowotworze praktycznie nie ulegto zmianie w ostatnich dzie-
sigcioleciach. Guz ten w wigkszo$ci rozwinigtych krajow Swiata jest przyczyna
najwyzszej liczby zgondéw spowodowanych nowotworami ztosliwymi [145].
W ostatnich dziesigcioleciach notuje si¢ prawdziwa epidemig¢ zachorowan na
raka ptuca. Dzieje si¢ tak zar6wno w Polsce, jak i w wigkszos$ci rozwinigtych
panstw §wiata. Przyczyna tak dramatycznego wzrostu zachorowan jest obser-
wowana w ostatnich dekadach rosnaca liczba wypalanych papierosow, szczego6l-
nie przez ludzi mtodych a zwtaszcza kobiety [144].

Podziat wszystkich rakéw ptuca na dwie duze grupy: raki drobno - i niedro-
bnokomodrkowe, pozwala wyodrebni¢ chorych o istotnie roznym przebiegu kli-
nicznym, rokowaniu i sposobach leczenia. Raki niedrobnokomoérkowe (NDKRP)
stanowia 75-80% wszystkich rakow ptuca i cechuja si¢ wolniejszym niz rak
drobnokomoérkowy (DKRP) wzrostem oraz nizsza sktonnoscia do tworzenia
przerzutéw odleglych. W efekcie, wyniki leczenia w tej grupie sa nieco lepsze
niz u chorych na DKRP - nowotworu o uogélnionym charakterze juz od poczat-
ku swojego rozwoju [65-67, 164].

Grupe NDKRP tworza raki ptaskonabtonkowe, gruczolakoraki, raki wielko-
komorkowe oraz guzy mieszane. Rak ptaskonablonkowy silniej niz rak gruczo-
lowy zwiazany jest z natlogiem palenia papierosow. Rak gruczotowy, klinicznie
jest nieco bardziej agresywny niz rak ptaskonabtonkowy. Cechami charaktery-
stycznymi gruczolakoraka jest sktonno$¢ do naciekania naczyn oraz tworzenia
odleglych przerzutéw. Pomimo wspomnianych réznic biologicznych pomiedzy
poszczegdlnymi podtypami NDKRP, nowotwory te nie rdznig si¢ zasadniczo
rokowaniem i sa na 0got rozpatrywane tacznie [137, 170]. Z powodu réznorod-
no$ci NDKRP przebieg kliniczny choroby u konkretnego chorego jest czgsto
trudny do przewidzenia [9]. Klasyczne czynniki rokownicze obejmuja stopien
zaawansowania klinicznego nowotworu (oparty na skali TNM), stan kliniczny
chorego w momencie rozpoznania oraz utrat¢ masy ciala. Podstawa leczenia
NDKRP pozostaje resekcja miazszu ptucnego, jednak kwalifikuje si¢ do niego
jedynie 15-25% sposrod ogoétu chorych. Wskazaniem do radykalnego zabiegu
jest nowotwor o zaawansowaniu, ktory nie przekracza stopnia 111 A [144].

Pomimo postgpow w terapii raka ptuca, wyniki leczenia tego nowotworu
poprawiaja si¢ wzglednie wolno. Wiele danych wskazuje, ze lepsze poznanie
cech biologicznych tej grupy nowotworéw mogltoby stanowi¢ element pomocny
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w opracowaniu nowych strategii leczniczych [60, 107, 112, 156]. Wydaje si¢, ze
wyodrebnienie nowych czynnikéw rokowniczych oraz predykcyjnych, okresla-
jacych wrazliwo$¢ nowotworu na poszczegolne leki cytostatyczne lub napromie-
nianie, pozwolitoby wyodrebni¢ grupy chorych, u ktérych metody te mogloby
przynie$¢ najwyzsza korzy$¢ kliniczna. Do markeréow biologicznych stwarzaja-
cych najwigksze nadzieje w tym zakresie naleza zaburzenia molekularne genow,
ktore koduja biatka uczestniczace w regulacji cyklu komérkowego [12, 77, 164].

1.2. Cykl komoérkowy

Podstawowym warunkiem wzrostu tkanki jest zdolnos¢ komorek do dziele-
nia si¢. Cykl komorkowy komorki somatycznej sklada sie z kolejno nastgpuja-
cych po sobie faz: M, Gy/Gy, S oraz G,. Podczas fazy M — mitozy (mitosis), do-
chodzi do podziatu i powstania dwoch komorek potomnych. Po podziale komor-
ki macierzystej, nowo powstate komorki przechodza w faze Gy badz G,. Wejscie
komérki w faze G; umozliwia jej dalsze podziaty zwigzane z biosynteza DNA.
Komorki nie zaangazowane w biosyntezg DNA znajduja si¢ w fazie Gy [97].
Podczas fazy przerwy pomitotycznej G; (gap) komorka przygotowuje si¢ do
replikacji DNA, natomiast podczas fazy S (syntesis), dochodzi do syntezy DNA
oraz podwojenia sig jego ilosci. Faza G, bezposrednio poprzedza podziat komor-
ki. W przypadku uszkodzenia nici DNA faza G; cyklu komorkowego ulega wy-
dluzeniu, stwarzajac w przypadku niewielkiego defektu mozliwo$¢ naprawy
uszkodzonych fragmentow. Gdy uszkodzenie materiatu genetycznego jest zbyt
duze, dochodzi do aktywacji procesu programowanej $mierci komorki [158].

1.3. Apoptoza

Apoptoza jest fizjologiczng forma $mierci komorek, podczas ktorej elimino-
wane sa komorki zuzyte lub uszkodzone. Proces ten, regulujac liczbe komorek,
jest niezwykle istotny w utrzymaniu homeostazy tkankowej oraz poprzez usu-
wanie komorek potencjalnie niebezpiecznych (w tym nowotworowych czy zaka-
zonych przez wirusy) w zwalczaniu wielu chorob [51]. Apoptoza nazywana jest
roOwniez programowana $miercia komorki, poniewaz jej wystapienie jest Scisle
uwarunkowane genetycznie.

W regulacje apoptozy zaangazowanych jest wiele gendw, szczegdlnie gen
P53, BCL2 oraz BAX. Biatko p53 wraz z zaleznym od niego biatkiem bax akty-
wuje apoptozg, natomiast biatko bcl-2 hamuje proces samobojczej $mierci ko-
morki [51]. Aktywacja genow kontrolujacych apoptoze moze nastgpowac pod
wptywem czynnikdéw wewnatrz- i zewnatrzkomérkowych (m.in. hormondw,
czynnikdbw wzrostu czy jonow) (rycina 1). Prawidtowa regulacja umozliwia
utrzymanie rownowagi pomigdzy namnazaniem si¢ komorek oraz ich obumiera-
niem. Zaburzenia procesu apoptozy wystepuja w wielu schorzeniach m.in.
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w chorobie Alzheimera, Parkinsona, w zakazeniu wirusem HIV, chorobach auto-
immunologicznych czy rozrostowych [8, 51].

Proces apoptozy sktada si¢ z trzech kolejno nastgpujacych po sobie faz
obejmujacych inicjacjg, fazg efektorowa oraz degradacjg. Podczas inicjacji ko-
moérka otrzymuje sygnal zaczynajacy proces programowanej $mierci komorki.
W fazie efektorowej dochodzi m.in. do depolaryzacji btony mitochondrialnej
a proces jest jeszcze odwracalny. W fazie degradacji, po osiagnigciu punktu bez
odwrotu, komorka ulega zniszczeniu [95, 96] (ryc. 1).

aktywacja
e s
brak endonukleaz
czynnikow
wzrost \
Zmiany na

\ sygnal aktywacja powierzchni R
smierei kaspaz bleny fagocytoza

/ ‘ komérkowej

uszkodzenie

DNA reorganizacja
zaburzenia cytoszkieletu
metabolizmn
lub cyklu
komarkowego

Ryc. 1. Apoptoza.
Fig. 1. Apoptosis.

Druga obok apoptozy forma $mierci komorki jest martwica - proces patolo-
giczny i rdzniacy si¢ zasadniczo od apoptozy. Podstawowe rozbieznos$ci dotycza
etiologii martwicy, poniewaz jest ona zawsze zwigzana z powaznym chemicz-
nym lub fizycznym uszkodzeniem komorek przez czynniki zewnetrzne takie, jak
urazy, niedotlenienie czy zatrucia. Czynnikami wywolujacymi proces apoptozy
sa natomiast cytokiny, badz zaburzenia hormonalne (np. niedobér hormonu
wzrostu). Martwica dotyczy wigkszej liczby komodrek oraz wywoluje odczyn
zapalny w otaczajacych tkankach. Apoptoza dotyczy pojedynczych komorek,
ktoére nie traca integralnosci bton komoérkowych, a co za tym idzie, nie powoduja
odczynu zapalnego [80, 195].

Podczas procesu apoptozy dochodzi do obkurczania si¢ jadra komoérkowego,
zageszczenia chromatyny jadrowej oraz powstania cialek apoptotycznych,
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zawierajacych zageszczona chromatyne oraz niezmienione organella komoérko-
we. Cialka te sa fagocytowane przez sasiednie komorki tej samej tkanki lub
przez komorki zerne. Charakterystyczne zmiany morfologiczne podczas apopto-
zy sa wynikiem fragmentacji chromatyny w wyniku aktywacji endonukleaz.
Enzymy te degraduja ni¢ DNA na fragmenty, poczatkowo o wielkos$ci od 300 do
50 000 par zasad (ktére prawdopodobnie odpowiadaja domenom chromatyny),
a nastgpnie na mniejsze fragmenty od 180 do 200 par zasad [195].

Morfologiczne cechy apoptozy (zmniejszenie objetosci komorki, kondensa-
cje chromatyny jadrowej, fragmentacje jadra, a nawet catej komorki na mniejsze
ciatka apoptotyczne) mozna rozpozna¢ w mikroskopie elektronowym. Wigksze
fragmenty DNA (od 300 do 50 000 par zasad) mozna uwidoczni¢ stosujac elek-
troforeze pulsacyjna, natomiast mniejsze (od 180 do 200 par zasad) - za pomoca
elektroforezy DNA na zelu agarozowym. Dodatkowo, mniejsze fragmenty DNA
maja wolne konce 3°-OH, ktére mozna wykry¢ za pomoca technik immunocyto-
chemicznych (in situ nick end-labeling). Najczgsciej stosuje si¢ metode polega-
jaca na przylaczeniu znakowanych nukleotydow do koncow 3°-OH fragmentow
DNA (reakcja TUNEL - TdT-mediated deoxyuridine triphosphate-digoxygenin
nick end-labeling) [80, 195].

Komorki nowotworowe moga ulega¢ apoptozie — zardwno spontanicznej, jak
i indukowanej. Apoptoza komorek nowotworowych ma duze znaczenie terapeu-
tyczne, bowiem wiele stosowanych lekow przeciwnowotworowych ja aktywuje.
Z drugiej strony zaburzenia procesu apoptozy moga w niektorych przypadkach
powodowa¢ opornos¢ komoérek nowotworowych na stosowane leczenie [51].
Rokownicze i predykcyjne znaczenie odsetka komoérek nowotworowych w gu-
zie, ktére ulegly apoptozie, pozostaje w NDKRP zagadnieniem nierozstrzygnie-
tym [29, 100, 110, 120, 150, 179].

1.4. Zaburzenia genetyczne w komérkach
nowotworowych

W dotychczasowych badaniach wykazano, ze w komodrkach nowotworo-
wych wystepuje szereg zaburzen molekularnych i cytogenetycznych [58]. Zabu-
rzenia genetyczne prowadzace do powstania nowotworu dotycza zasadniczo
trzech podstawowych grup genow: protoonkogendéw, genéw supresorowych oraz
gendéw mutatorowych. Protoonkogeny, zwane inaczej genami proliferacyjnymi,
koduja biatka uczestniczace w inicjowaniu i pobudzaniu podzialu komorkowego.
W prawidlowych komorkach kontroluja one procesy wzrostu i réznicowania.
Geny supresorowe uczestnicza w regulacji cyklu komorkowego. Ich rola polega
przede wszystkim na zapobieganiu przekazywania zaburzen genetycznych ko-
moérkom potomnym. Geny mutatorowe koduja biatka zdolne do rozpoznawania,
naprawy lub wycigcia uszkodzonego fragmentu nici DNA [97].
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1.5. Biatko p53

Jednym z najlepiej poznanych zaburzen genetycznych w raku ptuca sa zabu-
rzenia funkcji genu supresorowego P53. Gen ten, zlokalizowany na chromoso-
mie 17pl13.1, odpowiedzialny jest za utrzymanie integralnosci genomu i stad
nazywany jest jego ,.straznikiem”. Zasadnicza funkcja P53 wiaze si¢ z zapobie-
ganiem przekazywania zaburzen genetycznych komoérkom potomnym poprzez
wydtuzenie fazy G; cyklu komorkowego, co umozliwia naprawe uszkodzonych
fragmentow nici DNA (rycina 2). Jezeli uszkodzenie materiatu genetycznego jest
zbyt duze, gen ten uruchamia proces apoptozy [165]. Mutacje genu P53
moga umozliwia¢ z jednej strony przekazywanie komodrkom potomnym
uszkodzonych fragmentéow DNA oraz z drugiej - powstanie komorki ,,niesmier-
telnej” [117].

/ Cyklina D/cdk4/6 I
Cyklina A, E/cdk2 .
3 zahamowanie G.
WAF1/CIP1 2
p2l PCNA G, arrest

/

replication inhibition
zahamowanie G,
G, arrest

Faza 8 / apoptoza
S phase/apoptosis

Ryc. 2. Funkcja genu P53.
Fig. 2. P53 gene function.

Produktem genu P53 jest biatko p53 o masie czasteczkowej 53 kDa. Uczest-
niczy ono w regulacji transkrypcji genow oraz cyklu komorkowego, syntezie
i naprawie nici DNA, procesie réznicowania si¢ komorek, apoptozie a takze
angiogenezie [52, 54, 56, 120]. Ilos¢ biatka p53 zwigksza si¢ w jadrze komor-
kowym w sytuacji szeroko rozumianego ,,stresu” komorkowego, spowodowane-
go m.in. uszkodzeniem nici DNA, szokiem termicznym, niedotlenieniem,
uszkodzeniem oksydacyjnym, zmianami metabolicznymi lub aktywacja onkoge-
now [149].
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Istnieja dwie formy biatka p53. Pierwsza z nich jest biatko prawidtowe,
okreslane najczesciej jako ,,dzikie” (wild-type p53), a druga — produkt zmutowa-
nego genu P53 (mutant-type p53), pozbawione swojej funkcji supresorowe;.
Poza mutacjami genu P53, przyczyna unieczynnienia biatka p53 moze by¢ takze
tworzenie nieaktywnych komplekséw z innymi biatkami np. z biatkiem mdm2
(rycina 3) [110, 126-129, 147]. Do utraty funkcji supresorowej moze dojs¢ réw-
niez w wyniku przeniesienia biatka p53 z jadra komoérkowego do cytoplazmy
oraz wskutek jego degradacji pod wptywem niektérych wirusow [58, 128, 149].

uszkodzenie DNA
= DNA damage

kompleks p53/mdm2
P53 3mdm2 protein complex

Ryc. 3. Petla sprzg¢zenia zwrotnego pomigdzy biatkiem mdm?2 i p53.
Fig. 3. Auto-regulatory feedback loop between mdm?2 and p53 protein.

Mutacje genu P53 typu ,,missense” powoduja stabilizacj¢ biatka p53 i jego
nagromadzenie si¢ w jadrze komorkowym [57, 59]. ,,Dzikie” biatko p53 (wt p53)
charakteryzuje si¢ bardzo krotkim okresem poéltrwania i z tego powodu w bada-
niach immunohistochemicznych nie stwierdza si¢ jego obecnosci. Z kolei biatko
zmutowane (mt¢ p53), w zwiazku z wydtuzonym okresem pottrwania, jest wy-
krywane za pomoca tej metody [59].

Pomimo bogatego pismiennictwa, rokownicze znaczenie obecnosci biatka
p53 w komoérkach NDKRP nadal pozostaje przedmiotem kontrowersji [125,
164]. W poszczegdlnych badaniach zaburzenie to wiazalo si¢ z gorszym [19, 37,
40, 65] Iub lepszym rokowaniem [102, 183], albo nie mialo wplywu na czas
przezycia [7, 46, 53, 146, 189].
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1.6. Biatko PCNA

Znaczacy udziat biatka p53 w regulacji cyklu komorkowego, spowodowat
rozpoczecie poszukiwan innych biatek zaangazowanych w proliferacje komor-
kowa, ktorych funkcja wiazataby si¢ z biatkiem p53. Jednym z nich jest biatko
PCNA (proliferating cell nuclear antygen) [37, 40, 42]. Czasteczka ta, nazywana
rowniez cykling lub biatkiem pomocniczym dla DNA polimerazy & [14] oraz
DNA polimerazy € [44, 131], jest proteing o masie czasteczkowej 36 kDa, Scisle
zwiazang z replikacja DNA oraz proliferacja komorkowa [14, 44]. Stezenie bial-
ka PCNA ro$nie w koncowym okresie fazy G, cyklu komérkowego, osiaga swo-
ja maksymalna wartos¢ w fazie S, a nastgpnie obniza si¢ podczas fazy G,, cal-
kowicie zanikajac podczas mitozy lub w komorkach, ktore znajduja si¢ w fazie
Gy [9, 14, 44, 158]. Jadrowa ekspresj¢ biatka PCNA stwierdzono w wielu guzach
nowotworowych, w tym w NDKRP [44, 178]. Odkad biatko PCNA zostato
uznane za wskaznik proliferacji komoérkowej, jego obecno$¢ wiazana jest
z wigksza agresywnoscia guza nowotworowego [44, 140, 178]. W niektorych
badaniach obejmujacych rézne typy nowotwordéw ztosliwych, wykazano nieko-
rzystny wplyw wystepowania biatka PCNA w komorkach nowotworu na czas
przezycia chorych [9, 40, 44, 49, 140]. Sugeruje sig, ze ,,dzikie” biatko p53 po-
siada zdolnos$¢ wybidrczego obnizania stezenia mRNA dla PCNA oraz w konse-
kwencji biatka PCNA, podczas gdy zmutowane biatko p53 aktywuje bezposred-
nio powstawanie PCNA [131]. Pomimo licznych doniesien dotyczacych nagro-
madzenia biatka PCNA w komorkach NDKRP, niektore aspekty klinicznego
znaczenia tego zjawiska nie zostaty rozstrzygnigte. Dyskusyjny pozostaje zwia-
zek pomigdzy ekspresja biatka PCNA oraz p53, jak rowniez znaczenie rokowni-
cze obu bialek, zwlaszcza analizowanych tacznie.

1.7. Biatko pRb

Gen RB (Retinoblastoma) jest genem supresorowym, ktory pierwotnie zostat
zidentyfikowany jako uczestniczacy w rozwoju genetycznie uwarunkowanego
nowotworu ztosliwego — siatkowczaka. Knudson w teorii ,,dwdch uderzen” (two
hits) twierdzil, ze do rozwoju dziedzicznej formy siatkowczaka potrzebne sa
dwie, nastgpujace po sobie mutacje (,,uderzenia”), unieczynniajace oba allele
genu predysponujacego do rozwoju tego nowotworu. Pierwsza mutacja genu RB
nastgpuje w komodrkach rozrodczych (mutacja germinalna), druga natomiast
dokonuje si¢ w komorkach siatkowki podczas zycia osobniczego (mutacja soma-
tyczna) [88].

Najczestszymi rodzajami mutacji genu RB sa delecje lub mutacje typu mis-
sense, skutkujace powstaniem, badz skroconego i niefunkcjonalnego biatka pRb,
badz catkowitym jego brakiem [74]. Najbardziej czula metoda oceniajaca unie-
czynnienie genu RB pozostaje immunohistochemiczne oznaczenie obecnosci
biatka pRb [189].
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Biatko pRb wystgpuje w komorce w dwoch postaciach. W fazie Gy oraz na
poczatku fazy G, biatko pRb pozostaje nieufosforylowane. Na granicy faz G; i S
biatko pRb ulega fosforylacji i pozostaje w takiej postaci poprzez fazg S az
do konca fazy G, i poczatku mitozy, aby pod jej koniec ulec defosforylacji (ryci-
na 4) [159]. W sytuacji uszkodzenia materialu genetycznego, nieufosforylowane
biatko pRb powoduje zatrzymanie komoérki w fazie G;, umozliwiajac naprawe
uszkodzonych fragmentow nici DNA przed wejsciem komorki w faze S oraz
zatrzymujac replikacje uszkodzonego fragmentu DNA [149]. Fosforylacja biatka
pRb odbywa sig przy udziale zaleznych od cyklin kinaz (cdk4/6). Ufosforylowa-
na postac biatka pRb nie posiada juz zdolnosci zatrzymania cyklu komérkowego
w fazie G;, pozwala natomiast naprawionej komoérce na przej$cie w kolejna faze
cyklu [23].

Ryc. 4. Fosforylacja biatka pRb podczas cyklu komérkowego.
Fig. 4. pRb protein phosphorylation during cell cycle.

Istnieje $cisty zwiazek pomiedzy funkcja gendéw RB i P53. W wyniku
uszkodzenia nici DNA, biatko p53 ulega stabilizacji i inicjuje transkrypcj¢ genu
WAF1/CIPI oraz translacje biatka p21™V*"/“™' [104]. Jedna z konsekwencji ak-
tywacji biatka p21V*"/“"! jest zahamowanie kompleksu cdk4/6, inaktywacja
fosforylacji biatka pRb oraz nagromadzenie sig jego nieufosforylowanej postaci.
Modulacja genu RB przez gen P53, moze odgrywac kluczowa role w podejmo-
waniu przez komorke wyboru pomiedzy kontynuacja lub zatrzymaniem cyklu
komoérkowego [134].
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Utrata funkcji przez zmutowany gen RB moze indukowaé samobojcza
$mier¢ komorki [161]. Wedlug niektorych autorow, indukcja apoptozy przez
uszkodzony gen RB odbywa sig¢ niezaleznie od tego, czy gen P53 jest czynny,
czy uszkodzony [161]. Jakkolwiek, w komorkach siatkowki transgenicznych
myszy, ktore utracity funkcjonalny gen RB, apoptoza byta aktywowana, nato-
miast w tych samych komorkach przy rownoczesnej inaktywacji genu P53 do-
chodzito do zahamowania apoptozy i rozwoju siatkowczaka [75, 142].

Kliniczne znaczenie zaburzen funkcji genu RB w NDKRP pozostaje nieroz-
strzygnigte [4, 83, 154, 157, 164]. Dodatkowo, nie ustalono jednoznacznie kore-
lacji pomigdzy wspotwystepowaniem biatek pRb i pS3 w komérkach NDKRP
[52, 72, 94,102, 111, 125, 130, 189, 191], natomiast zwiazek pomiedzy ekspre-
sja p53/pRb a apoptoza nie byt dotychczas badany w NDKRP.

1.8. Biatko mdm2

Gen MDM?2 (MDM?2- mouse double minute; HMDZ2 — human double minute)
zlokalizowany u cztowieka na chromosomie 12q13-14 jest protoonkogenem.
Jego pronowotworowy wplyw realizowany jest gldéwnie poprzez zwigkszone
wytwarzanie kodowanego przez niego biatka. Do nagromadzenia si¢ biatka
mdm?2 moze doj$¢ na drodze trzech zasadniczych mechanizmoéw: amplifikacji
genu MDM?2, jego zwigkszonej transkrypcji (wzrostu MDM2mRNA) oraz
zwigkszonej translacji [185].

Amplifikacje genu MDM?2 i zwickszona ilo§¢ jego biatkowego produktu
stwierdzono w wielu nowotworach, m. in. w mig¢sakach tkanek migkkich [139],
migsakach kosci [99], glejakach wielopostaciowych [153] i raku piersi [113].
W przypadku NDKRP doniesienia oceniajace czgstos¢ amplifikacji genu MDM?2
sa nieliczne [33, 70, 114]. Dotychczasowy stan wiedzy nie pozwala na jedno-
znaczne okreslenie wartosci rokowniczej tego zjawiska u chorych na NDKRP.
Wydaje si¢ jednak, ze amplifikacja genu MDM?2 moze wiazaé si¢ z gorszym
rokowaniem w tej grupie chorych [33].

Mdm? jest onkoproteing o masie czasteczkowej 90 kDa, odgrywajaca zasad-
nicza role w procesie regulacji biatka p53. W ,,zdrowych” komodrkach biatko
mdm?2 zwiazane jest z biatkiem p53, tworzac z nim ,,nieczynny” kompleks [104].
Oba biatka w warunkach fizjologicznych wystgpuja w bardzo matych ilosciach,
i nie wptywaja zasadniczo na przebieg cyklu komoérkowego [147, 196]. W przy-
padku ,,braku zapotrzebowania” na biatko p53 kompleks mdm2-p53 ulega de-
gradacji. W sytuacji ,,stresu komérkowego” kompleks mdm2-p53 ulega rozpa-
dowi, uwalniajac aktywne biatko p53, ktore uczestniczy w regulacji cyklu ko-
moérkowego [47].

Gdy ,,zdrowa” komorka znajduje si¢ w sytuacji ,,stresu”, a jej uszkodzenie
nie jest duze i jest odwracalne, zwigkszona ilos¢ biatka p53 powoduje z jednej
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strony pobudzenie aktywnos$ci bialek uczestniczacych w ujemnej regulacji cyklu
komoérkowego (np. p21™VA*VPY) z drugiej - aktywacje genu MDM? i powstawanie
zwigkszonej ilosci biatka mdm?2. Biatka regulatorowe powoduja zatrzymanie
cyklu komoérkowego, co umozliwia naprawe nici DNA [63, 147]. Rownoczesnie,
biatko mdm2 w petli sprz¢zenia zwrotnego hamuje czynnos¢ i reguluje ilo$é
biatka p53, prowadzac do powrotu komorki do cyklu podziatowego (ryc. 3) [47,
63, 128, 129, 147, 196]. Gdy uszkodzenie komorki jest nicodwracalne, gen P53,
przy udziale biatka bax kieruje ja na droge samobodjczej $mierci — apoptozy.
W tej sytuacji komérka wymyka si¢ z petli sprz¢zenia zwrotnego p53-mdm2
i nawet wysoki wzrost stezenia biatka mdm2 nie jest w stanie utrzymac jej
w cyklu komérkowym [63, 196].

Zmutowane biatko p53 nie posiada zdolnosci aktywacji biatka p21“AF/I!

przez co traci funkcj¢ biatka supresorowego. Wedtug niektorych autorow mi p53
traci rowniez mozliwo$¢ aktywacji genu MDM?2, wedhug innych natomiast nadal
pobudza powstawanie biatka mdm?2, co powoduje przekazywanie uszkodzen
komoérkom potomnym i moze przyczyniaé si¢ do powstawania komorek nowo-
tworowych [196]. Dodatkowo, zmutowane biatko p53 moze pobudza¢ prolifera-
cje komodrkowa poprzez aktywacje transkrypcji biatka PCNA [131]. Zjawisko to
stanowi kolejna mozliwo$¢ uczestniczenia mt p53 w procesie onkogenezy.
Z drugiej strony, biatko mdm?2 posiada zdolno$¢ wiazania zaréwno ,,dzikiej”, jak
i zmutowanej formy biatka p53 [110, 128, 129].

b

Wielu autoréw wysuwa hipoteza o ,,wspotgrze” fenotypow (the gain of func-
tion) pomigdzy biatkami mdm?2 i p53. Identyfikacja interakcji pomigdzy biat-
kiem mdm?2 a pRb, ustalita $cisty zwiazek pomiedzy dwoma najlepiej poznany-
mi genami supresorowymi RB oraz P53 [187]. Badania potrdjnego kompleksu
biatkowego pRb-mdm2-p53 potwierdzily, ze oba geny supresorowe uczestnicza
w regulacji apoptozy, indukowanej przez gen P53 [194]. Biatko pRb hamujac
biatko mdm2, powoduje zwigkszenie ilosci biatka p53 w komorce i1 przez to
moze powodowac¢ indukcje apoptozy [76, 194].

Niewiele wiadomo na temat oceny wspotwystgpowania biatka mdm2, p53
oraz pRb w komoérkach NDKRP. W pismiennictwie $wiatowym prace na temat
lacznej analizy apoptozy oraz biatek p53, mdm2 i pRb w komoérkach nowotwo-
rowych sg nieliczne [35]. Rokownicze znaczenie wystgpowania biatka mdm2
w komodrkach NDKRP, rozpatrywanego pojedynczo lub tacznie z biatkiem p53
i pRb, pozostaje kwestia nierozstrzygnigta.

1.9. Biatko p21WAFYCIP1

Gen WAFI1/CIP1 (WAF1 — wild-type p53-activated fragment 1; CIPI — cdk
interacting protein 1) zlokalizowany na chromosomie 6p21.2, koduje biatko o
masie czasteczkowej 21 kDa. p21™VA"“! indukowane jest przez ,,dzika” forme
biatka p53 i uczestniczy w zahamowaniu cyklu komérkowego pomigdzy fazami
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G/S (rycina 5) [39]. p21VAFV“"™! inaktywujac kinazy zalezne od cyklin (cdk),
powoduje zatrzymanie fosforylacji biatka pRb [27]. Biatko p21™**“™' zaanga-
zowane jest w regulacje naprawy DNA, natomiast poprzez wplyw na biatko
PCNA, blokuje replikacje DNA [105]. p21™AFV™! yczestniczy dodatkowo w
procesie regulacji r6znicowania komorek [109] oraz w zahamowaniu apoptozy
[148, 155]. Ze wzgledu na zaangazowanie w zahamowanie apoptozy gen
WAF1/CIP1 moze prawdopodobnie odgrywa¢ rolg, zarbwno genu supresorowe-
g0, jak i protoonkogenu [143, 155].

uszkodzenie DNA
DNA damage
™ wt-p53
T cyklina D1 Tp21warvcrrl

SR
[ E2r | o

G, faza S
zahamowanie G,

T arrest & Biphie

Ryc. 5. Rola biatka p21VA*Y“™! graz cykliny D1 w regulacji cyklu komorkowego.
Fig. 5. p21" P! and cyelin D1 role in cell cycle regulation.

Po uszkodzeniu DNA, p53-zalezna indukcja biatka p21“A*"“' powoduje
zatrzymanie cyklu komodrkowego [39]. W komorkach, ktoére utracity ,,dzika”
forme biatka p53 lub zawieraja jego zmutowana posta¢, ilos¢ biatka p21WVAF/CIP!
jest bardzo niska albo jest ono catkowicie nieobecne. Brak biatka p21WVAF/CIP!
przy rownoczesnym braku funkcjonalnego biatka p53 moze spowodowac przej-
$cie komorki do fazy S, bez zatrzymania w fazie G,, pomimo uszkodzenia nici
DNA. W konsekwencji moze dojs¢ do niestabilno$ci genetycznej komorki oraz
indukcji onkogenezy [118]. Z drugiej strony, biatko p21VA*"“™ moze w réznych
sytuacjach dziata¢ niezaleznie od p53 [123], np. podczas fizjologicznego rozwo-
ju tkanek czy roznicowania komorek [109].
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Kliniczne znaczenie wystepowania biatka p21VAF'“™ w  komorkach
NDKRP pozostaje tematem kontrowersji [91, 157, 163, 164]. Dodatkowo, nie-
wiele jest prac dotyczacych oceny wspotwystepowania biatka p21"VAF/CP! 7
zostalymi biatkami zaangazowanymi w regulacj¢ cyklu komorkowego (m.in.
p53, pRb, mdm2, PCNA) oraz na temat tacznej analizy wystgpowania biatka
p21 VARV procesu apoptozy.

1.10. Cyklina D1

Gen CCNDI (cyclin D1) zlokalizowany na chromosomie 11q13, jest proto-
onkogenem kodujacym cykling D1, biatko o masie czasteczkowej 45 kD. Cykli-
na D1 nalezy do rodziny cyklin G1 zaangazowanych w regulacje fazy G,/S cyklu
komoérkowego (ryc. 5) [3]. Cyklina D1 pobudza proliferacje komorkowa poprzez
tworzenie komplekséw z zaleznymi od cyklin kinazami cdk4 i cdk6 oraz fosfo-
rylacje biatka pRb [160]. W badaniach in vivo oraz in vitro wykazano, ze cyklina
D1 wiaze sig z biatkiem pRb [159]. Jej nagromadzenie wystgpujace w komor-
kach z obecnoscia biatka pRb, moze gwaltownie pobudzac jego fosforylacjg oraz
powodowac skrocenie fazy G, cyklu komorkowego. Z drugiej strony, brak cy-
kliny D1 prowadzi do wydluzenia fazy G, poprzez ograniczenie fosforylacji
biatka pRb. Mozna zatem uznaé, ze rola cykliny D1 w regulacji cyklu komoérko-
wego Scisle zalezy od biatka pRb [159].

Niektorzy autorzy uwazaja, ze ocena wystgpowania cykliny D1 w komorce
moze by¢ pomocna w odroéznieniu czy znajduje si¢ ona w fazie Gy czy G; cyklu
komoérkowego [158]. Cyklina ta jest zaangazowana w regulacje prawidtowo
przebiegajacego cyklu komoérkowego, natomiast poprzez amplifikacje genu
CCNDI i/lub nadekspresje cykliny D1, moze ona uczestniczy¢ w transformacji
nowotworowej [25].

Zwigkszona ekspresja cykliny D1, obserwowana w wielu typach nowotwo-
row, moze wynika¢ z amplifikacji genu CCND/ kodujacego to biatko [87] oraz
ze zwigkszenia jej stabilnosci (wynikajacej z klonalnej rearanzacji genu CCND1)
[197]. Zwigkszona ekspresje¢ cykliny D1 i/lub amplifikacj¢ genu CCND] stwier-
dzono m.in. w nowotworach przetyku, nowotworach okolicy glowy i szyi, raku
piersi oraz pierwotnym raku watroby [3, 87, 133, 136]. W NDKRP stwierdzono
zalezno$¢ pomigdzy amplifikacja genu kodujacego cykling D1, a jej nagroma-
dzeniem si¢ w komorkach nowotworowych [116]. Dodatkowo, amplifikacja
genu CCNDI wiazata si¢ z gorszym rokowaniem w grupie chorych z NDKRP
[116]. Wydaje sig, ze nadekspresja cykliny D1 moze rowniez mie¢ udzial w pa-
togenezie NDKRP [11, 17,98, 119].

Kliniczne znaczenie zaburzen ekspresji cykliny D1 w komoérkach NDKRP
pozostaje nierozstrzygnigte. W czg$ci badan nadekspresja cykliny D1 wiazata sig
z gorszym [136], w innych - z lepszym rokowaniem [11] lub nie miata znaczenia
rokowniczego [13, 116, 157]. Ponadto brak jest prac na temat tacznej oceny
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ekspresji cykliny D1 oraz innych biatek uczestniczacych w regulacji cyklu ko-
moérkowego 1 apoptozy w komorkach NDKRP.

1.11. Podsumowanie

Zaburzenia funkcji genéw supresorowych (P53, RB, WAF1/CIP1) oraz ak-
tywacja protoonkogenow (MDM?2, CCNDI), poprzez deregulacjg¢ cyklu komor-
kowego oraz procesu apoptozy, moze prowadzi¢ do rozwoju nowotworu ztosli-
wego [85, 167]. Biatko p53 aktywuje apoptoze w odpowiedzi na uszkodzenie
komorki [104]. Aktywnos¢ proapoptotyczna biatka p53 moze zosta¢ inaktywo-
wana przez biatko mdm?2 [127, 147, 149]. Interakcja bialek mdm2-pRb (biatko
pRb hamuje biatko mdm?2) wskazuje na $cisla zalezno$¢ pomiedzy dwoma ge-
nami supresorowymi P53 i RB w regulacji apoptozy indukowanej przez biatko
p53 [76, 194]. Czes¢ autordw sugeruje, ze gen RB (poza rola proapoptotyczna)
moze petni¢ rowniez funkcje genu antyapoptotycznego [161]. Z drugiej strony
p53-zalezne pobudzenie biatka p21VAF"“""! powoduje zatrzymanie cyklu komor-
kowego w fazie G, [39, 105], natomiast nie pobudza apoptozy [39]. W bada-
niach in vitro wykazano, ze biatko p21™**"“™ hamuje apoptoze [155]. Zaburze-
nia dotyczace kazdego z powyzszych bialek wplywaja niezaleznie na proces
apoptozy, uposledzajac w ten sposob naturalne mechanizmy ochronne organi-
zmu.

W dostgpnym pismiennictwie $wiatowym brak jest badan oceniajacych
kompleksowo zaburzenia regulacji cyklu komérkowego oraz procesu apoptozy
w komoérkach NDKRP. Wigkszos$¢ prac dotyczy oceny jedynie fragmentu ztozo-
nego procesu i obejmuje nieliczny materiat kliniczny. W konsekwencji wyniki
tych prac sa trudne do poréwnania. Z tego wzgledu podjecie badan komplekso-
wo obejmujacych problem zaburzen ekspresji bialek zaangazowanych w regula-
cje cyklu komodrkowego oraz procesu apoptozy w licznej i jednorodnej grupie
chorych z NDKRP wydaje si¢ uzasadnione. Wedtug wiedzy autorki rozprawy,
jest to jedna z pierwszych analiz obejmujacych to zagadnienie kompleksowo na
stosunkowo duzym materiale klinicznym. Praca ta stanowi uzupehnienie i lo-
giczna kontynuacje wczesniejszych badan autorki [30-35], stwarzajac szansg
poszerzenia wiedzy na temat biologii NDKRP oraz rozstrzygnigcia istotnego
zagadnienia naukowego.
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2.

CELE PODJETYCH BADAN

Celem podjetych badan byta:

ocena wskaznika apoptotycznego, wskaznika ekspresji PCNA oraz
wystepowania biatek p53, pRb, mdm?2, p21VAFYCl i cykliny DI
w komorkach niedrobnokomoérkowego raka ptuca,

ocena zalezno$ci pomigdzy wskaznikiem apoptotycznym, wskazni-
kiem ekspresji PCNA oraz obecno$cia biatek p53, pRb, mdm?2,
p2 1 WAFVEPL § cykliny D1 w komorkach niedrobnokomoérkowego raka
ptuca,

okreslenie zalezno$ci pomigdzy analizowanymi parametrami (wskaz-
nikiem apoptotycznym, wskaznikiem ekspresji PCNA, obecnos$cia
biatek p53, pRb, mdm2, p21 VAPV § ¢ykliny D1) a cechami klinicz-
nymi i demograficznymi badanej grupy chorych,

okreslenie warto$ci rokowniczej wskaznika apoptotycznego, wskazni-
ka ekspresji PCNA oraz obecnosci bialek p53, pRb, mdm?2,
p2 1 WAFVEIPL 5 evkliny D1 (analizowanych pojedynczo oraz lacznie)
u chorych na niedrobnokomoérkowego raka ptuca.
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3. MATERIAL

Material do badan stanowity probki tkanek NDKRP uzyskane podczas re-
sekcji miazszu plucnego od 203 chorych, operowanych w Klinice Chirurgii
Klatki Piersiowej, Akademii Medycznej w Gdansku w latach 1996-2005. W gru-
pie tej w 170 przypadkach oceniono wskaznik apoptotyczny, w 203 obecnosé
biatka p53 i pRb, w 125 obecno$¢ biatka PCNA, w 197 bialka mdm?2, natomiast
w 194 przypadkach obecno$é biatka p21™VA™“™! oraz cykliny D1. Z uwagi na
fakt, Ze niniejsza rozprawa stanowi kontynuacje kilku badan oraz ze wzgledu na
ograniczona dostgpno$¢ materiatu biologicznego, wymienione grupy w czesci
przypadkow stanowily odrgbne populacje chorych. W 115 przypadkach dokona-
no tacznej oceny wszystkich badanych parametrow. Na przeprowadzenie badan
uzyskano zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych
przy AMG.

Oceng wyzej wymienionych parametrow przeprowadzono w tkankach nowo-
tworowych utrwalonych w formalinie, przechowywanych w postaci bloczkoéw
parafinowych. Zaden z operowanych chorych nie otrzymat leczenia przeciwno-
wotworowego przed zabiegiem operacyjnym. Po operacji 53 chorych (26%)
leczonych byto radioterapia, w tym 23 (11%) otrzymalo radioterapig uzupetnia-
jaca, natomiast 30 chorych (15%) leczonych byto z powodu nawrotu choroby.
Baza danych obejmowata nastepujace informacje: imig i nazwisko chorego, date
urodzenia, pte¢, wiek w chwili leczenia operacyjnego, obecnos¢ lub brak natogu
palenia papieroséw, rozpoznanie histopatologiczne nowotworu, stopien jego
zréznicowania, oceng stopnia zaawansowania klinicznego (w skali pTNM), date
i doszczetno$¢ zabiegu operacyjnego, czas do nawrotu choroby oraz rodzaj
wznowy, date ostatniej obserwacji lub date zgonu, wartos¢ wskaznika apopto-
tycznego, wskaznika ekspresji PCNA oraz oceng wystepowania biatek p53, pRb,
mdm2, p21VAF"! oraz cykliny DI.

Badana grupa obejmowata 203 chorych, 155 mgzczyzn (76%) oraz 48 kobiet
(24%). Sredni wiek chorych w momencie zabiegu operacyjnego wynosit 60 lat
(zakres od 39 do 78 lat). U 20 chorych po zabiegu operacyjnym stwierdzono
cechg T1, u 128 ceche T2, u 48 cechg T3, zas u 7 cechg T4. U 112 chorych
stwierdzono cechg NO, u 36 ceche N1, u 55 za$ ceche N2. W chwili zabiegu
u dwoch chorych obecne byly przerzuty odlegte (cecha M1). Po badaniu mikro-
skopowym guza pierwotnego oraz okolicznych weziow chlonnych, stopien za-
awansowania klinicznego (pTNM) okre§lono na podstawie obecnych kryteriow
UICC (Union Internationale Contre le Cancer — International Union Against
Cancer) [166, 168], stwierdzajac stopien I, 11, IIIA i IIIB/IV odpowiednio u 89,
23, 82 i 9 badanych chorych z NDKRP. Doszcz¢tnos¢ mikroskopowa (RO)
stwierdzono u 180 chorych, niedoszczgtnos¢ mikroskopowa (R1) u 15 chorych
i niedoszczgtno$¢ makroskopowa (R2) u 8 chorych (tabela 1).
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Badanie histopatologiczne skrawkow barwionych hematoksyling-eozyna
przeprowadzito czterech niezaleznych patologéw (dr med. Grazyna Kobierska
oraz dr med. Andrzej Karmolinski — Katedra i Zaktad Patomorfologii Akademii
Medycznej w Gdansku, dr med. Klaus Wiedorn — Institut fiir Pathologie, Katha-
rinenhospital, Stuttgart, Niemcy, dr med. Carsten Boltze — Institut fiir Pathologie,
Otto-von-Guericke Universitdt, Magdeburg, Niemcy). W przypadku rozbiezno-
$ci, ostateczne rozpoznanie ustalane byto podczas konsultacji pomigdzy patolo-
gami.

Rozpoznano 119 przypadkow raka ptaskonabtonkowego, 52 przypadki gru-
czolakoraka, 16 przypadkow raka wielkokomorkowego oraz 16 przypadkow
raka o mieszanym utkaniu gruczotowo-ptaskonabtonkowym. Ceche G1 stwier-
dzono u 31 chorych, G2 u 115 chorych oraz G3 u 57 chorych.

W odniesieniu do wszystkich 203 chorych (100%) udato si¢ ustali¢ informa-
cje na temat nalogu palenia papierosow. W grupie tej 114 osob palito papierosy
w momencie zabiegu operacyjnego, sposrod ktorych 37 zaprzestato palenia w o-
kresie dalszej obserwacji; 80 chorych zaprzestato palenia wczesniej (co najmniej
pot roku przed zabiegiem operacyjnym), a 9 0so6b nigdy nie palito papieroséw
(tabela 1).

U 203 chorych (100%) oceniono przebieg kliniczny nowotworu. Do chwili
zamknigcia bazy danych 78 pacjentow zylo bez cech nawrotu choroby, u 119
wystapit nawrot nowotworu, w tym u 29 pod postacia wznowy miejscowej,
au 82 przerzutow odlegtych, natomiast u 8 chorych wystapily réwnoczesnie
obie postaci nawrotu. 6 chorych zgingto w okresie krétszym niz miesiac po za-
biegu operacyjnym.

Podczas ostatniej analizy (czerwiec-lipiec 2005 roku) sposréd ogotu 203
chorych, u ktorych przesledzono przebieg choroby nowotworowej, u 59 zyjacych
0s6b nie stwierdzono nawrotu choroby nowotworowej (29%). Mediana okresu
wolnego od nawrotu choroby dla catej grupy wynosita 24 miesiace, a prawdopo-
dobienstwo rocznego i pigcioletniego przezycia bez nawrotu - odpowiednio 60%
i 32%. W czerwcu 2005 roku, sposrod ogoétu 203 chorych zyto 65 pacjentow
(32%). Mediana okresu przezycia dla catej grupy wynosita 33 miesiace, a praw-
dopodobienstwo rocznego i pigcioletniego przezycia - odpowiednio 65% i 38%.
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Tab. 1. Charakterystyka kliniczna badanej grupy 203 chorych na NDKRP.

Tab. 1. Clinical characteristics of 203 NSCLC patients.

Cecha Liczba chorych (%)
Characteristics No of patients (%)
Wiek / Age

<60 lat 92 (45%)

>60 lat 111 (55%)
Plec¢ / Sex

mezezyzni / men

155 (76%)

kobiety /women 48 (24%)
T
1 20 (10%)
2 128 (63%)
3 48 (24%)
4 7 (3%)
N
0 112 (55%)
1 36 (18%)
2 55 (27%)
Stopien zaawansowania klinicznego / Staging
I 89 (44%)
11 23 (11%)
A 82 (41%)
I11B + 1V 9 (4%)
Doszczetnos¢ zabiegu operacyjnego
Operation completeness
RO 180 (89%)
R1 15 (7%)
R2 8 (4%)

Posta¢ histologiczna guza / Histology
Rak ptaskonablonkowy / Squamous

119 (58%)

Gruczolakorak / Adenous 52 (26%)

Rak wielkokomérkowy / Large cell 16 (8%)

Rak gruczotowo-ptaskonablonkowy / Adeno-squamous 16 (8%)
Stopien zroznicowania guza / Grading

Gl 31 (15%)

G2 115 (57%)

G3 57 (28%)
Nalog palenia papieroséw / Smoking

Niepalacy / Never smokers 9 (5%)

Palacze / Smokers 114 (56%)

Byli palacze / Previous smokers

80 (39%)
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4. METODY
4.1. Ocena apoptozy

Oznaczenie apoptozy autorka pracy wykonata osobiscie podczas stazu na-
ukowego w Instytucie Biologii Molekularnej Uniwersytetu w Kuopio, Finlandia
(kierownik Instytutu Prof. Seppo Yld-Herttuala), za pomoca reakcji TUNEL
(TdT-mediated deoxyuridine triphosphate-digoxygenin nick end-labeling). Reak-
cja ta pozwala na wykrycie matych fragmentow DNA, ktore maja wolne konce
3’-OH, poprzez przytaczenie do nich znakowanych nukleotydow. Reakcja kata-
lizowana jest przez enzym nukleotydylotransferazg DNA (7dT- terminal deoxy-
nucleotidyl transferase), a nukleotydy znakowane sa za pomoca digoxygeniny.
Zasade wykrywania apoptozy metoda TUNEL przedstawiono na rycinie 6. Pro-
cedura obejmuje inkubacj¢ skrawka tkanki nowotworowej z roztworem enzymu
w buforze zawierajacym znakowane digoksygenina nukleotydy. W nastgpnym
etapie stosuje si¢ przeciwciato znakowane peroksydaza skierowane przeciw di-
goksygeninie. Przeciwciato to jest wykrywane za pomoca substratu (DAB - 3,3’-
diaminobenzydyna). Ostatnim etapem reakcji jest kontrastowanie preparatu zie-
leniag metylowa. Jadra komorek apoptotycznych z powodu duzej liczby wolnych
koncéw 3’-OH DNA barwia si¢ na brazowo, natomiast jadra komorek niezmie-
nionych barwia si¢ na kolor zielony.

rozcigeie DNA na nukleosomy
nucleosome sized DNA fragments

TdT dotacza nukleotydy znakowane
digeksygening
tailing with digoxigenin-dNTFP

przeciweiata makowane peroksydazg

wykrywaja digoksygenine
binding antibody conjugate

wybarwienie za pemoca DAB
staining with substrate DAB

Ryc. 6. Reakcja TUNEL.
Fig. 6. TUNEL staining.



Metody 31

Do oznaczenia komoérek apoptotycznych uzyto komercyjnie dostepnego ze-
stawu ApopTag®Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Nr kata-
logowy S 7101, firmy Intergen Company, Oxford, Anglia). Oznaczenie zostalo
wykonane $cisle wedtug protokotu zalecanego przez producenta (rycina 7 A, B).

Ryc. 7. Niedrobnokomorkowy rak ptuca. A, B — dodatnie barwienie za pomoca reakcji
TUNEL
Fig. 7. Non-small cell lung cancer. A, B — positive TUNEL staining.

Fragmenty guzéw dostarczono do laboratorium w postaci bloczkow parafi-
nowych. Materiat skrajany byl na preparaty o grubosci od 3 do 5 um, umiesz-
czany na szkietkach podstawowych pokrytych 2% APTS (3-aminopro-
pyltriethoxy-silane), a nastgpnie suszony przez cala noc w temperaturze 50 °C.
Preparaty zostaty odparafinowane podczas 3-krotnego zanurzenia w ksylenie,
nawodnione w kolejnych stezeniach alkoholu etylowego oraz wyptukane w roz-
tworze PBS (roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanami). Nastgpnie na
skrawki natozono proteinaze K (stezenie 20 pg/ml) i inkubowano preparaty
w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Po 4-krotnym ptukaniu w roztworze
PBS (4 x 2 minuty) zablokowano endogenna peroksydaz¢ poprzez zanurzenie
preparatow na 5 minut w 2% H,0, w temperaturze pokojowej. Kolejno po
2-krotnym ptukaniu w roztworze PBS (2 x 5 minut) natozono bufor preinkuba-
cyjny na 15 — 30 sek. Nastepnie na skrawki natozono ptyn inkubacyjny zawiera-
jacy nukleotydylotransferazg DNA i roztwér nukleotydow (w proporcji: TdT
32 ul oraz 76 ul buforu ze znakowanymi nukleotydami) i inkubowano w komo-
rze wilgotnej w temperaturze 37 °C przez 60 minut. Po inkubacji, skrawki zanu-
rzano w roztworze buforu pluczacego (rozcienczonego woda destylowang w
stosunku 1:35) i inkubowano przez kolejne 30 minut w temperaturze pokojowe;.
Preparaty plukano 3-krotnie w roztworze PBS (3 x 5 minut). Nast¢pnie na
skrawki nakropiono przeciwciata przeciwko digoxygeninie znakowane peroksy-
daza i inkubowano w komorze wilgotnej w temperaturze pokojowej przez 30
minut. Po inkubacji, preparaty ptukano 3-krotnie w roztworze PBS (3 x 5 minut).
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Celem uzyskania reakcji barwnej na skrawki natozono $wiezo przygotowany
substrat (DAB - 3,3’-diaminobenzydyna) i inkubowano w temperaturze pokojo-
wej. Dlugos¢ czasu inkubacji z substratem uzalezniona byta od intensywnosci
barwienia w mikroskopie §wietlnym, ktora oceniano kazdorazowo podczas wy-
konywania badan. Sredni czas inkubacji, przy ktorym uzyskiwano zadawalajace
barwienia wynosit 3 - 6 minut. Kolejno skrawki ptukano 3-krotnie w wodzie
destylowanej (3 x 1 minuta) a podczas ostatniego ptukania skrawki pozostawio-
no w wodzie destylowanej na 5 minut. Barwienie kontrastowe podtoza uzyskano
poprzez natozenie na skrawki 0,5% roztworu zieleni metylowej na 10 minut
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie preparaty plukano kolejno w wodzie de-
stylowanej (3 x 30 sekund) oraz 100% butanolu (3 x 30 sekund). Na koniec pre-
paraty odwodniono poprzez 3-krotne zanurzenie w ksylenie (3 x 2 minuty), za-
krapiano preparatem Aquatex (firmy Merck, Sp. z 0.0) i przykrywano szkietkiem
nakrywkowym. Po osuszeniu preparatow barwienie oceniano w mikroskopie
swietlnym. Jako dodatniej kontroli uzywano skrawkow dotaczonych przez pro-
ducenta zestawu do oznaczenia apoptozy, w ktorych stwierdzono dodatnia reak-
cje TUNEL. Dla ujemnej kontroli uzywano skrawkéw, ktore poddano powyzszej
procedurze z ominigciem dodania TdT do reakcji. Kontrole ujemne i dodatnie
wykonywano przy kazdej partii kolejno oznaczanych preparatow. Wyniki kon-
troli byly zadowalajace.

Wystgpowanie komoérek apoptotyczych oceniato trzech niezaleznych obser-
watorow — dr med. Andrzej Karmolinski z Katedry i Zakladu Patomorfologii
AMG, dr med. Thomas Wirth z Instytutu Virtanena z Kuopio oraz autorka ni-
niejszej rozprawy. W przypadku kazdego chorego, analizie poddano skrawek
guza wybarwiony za pomoca reakcji TUNEL oraz skrawek wybarwiony hema-
toksyling-eozyna. Laczna analiza obu skrawkow tego samego fragmentu guza
umozliwita wykluczenie miejsc objetych martwica. llos¢ komoérek apoptotycz-
nych oceniano w 10 polach obejmujacych tacznie okoto 1000 komorek nowo-
tworowych. Liczbe komodrek apoptotycznych z kazdego z 10 pdl widzenia su-
mowano, uzyskujac w ten sposdb warto$¢ wskaznika apoptotycznego — WA (47
— Apoptotic Index). W przypadku rozbieznosci w wartosci wskaznika apopto-
tycznego pomigdzy obserwatorami, wyliczano $rednia warto$¢ uzyskanych wy-
nikow.

4.2. Ocena wystepowania bialek p53, PCNA, pRb,
mdm2, p21"AF1"C"1 oraz cykliny D1

Oznaczenia wystepowania biatek p53, PCNA, pRb, mdm2, p21 VAT oraz
cykliny D1 autorka rozprawy wykonata osobiscie w Instytucie Patomorfologii
w Katharinenhospital w Stuttgarcie, Niemcy (biatko p53, pRb, mdm?2) oraz w In-
stytucie Patomorfologii Uniwersytetu Otto-von-Guericke w Magdeburgu, Niem-
cy (biatko p21™AF/™! " cyklina D1 oraz biatko PCNA), poczatkowo w ramach
Stypendium Zagranicznego dla Miodych Naukowcow im. Stefana Batorego,
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a nastgpnie w ramach kontynuacji wspotpracy. Wystgpowanie wszystkich anali-
zowanych biatek oceniano immunohistochemicznie.

Reakcja ta polega na wykrywaniu i lokalizacji sktadnikow komorek (na za-
sadzie antygen-przeciwcialo) oraz wizualizacji zachodzacej reakcji (reakcja
z kompleksem enzym-antyenzym). W reakcji immunohistochemicznej antygeny
wykrywane sa za pomoca nieznakowanych, swoistych przeciwcial monoklonal-
nych, ktore wiaza si¢ z okreslonym fragmentem antygenu. Nastepnie dodaje si¢
nieznakowana antyglobuling oraz kompleks enzym znacznikowy-przeciwciato
przeciwko temu enzymowi (antyenzym). Antyglobulina majaca dwa wiazace
fragmenty Fab spelnia rolg mostka taczacego przeciwciato pierwotne z komplek-
sem enzym-antyenzym. Zasadg tej techniki przedstawia rycina 8.
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Ryc. 8. Barwienie immonohistochemiczne.
Fig. 8. Immunohistochemistry.
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Ryc. 9. Niedrobnokomoérkowy rak ptuca. A — dodatnie barwienie dla p53, B — dodatnie
barwienie dla PCNA, C — dodatnie barwienie dla pRb, D — dodatnie barwienie
dla mdm2, E — dodatnie barwienie dla p21VAF"“™' F — dodatnie barwienie dla
cykliny D1.

Fig. 9. Non-small cell lung cancer. A — positive p53 protein staining, B — positive
PCNA protein staining, C — positive pRb protein staining, D — positive mdm2

Ji WAF1/CIP1

protein staining, E — positive p2 protein staining, F — positive cyclin

D1 staining.
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Obecnos¢ biatek p53, PCNA, pRb, mdm2, p21“**“""! oraz cykliny D1 ba-
dano przy uzyciu odpowiednich przeciwcial monoklonalnych PAb1801, PC 10,
LM 95.1, 1IF2, SX 118 oraz DCS-6 (rycina 9). Przeciwciala przeciwko biatku
p53, mdm2, pRb zakupiono w firmie Oncogene Science, Merck Sp. z 0. 0., War-
szawa, natomiast przeciwko PCNA, p21VA*"“™ oraz cyklinie D1 w firmie Da-
koCytomation Sp.z 0.0., Gdynia. Rozcienczenie przeciwciala monoklonalnego
uzytego podczas reakcji, przy ktorych uzyskano najlepsze barwienia wynosity
dla biatka p53 i PCNA 1:100, dla biatka pRb 1:300, natomiast dla biatka mdm?2,
p2 1 VARV oraz cykliny D1 1:50. Wszystkie skrawki poddawane byty tej samej
procedurze. Podczas kazdego barwienia wykonywano odpowiednia dodatnia
i ujemna kontrolg. Jednorazowo oznaczano 20 preparatow — 2 kontrole oraz 18
kolejnych guzéw pluca. Kontrole dodatnia stanowity skrawki raka piersi, ktore
w poprzednich barwieniach wykazywaly dodatnia, jadrowa ekspresj¢ badanych
biatek. Kontrolg ujemna stanowil fragment tego samego guza, ktory byt uzywa-
ny jako kontrola dodatnia, natomiast podczas procedury barwienia omijano do-
dawanie przeciwciala monoklonalnego skierowanego przeciwko odpowiedniemu
biatku. Barwienia w preparatach kontrolnych podczas wszystkich oznaczen byty
zadowalajace. Jako kompleksu enzym-antyenzym stosowano kompleks fosfataza
zasadowa-antyfosfataza (APAAP - alkaline phosphatase-antialkaline phospha-
tase). Aktywnos¢ fosfatazy zasadowej zostala uwidoczniona poprzez sprz¢zenie
z pochodnymi naftolu. Barwienie kontrastowe podloza uzyskano za pomoca
hematoksyliny. Jadra komérkowe zawierajace poszukiwany antygen barwily sig
na czerwono, natomiast pozostate jadra oraz podtoze na niebiesko.

Fragmenty guzéw dostarczono do laboratoriow w postaci bloczkéw parafi-
nowych. Materiat skrajany byl na preparaty o grubosci od 3 do 5 um, umiesz-
czany na szkielkach podstawowych pokrytych 2% APTS (3-aminopropyl-
triethoxy-silane), a nastgpnie suszony przez cala noc w temperaturze 50°C. Pre-
paraty pozbawiano parafiny poprzez kolejne zanurzanie w ksylenie (3 x 5 min)
oraz ponownie nawadniano poprzez zanurzanie w kolejnych rozcienczeniach
alkoholu etylowego. Nastepnie szkietka przeptukiwano w wodzie destylowane;j
1 umieszczano na 5 minut w roztworze PBS. Kolejnym etapem byto umieszcze-
nie preparatow w tazni wodnej z buforem cytrynianowym podgrzanym do tem-
peratury 95°C, gdzie gotowano je przez 40 minut. Nastgpnie wyjmowano z na-
czynia i studzono przez 20 minut w temperaturze pokojowej po czym umiesz-
czano kolejno w wodzie destylowanej i roztworze PBS. Po takim przygotowaniu
preparaty zakraplano na 10 minut roztworem antyglobuliny Power Block (firmy
DakoCytomation, Sp. z 0.0., Gdynia) w rozcienczeniu 1:10. W tym czasie od-
powiednio rozcienczano przeciwciata przeciwko biatkom p53, PCNA, pRb,
mdm2, p21VA*™ oraz cyklinie D1. Po 10 minutach, rozcienczone przeciwciata
nakrapiano na skrawki guza i inkubowano przez cata noc w lodéwce w tempera-
turze 4°C. Nastepnego dnia preparaty przemywano roztworem PBS (przez 5 minut),
nakrapiano przeciwmysie, krolicze przeciwcialo - rabbit-anti-mouse-antibody
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(firmy DakoCytomation, Sp. z 0.0., Gdynia) w rozcienczeniu 1:50 i inkubowano
preparaty przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji, preparaty
ponownie przeplukiwano roztworem PBS przez 5 minut, zakraplano komplek-
sem APAAP w rozcienczeniu 1:300 na 30 minut w temperaturze pokojowej, po
czym przemywano woda destylowang. Reakcje barwna uzyskiwano za pomoca
roztworu chromogenu - substratow fosfatazy zasadowej (alkaline phosphatase
substrate), zawierajacych: naphthol AS-BI Phosphat Na-Salz (firmy Sigma-
Aldrich, Sp. z o0.0., Poznan), N-N Dimethylformamid (Merck, Sp. z o0.0., War-
szawa) 1 Levamisol (Sigma-Aldrich, Sp. z 0.0., Poznan). W roztworach tych in-
kubowano preparaty przez 30 minut w temperaturze pokojowej, pod wyciagiem.
Po wyjeciu z roztworu, szkietka starannie ptukano biezaca woda, a nastgpnie
woda destylowana z dodatkiem amoniaku. Celem uzyskania kontrastu
w barwieniu, w kolejnym etapie zanurzano preparaty w roztworze hematoksyli-
ny. Na koniec preparat zakraplano preparatem Aquatex (Merck, Sp. z 0.0., War-

szawa) i przykrywano szkietkiem nakrywkowym.

Oceng obecnosci wszystkich badanych biatek przeprowadzilo trzech nieza-
leznych patomorfologéw (dr med. Andrzej Karmolinski — Katedra i Zaktad Pa-
tomorfologii Akademii Medycznej w Gdansku, dr med. Klaus Hermann Wiedorn
— Instytut Patomorfologii, Katharinenhospital, Stuttgart, Niemcy oraz dr med.
Carsten Boltze — Instytut Patomorfologii, Uniwersytetu Otto-von-Guericke,
Magdeburg, Niemcy). Ekspresja i intensywno$¢ barwienia w odniesieniu do
kazdego analizowanego biatka, w kazdej serii 18 preparatow guzéw pluca, byta
poréwnywana z wykonana rownoczesnie dodatnia i ujemna kontrola.

Obecnos¢ biatka PCNA wyrazono pod postacig wskaznika ekspresji PCNA —
W PCNA (PCNA labeling index — PCNA LI). Wskaznik ten wyrazal $rednia
liczbe komoérek nowotworowych wykazujacych jadrowa ekspresje biatka PCNA,
oceniang w 10 polach widzenia, obejmujacych lacznie co najmniej 1000 komo-
rek nowotworowych. W przypadku rozbieznosci pomig¢dzy obserwatorami do
ostatecznej analizy wyliczano $rednig wartos¢ W PCNA.

Obecno$é biatek p53, pRb, mdm2, p21™AF"“"™ oraz cykliny D1 wyrazano
pod postacia odsetka (%) dodatnich komoérek nowotworowych w danym prepa-
racie. Ostatecznie wynik barwienia uznano za dodatni, jezeli jakakolwiek z ko-
moérek nowotworowych wykazywata dodatnie barwienie (>1%), za$ ujemny, gdy
zadna z badanych komorek nie wykazywata ekspresji badanego biatka.

4.3. Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostala wykonana przy uzyciu programu komputerowe-
go STATISTICA 6.0. Baza danych zawierala nastepujace informacje: wiek i pte¢
chorych, obecno$¢ lub brak natogu palenia tytoniu, posta¢ histologiczna guza
1 stopien jego zréznicowania, stopien zaawansowania klinicznego choroby (z u-
wzglednieniem skali pTNM), date i doszczetno$¢ zabiegu operacyjnego, date
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i rodzaj nawrotu choroby, datg ostatniej obserwacji chorego lub date zgonu, oce-
ng wskaznika apoptotycznego, wskaznika ekspresji biatka PCNA oraz obecnosci
biatek p53, pRb, mdm2, p21VAF“™"! j cykliny D1.

Analize jednoczynnikowg przeprowadzono przy uzyciu testu chi-kwadrat
(chi®). Podczas tej analizy okre§lono zalezno§¢ pomiedzy wskaznikiem apopto-
tycznym, wskaznikiem ekspresji PCNA oraz wystgpowaniem biatek p53, pRb,
mdm?2, p21VAFYCP! § cykliny D1. Test ten zostat uzyty rowniez do oceny zalez-
nosci pomigdzy wszystkimi ocenionymi parametrami a cechami klinicznymi
chorych. Natog palenia papieroséw nie zostal wlaczony do analizy, poniewaz
w badanej grupie jedynie 9 chorych (4%) nigdy nie palito papierosow.

Czas przezycia chorych liczono od daty zabiegu operacyjnego do daty ostat-
niej obserwacji lub daty zgonu. Czas do nawrotu choroby liczono od daty zabie-
gu operacyjnego do chwili, w ktorej pojawil si¢ nawrdt choroby, badz do daty
ostatniej obserwacji, gdy nie doszto do wznowy. Zaréwno czas przezycia jak
i czas do nawrotu choroby wyrazano w miesigcach. Krzywe przezycia sporza-
dzono metoda Kaplana-Meyera i poréwnano za pomoca testu log-rank. Dodat-
kowo wykonano analiz¢ wieloczynnikowa z zastosowaniem modelu regresji
Cox'a. Prog znamiennosci statystycznej ustalono na poziomie 0.05.
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5. WYNIKI

5.1. Wskaznik apoptotyczny

Wskaznik apoptotyczny (WA) zostat okreslony w 170 przypadkach NDKRP.
Brak jakiejkolwiek komorki apoptotycznej stwierdzono zaledwie w 2 przypad-
kach (1%). Srednia warto§¢ WA dla pozostatych 168 guzéw wynosita 12£10.
Warto$¢ WA nie miata rozkladu normalnego. Mediana WA wynosila 8, nato-
miast dolny i gorny kwartyl WA wynosil odpowiednio 5 i 14. W zaleznosci od
warto$ci mediany oraz dolnego i1 gornego kwartyla badana grupa zostata podzie-
lona na cztery podgrupy: A - z bardzo niskim WA (WA<S5), B — z niskim WA
(55WA<SB), C — z wysokim WA (8<WA<I14) oraz D — z bardzo wysokim WA
(WA>14). Bardzo niski, niski, wysoki oraz bardzo wysoki WA stwierdzono
odpowiednio w 40 (23%), 35 (21%), 52 (31%) oraz 43 przypadkach (25%). Ana-
lize statystyczna wykonano dla ré6znych punktéw odcigcia obejmujacych wartosé
srednia, mediang, dolny i goérny kwartyl, jakkolwiek rozne punkty odcigcia nie
mialy wptywu na uzyskanie wynikow znamiennych statystycznie.

W badanej grupie chorych w analizie chi’® nie stwierdzono zalezno$ci pomie-
dzy WA a cechami klinicznymi i demograficznymi obejmujacymi wiek i ptec
chorych, stopien zaawansowania klinicznego choroby (z uwzglednieniem skali
pTNM), postac histologiczna guza oraz stopien jego zréznicowania (tabela 2).

Mediana czasu przezycia do nawrotu choroby dla chorych z bardzo niskim,
niskim, wysokim oraz bardzo wysokim WA wynosita odpowiednio 30, 35, 30
i 19 miesigcy, a prawdopodobienstwo pigcioletniego przezycia bez nawrotu cho-
roby - odpowiednio 45%, 30%, 36% 1 21% (p=0.69, rycina 10).
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Tab. 2. Wskaznik apoptotyczny (WA) w odniesieniu do cech klinicznych chorych

(N=170, test chi®).

Tab. 2. Apoptotic Index (AI) according to patients clinical characteristics (N=170, chi’

analysis).
bardzo niski niski wysoki bardzo
WA WA WA wysoki WA | P
very low Al low Al high A1 very high Al
Wiek / Age
0.84
<60 lat 17 19 22 21
>60 lat 23 16 30 22
Ple¢ / Sex
Kobiety / Female 7 6 11 11 0.32
Mgzczyzni/ Male 33 29 41 32
Stopien zaawansowania
nowotworu / Stage
I 16 21 22 18
I 7 0 5 8 0.99
A 15 13 23 15
1B + 1V 2 1 2 2
Typ histologiczny
Histology
Rak ptaskonabtonkowy 29 20 29 23
Squamous
Gruczolakorak
Adenous ? 8 15 1 0.11
Rak wielkokomdrkowy 1 3 4 6
Large cell
Rak gruczotowo-
1 4 4 3
ptaskonablonkowy
Adeno-squamous
Stopien zréznicowania
nowotworu / Grade
Gl 9 7 6 5 0.16
G2 21 19 33 24
G3 10 9 13 14
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Ryc.10. Krzywa przezycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z bardzo niskim
(grupa A, N=40), niskim (grupa B, N=35), wysokim (grupa C, N=52) oraz bar-
dzo wysokim wskaznikiem apoptotycznym (grupa D, N=43) (p=0.69).

Fig. 10. Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients with very low (group A,
N=40), low (group B, N=35), high (group C, N=52) and very high apoptotic

index (group D, N=43) (p=0.69).

Mediana czasu przezycia dla chorych z bardzo niskim, niskim, wysokim
oraz bardzo wysokim WA wynosila odpowiednio 33, 42, 36 i 24 miesiace,
a prawdopodobienstwo pigcioletniego przezycia — odpowiednio 45%, 37%, 40%

129% (p=0.71, rycina 11).

Nie stwierdzono réznicy w czasie przezycia do nawrotu choroby oraz cal-
kowitym czasie przezycia pomigdzy poszczegdlnymi czterema podgrupami cho-
rych. Nie stwierdzono réwniez roznic, gdy przy podziale chorych na podgrupy
zastosowano inne punkty odcigcia.
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Ryc.11. Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z bardzo niskim
(grupa A, N=40), niskim (grupa B, N=35), wysokim (grupa C, N=52) oraz bar-
dzo wysokim wskaznikiem apoptotycznym (grupa D, N=43) (p=0.71).

Fig.11. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients with very low (group A,
N=40), low (group B, N=35), high (group C, N=52) and very high apoptotic
index (group D, 43) (p=0.71).

W analizie wieloczynnikowej, sposrod wszystkich analizowanych cech
(z ocena WA wlacznie), jedynie stopien zaawansowania klinicznego choroby
oraz stopien zrdéznicowania guza nowotworowego mialy znaczenie rokownicze
w odniesieniu do czasu do nawrotu choroby jak i calkowitego czasu przezycia
(tabela 3).
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Tab. 3. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmujaca wptyw cech
klinicznych chorych oraz WA na czas przezycia wolny od nawrotu choroby
oraz na catkowity czas przezycia (N=170).

Tab. 3. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of
all patients characteristics and Al on disease-free and overall survival (N=170).

Przezycie wolne od nawrotu Ogolne przezycie
Disease-free survival Overall survival
WR*(95% ZU**) WR*(95% ZU**)
P HR* (95% CI**) | P | HR* (95% cr**)
g:'c" 096 | 0.99(0.52-1.45) | 0.75 | 1.07(0.60-1.55)
nglzk 0.15 1.32 (0.93-1.70) 0.11 1.37 (0.97-1.77)
Typ histologiczny
nowotworu 0.49 1.05 (0.89-1.22) 0.59 | 1.05(0.87-1.21)
Histology
Stopien zaawansowania
klinicznego <0.001 1.55(1.38-1.73) | <0.001 | 1.62 (1.43-1.80)
Stage of disease
Stopien zréznicowania
nowotworu 0.04 1.44 (1.03-1.65) 0.02 | 1.46(1.13-1.78)
Grade
ZVSkazm.k apoplotyczny | (36 | 1.07(0.91-1.24) | 0.65 | 1.04(0.87-1.22)
[poptotic index

WR*— wspotczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufnosci
HR* — hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval

5.2. Wskaznik ekspresji biatka PCNA

Wskaznik ekspresji PCNA (W PCNA) zostat okreslony w 125 przypadkach
NDKRP. Brak jakiejkolwiek obecnosci biatka PCNA stwierdzono zaledwie w 4
guzach (3%). Srednia warto$¢ W PCNA dla wszystkich pozostatych 121 chorych
wynosita 34+24. Warto§¢ W PCNA nie miata rozktadu normalnego. Mediana
W PCNA wynosita 35, natomiast dolny i gorny kwartyl W PCNA wynosil od-
powiednio 20 i 50. W zaleznosci od wartos$ci mediany oraz dolnego i gornego
kwartyla badana grupa chorych zostala podzielona na cztery podgrupy: A —
z bardzo niskim W PCNA (W PCNA<20), B — z niskim W PCNA (20<W PC-
NA<35), C — z wysokim W PCNA (35<W PCNA<50) oraz D — z bardzo wyso-
kim W PCNA (W PCNA>50). Bardzo niski, niski, wysoki oraz bardzo wysoki
wskaznik ekspresji PCNA stwierdzono odpowiednio w 23 (18%), 36 (29%),
34 (27%) oraz 32 przypadkach (26%). Analiza statystyczna zostala wykonana
dla réznych punktéw odcigcia obejmujacych warto$¢ $rednia, mediang, dolny
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i gorny kwartyl, jakkolwiek r6zne punkty odcigcia nie miaty wptywu na uzyska-
nie wynikow znamiennych statystycznie.

W badanej grupie w analizie chi’ nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy
W PCNA a cechami klinicznymi 1 demograficznymi obejmujacymi wiek i ptec¢
chorych, stopien zaawansowania klinicznego choroby (z uwzglednieniem skali
pTNM) oraz postacia histologiczna guza. Stwierdzono natomiast dodatnia kore-
lacj¢ pomigdzy W PCNA a stopniem zréznicowania guza nowotworowego
(p=0.03) (tabela 4).

Mediana czasu przezycia do nawrotu choroby dla chorych z bardzo niskim,
niskim, wysokim oraz bardzo wysokim W PCNA wynosita odpowiednio 52, 30,
19 i 18 miesigcy, a prawdopodobienstwo pigcioletniego przezycia bez nawrotu
choroby - odpowiednio 42%, 31%, 30% 1 29% (p=0.42, rycina 12).
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Ryc.12. Krzywa przezycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z bardzo niskim
(grupa A, N=23), niskim (grupa B, N=36), wysokim (grupa C, N=34) oraz bar-
dzo wysokim wskaznikiem ekspresji PCNA (grupa D, N=32) (p=0.42).

Fig.12. Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients with very low (group A,
N=23), low (group B, N=36), high (group C, N=34) and very high PCNA label-
ing index (group D, N=32) (p=0.42).
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Tab. 4. Wskaznik ekspresji PCNA w odniesieniu do cech klinicznych chorych (N=125,

test chi®).
Tab. 4. PCNA labeling index according to patients clinical characteristics (N=125, chi’®
analysis).
bardzo niski wysoki bardzo
niski W PCNA W PCNA wysoki
W PCNA W PCNA p
very low low high very high
PCNA LI PCNA LI PCNA LI PCNA LI
Wiek / Age
<60 lat 10 14 20 13 0.89
>60 lat 13 22 14 19
Ple¢ / Sex
Kobiety / Female 18 28 26 22 0.23
Megzcezyzni / Male 5 8 8 10 ’
Stopien zaawansowania
nowotworu / Stage
I 9 18 17 13
I 3 3 2 4 0.88
A 10 15 13 14
1B + IV 1 0 2 1
Typ histologiczny
Histology
Rak ptaskonabtonkowy 12 18 16 19
Squamous
Gruczolakorak 8 11 11 7
Adenous 0.97
Rak wielkokomdrkowy 1 3 5 3
Large cell
Rak gruczotowo- 2 4 2 3
ptaskonabtonkowy
Adeno-squamous
Stopien zréznicowania
nowotworu / Grade
Gl 5 6 6 4 0.03
G2 17 23 15 19
G3 1 7 13 9

Mediana catkowitego czasu przezycia dla chorych z bardzo niskim, niskim,
wysokim oraz bardzo wysokim W PCNA wynosita odpowiednio 54, 36, 19 i 20
miesigcy, a prawdopodobienstwo pigcioletniego przezycia - odpowiednio 42%,
36%, 32% 131% (p=0.23, rycina 13).
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Ryc.13. Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z bardzo niskim
(grupa A, N=23), niskim (grupa B, N=36), wysokim (grupa C, N=34) oraz bar-
dzo wysokim wskaznikiem ekspresji PCNA (grupa D, N=32) (p=0.23).

Fig.13. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients with very low (group A,
N=23), low (group B, N=36), high (group C, N=34) and very high PCNA label-
ing index (group D, N=32) (p=0.23).

Pomigdzy poszczegdlnymi czterema podgrupami chorych z NDKRP nie
stwierdzono rdznic w czasie przezycia do nawrotu choroby. Stwierdzono nato-
miast statystycznie znamienna roznicg w czasie przezycia catkowitego pomiedzy
podgrupa o bardzo niskim (A) w stosunku do podgrupy o bardzo wysokim
W PCNA (D). Mediana catkowitego czasu przezycia dla chorych z bardzo ni-
skim W PCNA (A) oraz bardzo wysokim W PCNA (D) wynosita odpowiednio
58 1 20 miesigcy, a prawdopodobienstwo pigcioletniego przezycia - odpowiednio
42% 1 31% (p=0.04, rycina 14).

W analizie wieloczynnikowej, sposrod wszystkich analizowanych cech
(z ocena W PCNA wlacznie), jedynie stopien zaawansowania klinicznego cho-
roby oraz stopien zrdéznicowania guza nowotworowego mialy znaczenie rokow-
nicze w odniesieniu do czasu przezycia wolnego od nawrotu choroby, jak i do
catkowitego czasu przezycia (tabela 5).
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Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z bardzo niskim

(grupa A, N=23) w stosunku do chorych z bardzo wysokim wskaznikiem eks-
presji PCNA (grupa D, N=32) (p=0.04).

Fig. 14. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients with very low (group A, N=23)
vs very high PCNA labeling index (group D, N=32) (p=0.04).

Tab. 5. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmujaca wptyw cech
klinicznych chorych oraz W PCNA na czas przezycia wolny od nawrotu choro-
by oraz na catkowity czas przezycia (N=125).

Tab. 5. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of
all patients characteristics and PCNA LI on disease-free and overall survival
(N=125).

Przezycie wolne od nawrotu Ogolne przezycie
Disease-free survival Overall survival
P WR*(95% ZU**) P | WR*(95% ZU*¥)
HR* (95% CI**) HR* (95% CI**)
g:f 0.48 120 (0.68-1.72) | 034 | 1.28(0.76-1.81)
Z‘g:k 0.34 124 (0.79-1.69) | 028 | 1.28 (0.82-1.74)
Typ histologiczny nowotworu | ¢ 1.01 (0.83-1.20) 0.80 | 1.02(0.83-1.21)
Histology
Stopien zaawansowania
Klinicznego / Stage of disease <0.001 1.62 (1.43-1.82) <0.001 1.69 (1.48-1.90)
Stopien zrdéznicowania
D e ) G 0.03 1.50 (1.12-1.88) | 0.01 | 1.63(1.24-2.02)
Wskaznik ekspresji PCNA /
PONA labeling index 0.19 1.13(0.94-1.34) | 0.1 | 1.18(0.97-1.37)

WR*- wspotczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufnosci
HR* — hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval
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5.3. Biatko p53

Obecnos$¢ biatka p53 stwierdzono w 96 sposrod 203 badanych guzow (47%).
Sredni odsetek wybarwionych jader komoérkowych w dodatnich preparatach
wynosit 54436%. Catkowity brak barwienia stwierdzono w 107 przypadkach
(53%). Analiza statystyczna zostala wykonana dla r6znych punktow odcigcia, ale
zaden z nich nie wplynal na uzyskanie wynikéw znamiennych statystycznie.
Ostatecznie za wynik dodatni barwienia przyjgto jakakolwiek jadrowa ekspresje
biatka p53 (=1%).

W badanej grupie chorych w analizie chi” nie stwierdzono zaleznosci pomie-
dzy obecnoscia biatka p53 a cechami klinicznymi i demograficznymi obejmuja-
cymi wiek ipte¢ chorych, stopien zaawansowania klinicznego choroby
(z uwzglednieniem skali pTNM), posta¢ histologiczna guza oraz stopien jego
zroéznicowania (tabela 6).

Tab. 6. Ekgpresja biatka p53 w odniesieniu do cech klinicznych chorych (N=203, test
chi).

Tab. 6. p53 protein expression according to patients clinical characteristics (N=203,
chi’ analysis).

p33 () p33 (H) P
Wiek / Age
<60 lat 48 44 0.89
>60 lat 59 52
Pte¢ / Sex
Mezczyzni / Male 83 72 0.67
Kobiety / Female 24 24
Stopien zaawansowania nowotworu / Stage
I 47 42
I 12 11 0.70
IIA 45 37
B + IV 3 6
Typ histologiczny / Histology
Rak ptaskonabtonkowy / Squamous 59 60
Gruczolakorak / Adenous 27 25 0.07
Rak wielokomoérkowy / Large cell 9 7 '
Rak gruczotowo-ptaskonabtonkowy / 12 4
Adeno-squamous
Stopien zr6znicowania nowotworu / Grade
Gl 15 16
G2 64 51 0.88
G3 28 29

Mediana czasu przezycia do nawrotu choroby dla chorych z ujemna
i dodatnia ekspresja biatka p53 wynosita odpowiednio 19 i 23 miesiace, a praw-
dopodobienstwo pigcioletniego przezycia bez nawrotu choroby - odpowiednio
35% 1 30% (p=0.59, rycina 15).
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Ryc.15. Krzywa przezycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemna ekspresja

biatka pS3 (N=107) w stosunku do chorych z dodatnia ekspresja biatka p53
(N=96).

Fig. 15. Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients without p53 protein ex-

pression (N=107) vs patients with positive p53 protein expression (N=96).

Mediana catkowitego czasu przezycia dla chorych z ujemna i dodatnia eks-
presja biatka p53 wynosita odpowiednio 28 i 34 miesiace, a prawdopodobien-
stwo pigcioletniego przezycia — odpowiednio 40% 1 34% (p=0.60, rycina 16).
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Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemna ekspresja
biatka pS3 (N=107) w stosunku do chorych z dodatnia ekspresja biatka p53
(N=96).

Kaplan-Meyer overall survival curve for patients without p53 protein expres-
sion (N=107) vs patients with positive p53 protein expression (N=96).
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W analizie wieloczynnikowe;j, sposrod wszystkich analizowanych cech (z obec-
noscia bialka p53 wlacznie), jedynie stopien zaawansowania klinicznego choroby
oraz stopien zroznicowania guza mialy znaczenie rokownicze w odniesieniu do cza-
su przezycia wolnego od nawrotu choroby, jak i do catkowitego czasu przezycia
(tabela 7).

Tab. 7. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmujaca wpltyw cech
klinicznych chorych oraz ekspresj¢ biatka p53 na czas przezycia wolny od na-
wrotu choroby oraz na catkowity czas przezycia (N=203).

Tab. 7. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of
all patients characteristics and p53 protein expression on disease-free and
overall survival (N=203).

Przezycie wolne od nawrotu Ogodlne przezycie
Disease-free survival Overall survival
P WR*(95% ZU**) p | WR¥(95% ZU**)
HR* (95% CI**) HR* (95% CI**)
g:f 0.70 | 0.92(0.52-132) | 097 | 0.99(0.59-1.39)
/‘Ejk 023 | 124(0.88-1.59) | 0.18 | 1.27(0.91-1.63)
Typ histologiczny nowotworu 025 | 1.08(0.94-121) | 033 | 1.07(0.93-121)
Histology
Stopiefi zaawansowania klinicznego | _ 001 | 151 (135-1.67) | <0.001 | 1.57 (1.40-1.73)
Stage of disease
Stopient zréznicowania nOWOtworu | o> |4 38 (1 10-1.67) | 0.01 | 1.50 (1.21-1.80)
Grade
Ekspresja bialka p33 0.89 | 097(0.64-131) | 091 | 0.98(0.64-1.32)
p33 protein expression

WR*- wspotczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufnosci
HR* — hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval

5.4. Biatko pRb

Obecnosc¢ biatka pRb stwierdzono w 144 sposrod 203 badanych guzow (71%).
Sredni odsetek wybarwionych jader komérkowych w dodatnich preparatach wynosit
56+34%. Brak jakiegokolwiek barwienia stwierdzono w 59 przypadkach (29%).
Analiza statystyczna zostala wykonana dla réznych punktow odcigcia, jakkolwiek
rézne punkty odcigcia nie wplynely na uzyskanie wynikéw znamiennych statystycz-
nie. Ostatecznie za wynik dodatni barwienia przyjeto jakakolwiek jadrowa ekspresje
biatka pRb (=1%), natomiast za ujemny calkowity brak obecnosci biatka pRb.

W badanej grupie chorych w analizie chi® nie stwierdzono zaleznoéci pomiedzy
obecnoscia biatka pRb a cechami klinicznymi i demograficznymi obejmujacymi
wiek i pte¢ chorych, stopien zaawansowania klinicznego choroby (z uwzglednie-
niem skali pTNM), posta¢ histologiczna guza oraz stopien jego zré6znicowania (tabe-
la 8).
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Tab. 8. Ekgpresja biatka pRb w odniesieniu do cech klinicznych chorych (N=203, test
chi”).

Tab. 8. pRb protein expression according to patients clinical characteristics (N=203,
chi’ analysis).

pRb (-) pRD (+) p
Wiek / Age
<60 lat 26 66 0.82
>60 lat 33 78
Ple¢ / Sex
Mgzczyzni / Male 42 113 0.27
Kobiety / Female 17 31
Stopien zaawansowania nowotworu / Stage
I 26 63
I 6 17 0.93
IIA 24 58
B + 1V 3 6
Typ histologiczny / Histology
Rak ptaskonablonkowy / Squamous 32 87
Gruczolakorak / Adenous 17 35
Rak wielokomoérkowy / Large cell 7 9 0.99
Rak gruczotowo-ptaskonabtonkowy / 3 13
Adeno-squamous
Stopien zr6znicowania nowotworu / Grade
Gl 4 27
G2 36 79 0.08
G3 19 38

Mediana czasu przezycia do nawrotu choroby dla chorych z ujemna
i dodatnia ekspresja biatka pRb wynosita odpowiednio 22 i 20 miesiecy, a praw-
dopodobienstwo pigcioletniego przezycia bez nawrotu choroby - odpowiednio
36% 1 32% (p=0.84, rycina 17).

Mediana catkowitego czasu przezycia dla chorych z ujemna i dodatnia eks-
presja biatka pRb wynosita odpowiednio 26 i 32 miesiace, a prawdopodobien-
stwo pigcioletniego przezycia — odpowiednio 40% 1 36% (p=0.89, rycina 18).
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Krzywa przezycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemna ekspresja
biatka pRb (N=59) w stosunku do chorych z dodatnia ekspresja biatka pRb
(N=144).

Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients without pRb protein
expression (N=59) vs patients with positive pRb protein expression (N=144).
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Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemna ekspresja
biatka pRb (N=59) w stosunku do chorych z dodatnia ekspresja biatka pRb (N=144).
Kaplan-Meyer overall survival curve for patients without pRb protein expres-
sion (N=59) vs patients with positive pRb protein expression (N=144).
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W analizie wieloczynnikowej, spo$rod wszystkich analizowanych cech
(z obecnoscia biatka pRb wiacznie), jedynie stopien zaawansowania klinicznego
nowotworu oraz stopien jego zréznicowania mialy znaczenie rokownicze w od-
niesieniu do czasu przezycia wolnego od nawrotu choroby i do catkowitego cza-
su przezycia (tabela 9).

Tab. 9. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmujaca wptyw cech
klinicznych chorych oraz ekspresji biatka pRb na czas przezycia wolny od na-
wrotu choroby oraz na catkowity czas przezycia (N=203).

Tab. 9. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of
all patients characteristics and pRb protein expression on disease-free and
overall survival (N=203).

Przezycie wolne od nawrotu Ogodlne przezycie
Disease-free survival Overall survival
p | WR¥95% ZU**) | p WR*(95% ZU**)
HR* (95% CI**) HR* (95% CI**)
Eiic 0.74 | 0.93(0.53-1.33) | 0.99 | 0.99 (0.59-1.40)
ng‘:k 023 | 1.23(0.89-1.59) | 0.18 1.27 (0.91-1.63)
Typ histologiczny nowotworu 024 | 1.08(0.94-121) | 032 | 1.07(0.93-121)
Histology
Stopient zaawansowania klinicznego | o o9 | 151 (1.35-1.67) | <0.001 | 1.56 (1.40-1.73)
Stage of disease
Stopien zrdznicowania nowotworu 0.02 139 (1.11-1.68) 001 150 (1.21-1.78)
P . 39 (1.11-1. . 50 (1.21-1.
Ekspresja bialka pRb 042 | 1.16(0.79-1.54) | 0.67 | 1.08(0.71-1.46)
PRb protein expression

WR*- wspotczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufno$ci
HR* — hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval

5.5. Biatko mdm2

Obecno$¢ biatka mdm2 stwierdzono w 72 sposréd 197 badanych guzow
(37%). Sredni odsetek wybarwionych jader komérkowych w dodatnich prepara-
tach wynosit 48+44%. Calkowity brak barwienia stwierdzono w 125 przypad-
kach (63%). Analiza statystyczna zostata wykonana dla r6znych punktéw odcig-
cia, ale zaden z nich nie wplynat na uzyskanie wynikéw znamiennych staty-
stycznie. Ostatecznie za wynik dodatni barwienia przyjeto jakakolwiek jadrowa
ekspresj¢ biatka mdm2 (>1%).

W badanej grupie chorych w analizie chi’® nie stwierdzono zalezno$ci pomie-
dzy obecnoscia biatka mdm2 a cechami klinicznymi i demograficznymi obejmu-
jacymi wiek 1iple¢ chorych, stopien zaawansowania klinicznego choroby
(z uwzglednieniem skali pTNM), rodzaj histopatologiczny guza oraz stopien
jego zrdznicowania (tabela 10).
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Tab. 10. Ekspresja biatka mdm2 w odniesieniu do cech klinicznych chorych (N=197, test
chi?).

Tab. 10. mdm?2 protein expression according to patients clinical characteristics (N=197,
chi’ analysis).

mdm?2 (-) mdm?2 (+) p
Wiek / Age
<60 lat 60 30 0.39
>60 lat 65 42
Pte¢ / Sex
Mezczyzni / Male 98 51 0.24
Kobiety / Female 27 21
Stopien zaawansowania nowotworu / Stage
I 54 33
I 10 12
1A 57 23 0.50
B + 1V 4 4
Typ histologiczny / Histology
Rak ptaskonabtonkowy / Squamous 66 48
Gruczolakorak / Adenous 35 17 0.08
Rak wielokomoérkowy / Large cell 12 ’
Rak gruczotowo-ptaskonabtonkowy / 12 3
Adeno-squamous
Stopien zr6znicowania nowotworu / Grade
Gl 21 8
G2 68 44 0.63
G3 36 20

Mediana czasu przezycia do nawrotu choroby dla chorych z ujemna
i dodatnia ekspresja biatkka mdm2 wynosita odpowiednio 20 i 24 miesigce,
a prawdopodobienstwo pigcioletniego przezycia bez nawrotu choroby - odpo-
wiednio 30% 1 36% (p=0.69, rycina 19).

Mediana catkowitego czasu przezycia dla chorych z ujemna i dodatnia eks-
presja biatka mdm?2 wynosita odpowiednio 27 i 33 miesiace, a prawdopodobien-
stwo pigcioletniego przezycia — odpowiednio 36% i 37% (p=0.79, rycina 20).
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Krzywa przezycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemna ekspresja
biatka mdm2 (N=125) w stosunku do chorych z dodatnig ekspresja biatka
mdm2 (N=72).

Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients without mdm2 protein
expression (N=125) vs patients with positive mdm?2 protein expression (N=72).
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Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemna ekspresja
biatka mdm2 (N=125) w stosunku do chorych z dodatnig ekspresja biatka
mdm2 (N=72).

Kaplan-Meyer overall survival curve for patients without mdm?2 protein expres-
sion (N=125) vs patients with positive mdm?2 protein expression (N=72).
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W analizie wieloczynnikowej, sposrod wszystkich analizowanych cech
(z obecnos$cia biatka mdm?2 wlacznie), jedynie stopien zaawansowania klinicz-
nego choroby oraz stopien zréznicowania guza mialy znaczenie rokownicze
w odniesieniu do czasu przezycia wolnego od nawrotu choroby, jak i do catko-
witego czasu przezycia (tabela 11).

Tab. 11. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmujaca wpltyw cech
klinicznych chorych oraz ekspresji biatka mdm2 na czas przezycia wolny od
nawrotu choroby oraz na catkowity czas przezycia (N=197).

Tab.11. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of
all patients characteristics and mdmZ2 protein expression on disease-free and
overall survival (N=197).

Przezycie wolne od nawrotu Ogodlne przezycie
Disease-free survival Overall survival
p | WR*(95% ZU**) | p WR*(95% ZU**)
HR* (95% CI**) HR* (95% CI**)
giic 0.64 | 0.91(0.51-1.31) | 0.85 0.96(0.54-1.37)
/‘E@ek 0.19 | 1.26(0.92-1.62) | 0.14 1.31 (0.94-1.68)
Typ histologiczny nowotworu 029 | 1.08(0.93-1.22) | 0.33 1.07 (0.92-1.22)
Histology
Stopien zaawansowania klinicznego | _o 501 | 1 51 (1.36-1.68) | <0.001 | 1.56 (1.40-1.73)
Stage of disease
Stopien zréznicowania nOWOtWoru | o3| 1 371 08-1.66) | 0.009 | 1.48 (1.19-1.78)
Grade
Ekspresja biatka mdm2 0.77 | 0.94(0.57-131) | 0.90 | 0.98 (0.60-1.35)
mdm2 protein expression

5.6. Biatko p21WAFY/CIP1

Wystepowanie biatka p21VAF"“"! zostato okreslone w 194 przypadkach
NDKRP. Jadrowa ekspresje biatka p21™VA"“"! stwierdzono w 126 guzach
(65%). Sredni odsetek ekspresji biatka p21™A*"“" w dodatnich przypadkach
wynosit 22%+21%. Analiza statystyczna zostata wykonana dla ré6znych punktow
odciecia, ale zaden z nich nie wplynal na uzyskanie wynikéw znamiennych sta-
tystycznie. Ostatecznie za dodatni wynik barwienia przyjeto jakakolwiek jadro-
wa ekspresje biatka p21VAT/P! (>19%).

W badanej grupie chorych w analizie chi’ nie stwierdzono zaleznosci pomie-
dzy obecnoscia biatka p21VAT“™™! 3 cechami klinicznymi i demograficznymi
obejmujacymi wiek i pte¢ chorych, stopien zaawansowania klinicznego choroby
(z uwzglednieniem skali pTNM), posta¢ histologiczna guza oraz stopien jego
zréznicowania (tabela 12).
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Tab. 12. Ekspresja biatka p21V*""“"™'  odniesieniu do cech klinicznych chorych
(N=194, test chi®).

Tab. 12. p21VAYPY protein expression according to patients clinical characteristics
(N=194, chi’ analysis).

p2 [ WAFTCPT (T pWAFICIPT (T
Wiek / Age
<60 lat 38 51 0.08
>60 lat 30 75
Ple¢ /Sex
Megzczyzni / Male 54 96 0.61
Kobiety / Female 14 30
Stopien zaawansowania nowotworu / Stage
I 28 57
11 4 17 0.15
1A 32 48
IIIB + IV 4 4
Typ histologiczny / Histology
Rak ptaskonablonkowy / Squamous 36 80
Gruczolakorak / Adenous 20 28 046
Rak wielokomoérkowy / Large cell 7 8 '
Rak gruczotowo-ptaskonablonkowy / 5 10
Adeno-squamous
Stopien zréznicowania nowotworu / Grade
Gl 10 20
a2 38 73 0.65
G3 20 33

Mediana czasu przezycia do nawrotu choroby dla chorych z ujemna i dodat-
nia ekspresja biatka p21™V*"“! wwynosita odpowiednio 30 i 20 miesiccy,
a prawdopodobienstwo piecioletniego przezycia bez nawrotu choroby - odpo-
wiednio 29% 1 36% (p=0.87, rycina 21).

Mediana catkowitego czasu przezycia dla chorych z ujemna i dodatnia
ekspresja biatka p21VAF"“""! wynosita odpowiednio 32 i 28 miesiace, a prawdo-
podobienstwo pigcioletniego przezycia — odpowiednio 32% i 40% (p=0.81, ryci-
na 22).

Nie stwierdzono réznicy w czasie przezycia do nawrotu choroby oraz cat-
kowitym czasie przezycia pomigdzy analizowanymi podgrupami chorych.
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Ryc. 21. Krzywa przezycia do nawrotu Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemna ekspresja
biatka p21™VAT/CP1 (N=68) w stosunku do chorych z dodatnia ekspresja biatka
p21WAF1/CIP1 (N=126)
Fig. 21. Kaplan-Meyer disease-free survival curve for patients without p21"*CP!
protein expression (N=68) vs patients with positive p21"**"“™ protein expres-
sion (N=126).
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Ryc. 22. Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z ujemna ekspresja
biatka p21"VA*C"! (N=68) w stosunku do chorych z dodatnia ekspresja biatka
p2 I WAFICIPL (N1 96

Fig. 22. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients without p21"**" ™! protein
expression (N=68) vs patients with positive p21"*""“™"!" protein expression

(N=126).
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W analizie wieloczynnikowej, obejmujacej wszystkie analizowane cechy
(z obecnoscia biatka p21VAF“*! wiacznie), jedynie stopien zaawansowania kli-
nicznego choroby oraz stopien zréznicowania guza nowotworowego mialy zna-
czenie rokownicze zarowno co do czasu przezycia wolnego od nawrotu choroby
jak i do catkowitego czasu przezycia (tabela 13).

Tab. 13. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmujaca wpltyw cech
klinicznych chorych oraz ekspresji biatka p21VAF"“™ na czas przezycia wolny
od nawrotu choroby oraz na calkowity czas przezycia (N=194).

Tab.13. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of
all patients characteristics and p21"**"“*! protein expression on disease-free
and overall survival (N=194).

Przezycie wolne od nawrotu Ogodlne przezycie
Disease-free survival Overall survival
p | WR¥(95% ZU**) | p WR*(95% ZU**)
HR* (95% CI**) HR* (95% CI**)
giic 076 | 0.94(0.52-1.35) | 0.99 1.00 (0.58-1.42)
/‘E@ek 042 | 1.16(0.79-1.53) | 0.33 1.19 (0.82-1.57)
Typ histologiczny nowotworu 0.15 | 1.10(0.96-1.24) | 0.15 | 1.11(0.96-1.25)
Histology
Stopien zaawansowania Klinicznego | o 501 | 1 50 (1.25-1.75) | <0.001 | 1.54 (1.29-1.80)
Stage of disease
%ffc}z“ ZIOZNICOWANIA NOWOLWOTU | ) 57 | 1 47 (1.19-1.75) | 0.001 | 1.59 (1.29-1.88)
Ekspresja biatka p21 ™ AF/CTPT
2RI B ression 071 | 1.06(0.71-1.42) | 0.76 | 1.05(0.69-1.42)

WR*- wspotczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufnosci
HR* — hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval

5.7. Cyklina D1

Wystepowanie cykliny D1 zostato okreslone w 194 przypadkach NDKRP.
Jadrowa ekspresje cykliny D1 stwierdzono w 77 guzach (40%). Sredni odsetek
ekspresji cykliny D1 w dodatnich przypadkach wynosit 18%+16%. Analiza sta-
tystyczna zostata wykonana dla roznych punktow odcigcia, ale zaden z nich nie
wptynat na uzyskanie wynikow znamiennych statystycznie. Ostatecznie za do-
datni wynik barwienia przyj¢to jakakolwiek jadrowa ekspresj¢ cykliny D1 (=1%).

W badanej grupie chorych w analizie chi® nie stwierdzono zalezno$ci pomie-
dzy obecnoscia cykliny D1 a cechami klinicznymi i demograficznymi obejmuja-
cymi wiek i pte¢ chorych, stopien zaawansowania klinicznego choroby
(z uwzglednieniem skali pTNM), posta¢ histologiczng guza oraz stopien jego
zréznicowania (tabela 14).
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Tab. 14. Ekspresja cykliny D1 w odniesieniu do cech klinicznych chorych (N=194, test
chi?).

Tab. 14. Cyclin D1 expression according to patients clinical characteristics (N=194,
chi’ analysis).

Cyklina D1 (-) | Cyklina D1 (+)
Cyclin DI (-) | Cyclin DI (+) p

Wiek / Age
<60 lat 60 29 0.06
>60 lat 57 48

Ple¢ / Sex
Megzczyzni / Male 93 57 0.38
Kobiety / Female 24 20

Stopien zaawansowania nowotworu / Stage
I 54 32
11 15 6 0.45
1A 42 37
1B + 1V 6 2

Typ histologiczny / Histology
Rak ptaskonablonkowy / Squamous

Gruczolakorak / Adenous Z; 33 050
Rak wielokomorkowy / Large cell 9 6 '
Rak gruczotowo-ptaskonablonkowy / 3 7
Adeno-squamous

Stopien zréznicowania nowotworu / Grade
Gl 16 15
G2 70 41 0.79
G3 31 21

Mediana czasu przezycia do nawrotu choroby dla chorych z ujemnag
i dodatnig ekspresja cykliny D1 wynosita odpowiednio 30 i 19 miesigcy, a praw-
dopodobienstwo pigcioletniego przezycia bez nawrotu choroby - odpowiednio
31% 1 36% (p=0.85, rycina 23).

Mediana catkowitego czasu przezycia dla chorych z ujemna i dodatnia eks-
presja cykliny D1 wynosita odpowiednio 32 i 28 miesiace, a prawdopodobien-
stwo pigcioletniego przezycia — odpowiednio 32% i 40% (p=0.82, rycina 24).

Nie stwierdzono réznicy w czasie przezycia do nawrotu choroby oraz cal-
kowitym czasie przezycia pomigdzy analizowanymi podgrupami chorych.
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W analizie wieloczynnikowej, sposrod wszystkich analizowanych cech
(z obecnoscia cykliny D1 wlacznie), jedynie stopien zaawansowania klinicznego
choroby oraz stopien zréznicowania guza nowotworowego mialy znaczenie ro-
kownicze zarowno co do czasu przezycia wolnego od nawrotu choroby jak i do
catkowitego czasu przezycia (tabela 15).

Tab. 15. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmujaca wpltyw cech
klinicznych chorych oraz ekspresji cykliny D1 na czas przezycia wolny od na-
wrotu choroby oraz na catkowity czas przezycia (N=194).

Tab. 15. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of
all patients characteristics and cyclin D1 expression on disease-free and over-
all survival (N=194).

Przezycie wolne od nawrotu Ogodlne przezycie
Disease-free survival Overall survival
p | WR¥(95% ZU**) | p WR*(95% ZU**)
HR* (95% CI**) HR* (95% CI**)
giic 072 | 0.92(0.51-1.34) | 0.97 1.00 (0.58-1.42)
Zj@ek 032 | 121(0.83-1.57) | 9.23 1.25 (0.88-1.63)
Typ histologiczny nowotworu 030 | 1.07(0.93-121) | 0.36 1.06 (0.92-1.21)
Histology
Stopien zaawansowania klinicznego | _o 01 | 1 50 (1.33-1.66) | <0.001 | 1.54 (1.37-1.72)
Stage of disease
Stopien zrdznicowania nowotworu 0.03 1.37 (1.08-1.67) 0.01 1.48(1.18-1.79)
P . 37 (1.08-1. . 48(1.18-1.
Ekspresja cykliny D1
Cyotin DI oxpression 0.95 | 0.99(0.63-1.43) | 050 | 0.88(0.51-1.25)

5.8. Korelacje pomiedzy wskaznikiem apoptotycznym,
wskaznikiem ekspresji PCNA a wystepowaniem
biatek p53, pRb, mdm2, p21WAFV"1 j cykliny D1

WA a W PCNA

W grupie 118 chorych z NDKRP okreslono tacznie wskaznik apoptotyczny
oraz wskaznik ekspresji PCNA. Srednia warto§¢ W PCNA w podgrupie chorych
z bardzo niskim, niskim, wysokim oraz bardzo wysokim WA wynosita odpo-
wiednio 39+30, 27419, 30+18 oraz 38+23. Srednia warto§¢ W PCNA byta zna-
miennie wyzsza w podgrupie chorych z bardzo niskim WA w pordéwnaniu do
podgrupy z niskim (p=0.04) lub wysokim WA (p<0.001). Nie stwierdzono ro6z-
nicy w $redniej wartosci wskaznika ekspresji PCNA pomigdzy podgrupami cho-
rych z bardzo niskim i bardzo wysokim WA (p=0.16) (rycina 25).
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Ryc. 25. Srednia warto$¢ wskaznika ekspresji PCNA w poszczegdlnych podgrupach
chorych z bardzo niskim (grupa A, N=32), niskim (grupa B, N=21), wysokim
(grupa C, N=36) oraz bardzo wysokim wskaznikiem apoptotycznym (grupa D,
N=29).

Fig. 25. Mean value of PCNA labeling index in patients subgroup with very low (group
A, N=32), low (group B, N=21), high (group C, N=36) and very high apoptotic
index (group D, N=29).

W tescie chi’ nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy W PCNA oraz WA, gdy
chorych w odniesieniu do obu parametréw podzielono w zaleznosci od mediany,
dolnego oraz gornego kwartyla na 4 podgrupy (p=0.54) (tabela 16).

WA a obecnosé biatka p53, pRb, mdm?2, p21"*""“" oraz cykliny D1

W grupie 170 chorych okreslono tacznie wskaznik apoptotyczny oraz obec-
no$¢ biatka p53 i pRb. W tescie chi’ nie stwierdzono zaleznoéci pomiedzy WA,
a ekspresja biatka p53 (p=0.83) lub ekspresja biatka pRb (p=0.28) (tabela 16).

W grupie 166 chorych okres$lono tacznie wskaznik apoptotyczny oraz obec-
no$é biatka mdm2, p21V**"“™ oraz cykliny D1. W teécie chi” nie stwierdzono
zalezno$ci pomigdzy WA a ekspresja biatka mdm2 (p=0.69), biatka p21WAF/CIP!
(p=0.81) oraz cykliny D1 (p=0.53) (tabela 16).
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Tab. 16. Korelacja pomigdzy WA a W PCNA, ekspresja biatka p53, pRb, mdm2,
p2 1 WAFVCIPL oraz cykling D1 (test chi’).

Tab. 16. Correlation between Al and PCNA LI, p53, pRb, mdm?2, p21 WAFI/CIPL o d cyclin
DI expression (chi’ analysis).

bardzo niski niski wysoki bardzo
WA WA WA wysoki WA | p
very low Al low Al high Al very high Al

Wskaznik ekspresji PCNA
PCNA labeling index
N=118
bardzo niski W PCNA 9 4 6 3
very low PCNA LI
niski W PCNA 5 9 12 7 0.54
low PCNA LI
wysoki W PCNA 5 5 12 10
high PCNA LI
bardzo wysoki W PCNA 13 3 6 9
very high PCNA LI
Ekspresja biatka p53
p33 protein expression
N=170 0.83
P53 (-) 23 16 27 25
p53 () 17 19 25 18
Ekspresja bialka pRb
PRb protein expression
N=170 0.28
pRbD (-) 13 8 13 9
pRb (+) 27 27 39 34
Ekspresja biatka mdm?2
mdm?2 protein expression
N=166 0.69
mdm?2 (-) 28 17 32 30
mdm?2 (+) 12 17 17 13
Ekspresja biatka p21 " AF/CTPT
p21" VAP rotein expression
N=166 0.81

21 WAFICIPL () 16 10 19 19
p2 1 WAFICIPT (4 20 25 33 24
Ekspresja cykliny D1
cyklin D1 expression
N=166 0.53
cyklina D1 (-) 22 19 33 28
cyklina D1 (+) 14 16 19 15

W PCNA a obecnosé biatka p53, pRb, mdm?2, p21"*""™ oraz cykliny D1

W badanej grupie u 125 chorych oceniano tacznie W PCNA oraz wystepo-
wanie biatka p53, pRb oraz biatka mdm2. W tescie chi’nie stwierdzono zalezno-
sci pomigdzy W PCNA a ekspresja biatka p53 (p=0.17), biatka pRb (p=0.37)
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oraz biatka mdm?2 (p=0.11) (tabela 17). Natomiast u 118 chorych oceniono lacz-
nie W PCNA oraz ekspresj¢ biatka p21™*"“""! i cykliny D1. W teécie chi® nie
stwierdzono zalezno$ci pomigdzy W PCNA a ekspresja biatka p21WVAF/CIP!
(p=0.19), stwierdzono natomiast dodatnia korelacj¢ pomigdzy W PCNA a obec-
nos$ciag cykliny D1 (p=0.017) (tabela 17).

Tab. 17. Korelacja pomiedzy W PCNA a ekspresja biatka p53, pRb, mdm2, p21VAF/CIP!
oraz cykling D1 (test chi®).

Tab. 17. Correlation between PCNA LI and p53, pRb, mdm2, p21"*""“"" and cyclin D1
expression (chi’ analysis).

bardzo niski niski wysoki | bardzo wysoki
W PCNA WPCNA | WPCNA W PCNA
very low low high very high P
PCNA LI PCNALI | PCNALI PCNA LI
Ekspresja biatka p53
p33 protein expression
N=125 0.17
p53 (-) 10 18 21 19
p53 (+) 13 18 13 13
Ekspresja biatka pRb
PRD protein expression
N=125 0.37
pRD (-) 8 8 8 7
pRD (+) 15 28 26 25
Ekspresja biatka mdm?2
mdm2 protein expression
N=125 0.11
mdm?2 (-) 16 29 24 18
mdm?2 (+) 7 7 10 14
Ekspresja biatka
o1 WAFI/CIPL
P2 1MAFICIPL bt
expression 0.19
N=118
p21 WAFICIPL 14 15 20 11
p21 WATICIPT () 8 19 12 19
Ekspresja cykliny D1
cyklin Dl1expression
N=118 0.017
cyklina D1 (-) 20 23 22 17
cyklina DI (+) 2 11 10 13

Wspétwystepowanie biatka p53 oraz biatka pRb, mdm2, p21"**"™ i cykliny D1

W badanej grupie u 203 chorych oceniano tacznie ekspresje biatka p53 oraz
pRb. W tescie chi’ nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy ekspresja biatka
p53 a ekspresja biatka pRb (p=0.37). U 197 chorych oceniono tacznie ekspresjg
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biatka p53 oraz biatka mdm2. W tescie chi’ nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy
ekspresjami biatka p53 i biatka mdm?2 (p=0.19). Natomiast u 194 chorych oce-
niono tacznie ekspresje biatka p53 oraz biatka p21VAF“"! i cykliny D1. W te-
Scie chi’ nie stwierdzono zaleznoéci pomiedzy ekspresja biatka p53 a biatka
p21WARVEIPL (50 41), stwierdzono natomiast ujemna korelacje pomiedzy ekspre-
sja biatka p53 oraz obecnoscia cykliny D1 (p=0.03) (tabela 18).

Tab. 18. Korelacja pomigdzy ekspresja biatka pS53 a ekspresja biatka pRb, mdm2,
p21VAFVCPT oraz cykliny D1 (test chi®).
Tab. 18. Correlation between p53 protein expression and expression of pRb, mdm?2,

p21" P and cyclin DI (chi® analysis).
p33 () p33 (1) p

Ekspresja biatka pRb
PRD protein expression
N=203 0.37
pRDb (-) 34 25
pRb (+) 73 71
Ekspresja biatka mdm?2
mdm?2 protein expression
N=197 0.19
mdm?2 (-) 61 64
mdm?2 (+) 42 30
Ekspresja biatka p21% F /CTFT
p21"E et protein expression
N=194 0.41
p21 WAFICIPL () 33 35
p21WAFICIPL (1) 69 57
Ekspresja cykliny D1
cyklin D expression
N=194 0.03
cyklina D1 (-) 54 63
cyklina D1 (+) 48 29

Wspolwystepowanie biatka pRb oraz biatka mdm?2, p21"**™  cykliny D1

W badanej grupie u 197 chorych oceniono tacznie ekspresje biatka pRb oraz
biatka mdm2. W te$cie chi® nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy ekspresja bial-
ka pRb a biatka mdm?2 (p=0.36). Natomiast u 194 chorych oceniono tacznie eks-
presje biatka pRb oraz biatka p21™A*“"™! i cykliny D1. W tescie chi’ nie stwier-
dzono zalezno$ci pomiedzy ekspresja biatka pRb a biatka p21™AF/"™®! (p=0.52),
stwierdzono natomiast dodatnig korelacj¢ pomigdzy ekspresja biatka pRb oraz
obecnoscia cykliny D1 (p=0.01) (tabela 19).
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Tab. 19. Korelacja pomiedzy ekspresja biatka pRb a ekspresja biatka mdm2, p21VA* lctpl

oraz cykliny D1 (test chi?).

Tab. 19. Correlation between pRb protein expression and expression of mdm2,

WAFI/CIPI
p21

and cyclin DI (chi*analysis).

pRb ()

pRb ()

Ekspresja biatka mdm?2
mdm2 protein expression
N=197

mdm?2 (-)

mdm?2 (+)

39
18

86
54

0.36

Fkspresja bialka p21 WAFI/CIP1
pZIWAF]/C[PI p}"Ol@i”l expression

N=194
o 1 WAFI/CIPL

p21WAF1/CIP1 (+)

17
37

51
89

0.52

Ekspresja cykliny D1
cyklin Dl1expression
N=194

cyklina D1 (-)
cyklina D1 (+)

41
13

76
64

0.01

Tab. 20. Korelacja pomigdzy ekspresja biatka mdm2 a ekspresja biatka p2

cykliny D1 (test chi®).

Tab. 20. Correlation between mdm?2 protein expression and expression of p2

and cyclin DI (chi’analysis).

IWAFI/CIPI

oraz

Ji WAF1/CIP1

mdm2 (-)

mdm2 (+)

Ekspresja bialka p21 "~ TCP!
p2] WAFI/CIP1 protein exprgssion
N=188

1 WAFICIPL
p21 WAFICIPL (1)

51
67

17
53

0.01

Ekspresja cykliny D1
cyklin D1expression
N=1388

cyklina D1 (-)
cyklina D1 (+)

78
40

35
35

0.03

p2 1 WAF1/CIP1 (_)

pleAFl/Clpl (+)

Ekspresja cykliny D1
cyklin D1expression
N=194

cyklina D1 (-)
cyklina D1 (+)

57
11

60
66

<0.001
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Wspotwystepowanie biatka mdm?2 oraz biatka p21"**"“"™ i cykliny D1

W grupie 188 chorych oceniono tacznie ekspresje biatka mdm2 oraz biatka
p21WVAFVEIPL S cvkliny D1. W tescie chi® stwierdzono dodatnia korelacje pomiedzy
ekspresja biatka mdm2 a ekspresja biatka p21V*F"“™" (p=0.01), oraz pomiedzy
ekspresja biatka mdm2 oraz obecnoscia cykliny D1 (p=0.03). W grupie 194 cho-
rych oceniono lacznie ekspresje biatka p21VAF“™"! i cykliny D1. W tescie chi’
stwierdzono dodatnia korelacje pomiedzy ekspresja biatka p21V*T/“"! oraz
obecnoscia cykliny D1 (p<0.001) (tabela 20).

5.9. Ocena rokowniczego znaczenia wybranych
fenotypow

W analizie zlozonych fenotypow oceniano tacznie dwa parametry. W jed-
nym przypadku (ze wzgledu na najwyzsza liczebno$¢ grupy, w ktorej okreslono
lacznie wystepowanie biatka p53, pRb oraz mdm2, N=197), wykonano oceng
warto$ci rokowniczej trzech parametréw tacznie. Poza powyzsza analiza, badano
jednocze$nie maksymalnie dwa parametry, aby unikna¢ falszywie dodatniego
btedu typu alfa, wynikajacego z wielokrotnego poréwnywania i ztozono$ci ana-
lizy, a nie z prawdziwej korelacji pomi¢dzy parametrami.

Wskaznik apoptotyczny

W analizie ztozonych fenotypow sktadajacych sig¢ z kombinacji WA oraz
W PCNA (analiza wybrany fenotyp vs inni), sposréd wszystkich mozliwych
kombinacji jedyna znamienno$¢ statystyczna stwierdzono dla podgrupy o feno-
typie o bardzo wysokim WA oraz o bardzo wysokim W PCNA. Chorzy o tym
fenotypie mieli znamiennie krotszy czas wolny do nawrotu choroby (p=0.003,
wspotczynnik ryzyka (WR) 2.90, 95% zakres ufnosci (95% ZU) 2.18-3.62) oraz
czas calkowitego przezycia w stosunku do pozostatych chorych (p=0.001, WR
3.27,95% ZU 2.55-3.99) (rycina 26).

W analizie zlozonych fenotypow sktadajacych si¢ z kombinacji WA oraz
biatka pRb (analiza wybrany fenotyp vs inni), sposrdod wszystkich mozliwych
kombinacji znamienno$¢ stwierdzono jedynie dla podgrupy o fenotypie o bardzo
niskim WA oraz braku obecnosci biatka pRb. Chorzy o tym fenotypie mieli
znamiennie skrécony czas wolny do nawrotu choroby (p=0.04, WR 1.66, 95%
ZU 0.99-2.29) oraz czas catkowitego przezycia w stosunku do pozostatych cho-
rych (p=0.04, WR 1.96, 95% ZU 1.31-2.61) (rycina 27).
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Ryc. 26. Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z fenotypem
o bardzo wysokim W PCNA oraz bardzo wysokim WA (N=9) w stosunku do
pozostatych chorych (N=109).
Fig. 26. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients with very high PCNA LI and
very high AI (N=9) vs other patients (N=109).
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Ryc. 27. Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meyer’a u chorych z fenotypem
o bardzo niskim WA oraz ujemna ekspresja biatka pRb (N=13) w stosunku do
pozostatych chorych (N=157).

Fig. 27. Kaplan-Meyer overall survival curve for patients with very low Al and negative
PRD protein expression (N=13) vs other patients (N=157).
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Podczas analizy innych ztozonych fenotypow (analiza wybrany fenotyp vs
inni), sktadajacych si¢ ze WA oraz biatek p53, mdm2, p21VA*"“*! i cykliny D1,
nie stwierdzono roéznic w czasie wolnym do nawrotu choroby oraz w catkowitym
czasie przezycia.

Wskaznik ekspresji PCNA

Sposrod wszystkich mozliwych kombinacji fenotypow W PCNA oraz eks-
presji biatka p53 (analiza wybrany fenotyp vs inni), nie stwierdzono réznicy
w czasie do nawrotu choroby ani w czasie catkowitego przezycia. Natomiast
w podgrupie chorych z obecnoscia biatka p53 (p53+), chorzy z dodatkowo bar-
dzo wysokim W PCNA mieli znamiennie krétszy czas do nawrotu choroby
(p=0.03, WR 1.36, 95% ZU 1.07-1.64) oraz krétszy catkowity czas przezycia
(p=0.026, WR 1.39, 95% ZU 1.10-1.67) w stosunku do chorych z fenotypem
p53+/ bardzo niski W PCNA (rycina 28).
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Ryc. 28. Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meyer’a w podgrupie chorych z feno-
typem o dodatniej ekspresji biatka p53, o bardzo niskim W PCNA (N=13)
w stosunku do chorych o bardzo wysokim W PCNA (N=13).

Fig. 28. Kaplan-Meyer overall survival curve for subgroup of patients with p53 positive
protein expression, with very low PCNA LI (N=13) vs patients with very high
PCNA LI (N=13).
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Sposrod wszystkich mozliwych kombinacji fenotypow W PCNA oraz eks-
presji biatka pRb (analiza wybrany fenotyp vs inni), nie stwierdzono réznicy
w czasie do nawrotu choroby ani w czasie catkowitego przezycia. Natomiast
w podgrupie chorych z brakiem ekspresji biatka pRb (pRb-), chorzy z bardzo
wysokim W PCNA mieli znamiennie krétszy czas do nawrotu choroby (p=0.04,
WR 1.45, 95% ZU 1.09-1.81) oraz catkowity czas przezycia (p=0.04, WR 1.47,
95% ZU 1.09-1.82) w poroéwnaniu do chorych z brakiem ekspresji biatka pRb
(pRb-) oraz z bardzo niskim W PCNA (rycina 29).
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Ryc. 29. Krzywa przezycia catkowitego Kaplana-Meyer’a w podgrupie chorych z feno-
typem o ujemnej ekspresji biatka pRb, o bardzo niskim W PCNA (N=8) w sto-
sunku do chorych o bardzo wysokim W PCNA (N=7).
Fig. 29. Kaplan-Meyer overall survival curve for subgroup of patients without pRb pro-
tein expression, with very low PCNA LI (N=38) vs patients with very high PCNA
LI (N=7).

Sposréd pozostatych fenotypow W PCNA oraz ekspresji biatka mdm?2,
p2 1 VARV eykliny D1 (analiza wybrany fenotyp vs inni), zaden nie wptywat

na czas wolny od nawrotu oraz na czas catkowitego przezycia.
Biatko p53, pRb, mdm2, p21 "**"“™' cyklina D1

Pomigdzy wszystkimi mozliwymi fenotypami p53/pRb, p53/mdm2,
mdm2/pRb, p53/p21VAFPL p53/cyklina D1, pRb/p21VAFC"! pRb/cyklina D1,
mdm2/p21 VAT mdm2/cyklina D1, p21VA"“™/cyklina DI nie stwierdzono
statystycznie znamiennych réznic w czasie do nawrotu choroby oraz czasie



Wyniki 71

catkowitego przezycia. W tabeli 21 przedstawiono przyktadowe wyniki dotycza-
ce kombinacji fenotypow biatek p53, pRb oraz mdm2. Zawiera ona rowniez
wyniki dla fenotypu ztozonego tacznie z trzech analizowanych parametrow.

Tab. 21. Wplyw ztozonych fenotypow pS53/pRb/mdm2 na czas do nawrotu choroby oraz
na czas calkowitego przezycia (N=197, analiza jednoczynnikowa).

Tab. 21. The impact of p53/pRb/mdm?2 combined phenotypes on disease-free and overall
survival (N=197, univariate analysis).

Czas do nawrotu Catkowity czas
choroby przezycia
;),Zii;iiizgforz;}; No. (%) | Disease-free survival Overall survival
WR*(95% ZU**) WR*(95% ZU**)
P | HR*(95%CI*) | P | HR* (95% CI*¥)
mdm2+/p53+ vs inni (others) 30 (15%) | 0.93 | 1.02 (0.55-1.49) | 0.61 | 1.16 (0.59-1.73)
mdm2+/p53- vs inni (others) 42 (21%)| 0.60 | 0.89 (0.48-1.31) | 0.69 | 0.92 (0.49-1.34)
mdm2-/p53+ vs inni (others) 64 (33%) | 0.85 | 1.03 (0.68-1.38) | 0.72 | 1.09 (0.61-1.56)
mdm2-/p53- vs inni (others) 61 (31%) | 0.83 | 1.04 (0.68-1.39) | 0.81 | 1.06 (0.57-1.54)
mdm2+/pRb+ vs inni (others) 30 (15%) | 0.97 ] 0.99 (0.46-1.52) | 0.74 | 1.09 (0.57-1.62)
mdm2+/pRb- vs inni (others) 42 (21%) | 0.64 | 0.89 (0.42-1.37) | 0.81 | 0.94 (0.46-1.43)
mdm2-/pRb+ vs inni (others) 64 (33%) | 0.98 |0.99 (0.58-1.40) | 0.90 | 1.03 (0.61-1.45)
mdm2-/pRb- vs inni (others) 61 (31%) | 0.83 | 1.04 (0.68-1.39) | 0.94 | 0.98 (0.62-1.35)
mdm2+/p53+/pRb+vs inni (others) | 24 (12%) | 0.32 | 1.28 (0.78-1.78) | 0.22 | 1.36 (0.87-1.85)
mdm2+/p53+/pRb- vs inni (others) | 6 (3%) | 0.09 [0.19 (-1.78-2.15)| 0.12 | 0.21 (-1.76-2.20)
mdm2+/p53-/pRb+ vs inni (others) | 32 (16%) | 0.98 | 0.99 (0.54-1.45) | 0.94 | 1.01 (0.54-1.48)
mdm2+/p53-/pRb- vs inni (others) | 10 (5%) | 0.29 [0.61 (-0.28-1.51)| 0.42 | 0.69 (-0.21-1.59)
mdm2-/p53+/pRb+ vs inni (others) | 46 (23%) | 0.98 | 0.99 (0.55-1.43) | 0.80 | 0.94 (0.49-1.39)
mdm2-/p53+/pRb- vs inni (others) |18 (10%)| 0.38 | 1.30 (0.70-1.90) | 0.43 | 1.27 (0.68-1.87)
mdm2-/p53-/pRb+ vs inni (others) |41 (21%)| 0.64 | 1.11 (0.65-1.57) [ 0.92 | 1.02 (0.56-1.48)
mdm2-/p53-/pRb- vs inni (others) |20 (10%) | 0.98 | 0.99 (0.39-1.59) | 0.85 | 0.94 (0.33-1.56)
mdm2+/p53+/pRb- vs 6 (13%) | 0.10 |5.33(3.34-7.33) | 0.12 | 4.83 (2.83-6.83)
mdm2-/p53-/pRb+ 41 (87%)

WR*- wspotczynnik ryzyka, 95% ZU** - 95% zakres ufno$ci
HR* — hazard ratio, 95% CI** - 95% confidence interval

5.10. Rokownicze znaczenie wszystkich okreslonych
parametrow analizowanych tgcznie

W grupie 115 chorych dokonano oceny wptywu wszystkich analizowanych
cech na czas do nawrotu choroby oraz na czas catkowitego przezycia. W analizie
wieloczynnikowej sposrod wszystkich analizowanych cech klinicznych, demo-
graficznych i parametréw biologicznych obejmujacych wiek i pte¢ chorych, sto-
pien zaawansowania klinicznego choroby, rodzaj histopatologiczny guza oraz
stopien jego zroéznicowania, WA, W PCNA, ekspresj¢ biatka p53, pRb, mdm2,
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p2 1 VARV oraz cykliny D1, jedynie stopien zaawansowania klinicznego choro-

by oraz stopien zrdznicowania guza nowotworowego miaty wplyw na czas do
nawrotu choroby oraz na catkowity czas przezycia (tabela 22).

Tab. 22. Analiza wieloczynnikowa oparta na modelu Cox’a obejmujaca wpltyw cech
klinicznych chorych oraz wszystkich okre§lonych parametréw na czas przezycia
wolny od nawrotu choroby oraz na catkowity czas przezycia (N=115).

Tab. 22. Multivariate Cox proportional hazard model analysis concerning the impact of

all patients characteristics and all analyzed parameters on disease-free and
overall survival (N=1135).

Przezycie wolne od nawrotu Ogodlne przezycie
Disease-free survival Overall survival
WR*(95% ZU**) WR*(95% ZU**)
Pl HR* (95% I+ P HR* (959 CI*%)
Wskaznik apoptotyczny 0.61 | 1.05(0.85-1.24) | 0.98 | 1.00(0.81-1.20)
Apoptotic index
Ekspresja biatka mdm2 0.73 | 1.09(0.55-1.64) | 0.54 | 1.17(0.65-1.70)
mdm?2 protein expression
Ekspresja biatka pRb 045 | 0.82(0.31-1.33) | 025 | 0.73 (0.22-1.25)
PRb protein expression
Ekspresja biatka p53

053 protein expreseion 0.84 | 0.95(0.48-1.4) | 0.65 | 0.89(0.43-1.36)

Wskaznik ekspresji PCNA
PCNA labeling index

0.35 1.11 (0.89-1.32) 0.20 1.15 (0.93-1.36)

Ekspresja biatka p21 ™ AF/CTPT

D2 IAFTCIPL o epression 0.15 | 1.39(0.93-1.86) | 0.09 | 1.49(1.02-1.96)
Ekspresja cykliny D1 098 | 0.99(0.44-1.54) | 0.45 | 0.82(0.26-1.38)
cyclin D1 expression

giic 046 | 1.21(0.69-1.74) | 036 | 1.28(0.74-1.82)
ng‘:k 0.61 | 1.13(0.63-1.64) | 0.44 | 122(0.71-1.75)
Typ histologiczny nowotworu 0.88 | 1.01(0.81-121) | 0.77 | 1.02 (0.82-1.22)
Histology

Stopiefi zaawansowania Klinicznego | _ 601|167 (1.45-1.89) |<0.001| 1.81 (1.58-2.04)
Stage of disease

Stopien zrdéznicowania nowotworu
Grade

0.04 1.48 (1.07-1.89) 0.03 1.58 (1.16-2.01)




Omowienie 73

6. OMOWIENIE

W niniejszej rozprawie podjeto probg oceny klinicznego znaczenia wskazni-
ka apoptotycznego w powiazaniu z wybranymi parametrami uczestniczacymi
w regulacji cyklu komoérkowego u chorych na niedrobnokomorkowego raka
ptuca. Posrod wielu biatek uczestniczacych w tej regulacji oceniono ekspresje
biatka p53, PCNA, pRb, mdm2, p21VA*"“™ oraz cykliny D1 w komérkach
NDKRP. Wszystkie analizowane parametry oceniono lacznie w duzej grupie
chorych, okreslajac zalezno$¢ pomigdzy nimi a wybranymi cechami klinicznymi.
Badano rowniez warto$¢ rokownicza wszystkich analizowanych czynnikéw,
rozpatrywanych pojedynczo lub tacznie. Czg$¢ aspektow poruszonych w niniej-
szej rozprawie nie byla dotychczas badana w odniesieniu do NDKRP. Dlatego
w dyskusji niektore uzyskane wyniki odnoszono do prac dotyczacych innych
nowotworow ztosliwych.

6.1. Ocena zréznicowania wskaznika apoptotycznego,
wskaznika ekspresji PCNA oraz obecnosci biatek
p53, pRb, mdm2, p21"VAFV"! j cykliny D1

Wskaznik apoptotyczny

W przedstawionej analizie, podobnie do innych autoré6w, apoptoza komorek
nowotworowych zastata oznaczona przy uzyciu techniki TUNEL [64, 100, 110,
120, 150, 171, 174, 175, 179]. Metoda ta pozwala na wykrycie komorek z typo-
wymi cechami apoptozy, takze tych we wczesnych stadiach samobojczej $mierci
komorki, ktore nie wykazuja jeszcze widocznych zmian morfologicznych [176].
Z uwagi na mozliwo$¢ reakcji falszywie dodatnich, zwiazanych z obecnos$cia
komorek martwiczych, badanie apoptozy za pomoca techniki TUNEL nie jest
pozbawione ograniczen [151]. Aby wykluczy¢ martwicg, w niniejszej pracy
(podobnie jak w pracach innych autoré6w) oceng apoptozy przeprowadzono
z rbwnoczesnym badaniem tego samego skrawka guza barwionego hematoksyli-
na-eozyng [64, 171, 174-176]. Z drugiej strony przedtuzony okres utrwalania
tkanek w formalinie moze powodowa¢ fatszywie ujemny wynik reakcji TUNEL
[24], dlatego tez czg$¢ autorow wykluczyta z analizy przypadki, w ktorych nie
stwierdzono ani jednej komorki apoptotycznej [150]. W niniejszej rozprawie
catkowity brak obecnosci komoérek apoptotycznych stwierdzono jedynie
w 2 przypadkach (1%). Ze wzgl¢du na mata liczebnos¢, chorych tych nie wyklu-
czono z analizy.

W wigkszo$ci opracowan (wlaczajac niniejsza analizg), wystgpowanie ko-
morek apoptotycznych wyrazano pod postacia wskaznika apoptotycznego (WA,
Apoptotic Index - Al), okreslajacego taczna liczbe komorek apoptotycznych
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wystepujacych wsrdd 1000 komorek nowotworowych [64, 100, 110, 120, 150,
171, 174-176, 179]. W przedstawionej pracy $rednia wartos¢ WA dla calej grupy
170 chorych wynosita 12 (mediana 8), oba wyniki byty porownywalne z wyni-
kami przedstawionymi przez innych autoréw, w ktoérych $rednia wartos¢ WA w
komorkach NDKRP ksztattowata si¢ w zakresie od 11 - 23 (mediana 8-15) [64,
120, 150, 174-176, 179]. W poprzedniej pracy naszego zespotu [35], w niewiel-
kiej grupie 50 chorych z NDKRP $rednia wartos¢ oraz mediana WA byty po-
dobne i wynosily odpowiednio 141 9.

Trudnosci w porownywaniu wynikow WA w komdrkach NDKRP prezento-
wanych przez réznych autorow wynikajg z faktu roznego podziatu chorych na
podgrupy podczas analizy statystycznej. Czg$¢ autorow (wlaczajac niniejsza
rozprawe) [150, 174, 176] postugiwata si¢ podzialem opartym na medianie oraz
dolnym i gornym kwartylu, inni natomiast dzielili badana grupe na dwie podgru-
py, opierajac podzial jedynie na $redniej wartosci WA [64, 138]. W poprzednigj
pracy naszej grupy [35] zastosowano podziatl na dwie podgrupy. Podziat taki
wynikal z faktu niskiej liczebnosci przedstawianych wowczas przypadkow
(N=50), podczas gdy obecna analiza dotyczy 170 chorych na NDKRP. Wydaje
sig, ze podziat chorych na cztery podgrupy (z uwzglednieniem mediany, dolnego
1 gornego kwartyla) jest lepszy, bowiem umozliwia doktadniejsza analize, choc¢
wymaga rowniez wigkszej liczebnie grupy.

Wskaznik ekspresji PCNA

W przedstawionej analizie, jadrowa ekspresje biatka PCNA stwierdzono
w przewazajacej czesci przypadkow (97%). Wyniki te potwierdzaja poprzednie
doniesienia o bardzo wysokiej czgstosci wystegpowania biatka PCNA w NDKRP
[20, 37, 40, 44, 45, 49].

Aby ulatwi¢ poréwnanie otrzymanych wynikow z wynikami uzyskanymi
przez innych autorow, ekspresj¢ PCNA wyrazono w ninigjszej rozprawie pod
postacia wskaznika ekspresji PCNA (W PCNA, PCNA labeling index - PCNA
L) [44, 50, 92, 101, 121, 140, 176, 178]. Czg$¢ autorow, nagromadzenie PCNA
prezentowala w postaci odsetka wybarwionych jader w polu widzenia [9, 30, 37,
40, 79, 173]. Procentowy sposob wyrazania nagromadzenia PCNA zastosowano
roOwniez we wczesniejszej pracy naszego zespotu, dotyczacej chorych na
NDKRP pochodzacych z Pomorza Gdanskiego [30].

Wskaznik ekspresji PCNA (definiowany jako $redni procent wybarwionych
komorek na 1000 komodrek nowotworowych) okresla doktadniej odsetek wybar-
wionych jader komdrkowych. Wskaznik PCNA wymaga przejrzenia wigkszej
liczby komorek nowotworowych, poniewaz do jego oceny konieczne jest obej-
rzenie $rednio 10 pdl widzenia. Ocena wielu pol widzenia jest szczegélnie wazna
w odniesieniu do guzéw z nieréwnomiernym rozmieszczeniem dodatnio wybar-
wionych jader komérkowych. Biatko PCNA charakteryzuje si¢ duza réznorodnoscia
pomigdzy roznymi fragmentami tego samego guza, sprawiajac, ze ostateczna ocena
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odsetka wybarwionych jader komorkowych $cisle zalezy od wielkosci oceniane-
go preparatu oraz od liczby obejrzanych po6l widzenia [40, 178].

Z uwagi na wysoka czestos¢ (ponad 90% przypadkdéw) wystepowania biatka
PCNA w NDKRP, wielu autoréw podobnie jak w niniejszej pracy, analizuje
wyniki barwienia dla PCNA jako zmienng ciagla a nastgpnie kategoryzuje
zmienng (dzielac badana grupe na podstawie mediany oraz dolnego i gornego
kwartyla). Analiza taka daje lepsza mozliwo$¢ oceny klinicznego znaczenia
wskaznika ekspresji PCNA niz podzial badanej grupy jedynie na podgrupy
o dodatnim lub ujemnym barwieniu [30, 37, 40, 79, 173].

Dodatkowych trudnosci w porownywaniu wynikéw prac pomigdzy soba
przysparza fakt, ze autorzy dzielacy chorych jedynie na podgrupg dodatnia
i uyjemna, uzywali réznych punktow odcigcia obejmujacych prog 0% [9, 37, 44],
1% [40, 173], 5% [79] Iub 10% [30, 140]. Z tego powodu, przyktadowo w pracy
Ebiny i wsp. [37], przy punkcie odcigcia 0% obecnos¢ biatka PCNA stwierdzono
w 98% guzdw, natomiast tylko w 80%, gdy za dodatnie uznano guzy wykazuja-
ce >10% dodatnich komodrek w preparacie. Rozbieznosci dotyczace techniki
liczenia odsetka dodatnich komoérek w guzie oraz sposobu podzialu grupy jasno
pokazuja konieczno$¢ standaryzacji oceny wystgpowania biatka PCNA w przy-
sztych badaniach.

Ekspresja bialek p53, mdm2, pRb, p21"**"™" oraz cykliny D1

1WAF1/CIP1

W przeprowadzonym badaniu obecno$¢ biatka p53, pRb, mdm2, p2
oraz cykliny D1 stwierdzono odpowiednio w 47%, 71%, 37%, 65% 1 40% przy-
padkéw NDKRP.

W odniesieniu do NDKRP istnieje bogate pismiennictwo dotyczace oceny
wystepowania biatka p53. W pracach tych ekspresja biatka p53 ksztattuje si¢ na
poziomie od 42 do 72%, tak wigc wynik uzyskany w niniejszej rozprawie (47%)
znajduje si¢ w dolnym przedziale wynikéw opublikowanych przez innych auto-
row [7, 19, 37, 40, 46, 53, 54, 68, 102, 122, 146, 183, 189]. W przedstawione;j
pracy biatko pRb wystgpowato w 71%, w 29% przypadkéw stwierdzono catko-
wity brak obecnosci biatka pRb. W pracach innych autorow nad wystepowaniem
biatka pRb w NDKRP, odsetek przypadkow, u ktorych w komérkach guza do-
szto do utraty funkcjonalnego biatka pRb wahal si¢ w przedziale od 6 do 32%
[4, 11, 13, 26, 34, 72, 94, 102, 116, 136, 154, 187, 189, 191]. W niniejszej roz-
prawie, obecno$¢ biatka mdm?2 stwierdzono w 37% przypadkow NDKRP. Odse-
tek ten znajduje si¢ w szerokim zakresie wynikow opublikowanych przez innych
autoréw, ksztattujacym sie w przedziale od 6 do 78% [2, 43, 53, 57, 70, 89, 90,
114, 192, 193]. W pismiennictwie odsetek guzow z obecnoscia biatka
p21VAFVEP! o komorkach NDKRP wahat si¢ pomiedzy 27% a 80% [2, 5, 18, 31,
42,61,91, 115, 163, 172, 184, 192, 193], natomiast w niniejszej analizie wynosit
on 65%. W badanym materiale NDKRP, obecno$¢ cykliny D1 stwierdzono
w 40% przypadkow. W pracach innych autoréw dotyczacych tego nowotworu



76 Dorota Dworakowska

cykling D1 obserwowano w 12 - 57% przypadkow [6, 11, 13, 17, 32, 78, 83, 86,
98, 116, 119, 124, 135, 136, 157, 182].

Tak duza rozpigtos¢ w wystepowaniu poszczegolnych biatek w NDKRP ob-
serwowana w pismiennictwie, zwlaszcza biatka mdm?2, moze wynikaé¢ z wielu
przyczyn. Jedna z nich wydaja sig by¢ rdéznice metodologiczne dotyczace uzyte-
go przeciwciata pierwotnego, skierowanego przeciwko odpowiedniemu biatku
oraz czulos¢ systemu detekcyjnego. Kolejnym czynnikiem utrudniajacym po-
rownywanie wynikow réznych autorow jest fakt, ze niektorzy z nich za ekspresje
dodatnig uznaja nagromadzenie produktu biatkowego rowniez w cytoplazmie [6,
11]. W niniejszej pracy, podobnie jak w innych opracowaniach [13, 116, 136],
barwienia znajdujace si¢ poza jadrem komorkowym uznano za niespecyficzne
[13, 32]. Nastgpna istotna kwestia sa niejednolite punkty odcigcia, przy ktorych
preparaty zostaty zakwalifikowane jako dodatnie. Przyktadowo dla biatka p53
stosowano progi odcigcia na poziomie 1% [102], 5% [189], 10% [72] lub nawet
50% [113], dla biatka pRb punkt odciecia od 0% [72, 189, 191], przez 1% [102],
5% [11] do 20% [154], dla biatka mdm?2 od 0% [54, 185], przez 5% [169] do
10% [53, 70] a dla biatka p21 ™A' 6d 0% [10], przez 1% [5], 5% [91, 163] do
10% [2, 192, 193].

Wysokos$¢ progu odcigcia pozostaje kwestia nierozstrzygnigta. W odniesie-
niu do pRb, wydaje sig, ze utratg funkcji genu RB stwierdza sig tylko w przypad-
ku guzéw z catkowitym brakiem ekspresji tego biatka [72, 189, 191]. Zalozenie
to potwierdza fakt, ze ilo$¢ biatka pRb zalezy od fazy cyklu komoérkowego,
w ktorej znajduje si¢ dana komoérka [190]. Zatem niska ekspresja lub nawet jej
brak w czg$ci guza, nie dowodzi jeszcze catkowitej utraty funkcji genu RB. Po-
wyzszego toku rozumowania nie mozna jednak odnies¢ do pozostalych analizo-
wanych bialek, w odniesieniu do ktérych o zaburzeniu funkcji genu $wiadczy
nagromadzenie si¢ produktu biatkowego, kodowanego przez dany gen.

W przeprowadzonym badaniu, podobnie do innych autoréw [10, 56, 72, 185,
189], celem ujednolicenia analizy i utatwienia interpretacji wynikow, za dodatnie
uznano tkanki nowotworowe, ktore wykazywaty jakakolwiek, jadrowa ekspresje
badanych biatek (=1%) (jakkolwiek analizg statystyczna przeprowadzono dla
roznych punktow odcigcia).

Pomimo wyzej wymienionych trudno$ci w interpretacji wynikow roéznych
autoréw, nalezy podkresli¢, ze zarowno reakcja TUNEL jak i metoda immunohi-
stochemiczna charakteryzuja si¢ wysoka powtarzalno$cia oraz prostota wykona-
nia. Cechuje je rowniez, w porownaniu np. do badan molekularnych, relatywnie
niski koszt analiz [195]. Dodatkowym atutem tego typu badan jest fakt, ze mate-
rial biologiczny wykorzystywany do oznaczen nie wymaga skomplikowane;j
obrobki, poniewaz skrawki utrwalone sa w zbuforowanej formalinie i przecho-
wywane w postaci blokow parafinowych. Oznaczenie moze zosta¢ wykonane
nawet po wielu latach od momentu pobrania tkanki guza. Do badania wystarczy
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niewielka ilo§ci materiatu, co pozwala na wykonanie wielu oznaczen u tego sa-
mego chorego. Podsumowujac, metody uzyte w niniejszej pracy stwarzaja szan-
se zastosowania powyzszych barwien w codziennej praktyce [195].

6.2. Ocena zaleznosci pomiedzy wskaznikiem
apoptotycznym, wskaznikiem ekspresji PCNA,
biatkiem p53, pRb, mdm2, p21VAF/"P! oraz
cykling D1

Dzigki analizie wielu parametrow, bioracych udziat w regulacji cyklu ko-
moérkowego oraz apoptozy, mozna w kompleksowy sposéb oceni¢ szereg zabu-
rzen obserwowanych w komdrkach NDKRP. Wspdlne rozpatrywanie wszystkich
analizowanych cech pozwala przyblizy¢ zrozumienie patomechanizméw prowa-
dzacych do powstania i rozwoju komoérek nowotworowych. Jak dotad w odnie-
sieniu do wielu biatek komercyjnie dostgpne przeciwciata nie pozwalaja w petni
ustali¢ typu zaburzen, do ktorych doszto podczas onkogenezy. Dotyczy to przede
wszystkim biatek p53 oraz pRb, kluczowych w regulacji cyklu komorkowego.
Ocena wspolwystgpowania czynnikow, ktorych ekspresja podlega regulacji
przez biatka p53 i pRb, moze w znacznym stopniu poszerzy¢ nasze rozumienie,
jakie funkcje danego genu zostaly zaburzone w komorce nowotworowe;j. I tak
np. obecno$é biatka p2 1WA w petniejszy sposob ocenia stan funkcjonalny
genu P53 niz sama ocena wystgpowania biatka p53. Dzieje si¢ tak, poniewaz
biatko p21VAFV“™®! ylega akumulacji w przypadku pobudzenia genu P53 [39].
Jak juz wspomniano wczeséniej czas pottrwania niezmutowanego biatka p53 jest
na tyle krotki, ze nie pozwala na wykrycie jego obecnos$ci za pomoca technik
immunohistochemicznych [69]. Natomiast w komérkach nowotworowych, ktére
utracity zdrowe — ,,dzikie” biatko p53 lub zawieraja jego zmutowang forme,
praktycznie nie obserwuje si¢ obecnosci biatka p21™VAT“"! Tub jego ekspresja
jest bardzo niska. Z tego wzgledu ekspresja biatka p21"V*""“""! moze daktadniej
niz samo nagromadzenie biatka p53, ocenia¢ funkcje genu P53 [38].

Rownowaga pomigdzy proliferacja komorkowa a apoptoza oceniana byla
w wielu nowotworach ztosliwych [150, 176, 179]. Sugeruje sig, ze rozrost guza
nowotworowego moze wynika¢ ze zwigkszonej proliferacji, zahamowania apop-
tozy lub z obu przyczyn lacznie [150]. W pracach dotyczacych chioniakéw zto-
sliwych, nowotwordéw ztosliwych jelita grubego czy piersi, stwierdzano silny
zwiazek pomigdzy nasileniem apoptozy a wzrostem roznych wskaznikow proli-
feracji komorkowej [84, 177, 180]. W NDKRP stwierdzono réwniez zaleznos¢
pomiedzy WA a wskaznikiem mitotycznym [120, 138] oraz ekspresja biatka
PCNA [120, 176].

W jednej z najciekawszych prac oceniajacych tacznie WA oraz W PCNA
w komorkach NDKRP (N=236) [174], podobnie jak w niniejszej rozprawie,
chorych podzielono na cztery podgrupy (na podstawie mediany oraz dolnego
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i gornego kwartyla) o bardzo niskim, niskim, wysokim i bardzo wysokim WA.
Autorzy tej pracy sugerowali $cisty zwiazek pomigdzy apoptoza a proliferacja
komoérek NDKRP, poniewaz wzrostowi WA towarzyszylo podwyzszenie
sredniego wskaznika proliferacji [174]. W kolejnej pracy tych samych autorow
sugerowano, ze zwigkszony odsetek komorek apoptotycznych jest skutkiem
aktywacji proliferacji komoérkowej, ale tylko przy zachowanych prawidlowo
dziatajacych mechanizmach pobudzajacych apoptozg tj. w przypadku obecnosci
,»dzikiego” biatka p53 [176]. Przedstawiona analiza, podobnie do prac Puglisiego
1 wsp. [150] oraz Tormanena i wsp. [179], pozostaje w sprzeczno$ci do obserwa-
cji Tanaki i wsp. [174] o zalezno$ci pomigdzy markerami proliferacji i apoptozy
w komorkach NDKRP.

W niniejszej rozprawie stwierdzono brak zaleznos$ci pomiedzy wysokoscia
WA a obecnoscia innych analizowanych bialek uczestniczacych w regulacji
cyklu komorkowego (tj. p53, pRb, mdm2, p21™A*/“™ i cykling D1). Brak za-
leznos$ci pomiedzy WA a akumulacja biatka p53 [138, 150, 174, 179] oraz WA
a nagromadzeniem biatka p21VA*"“"! [163] w komorkach NDKRP potwierdzaja
takze inni autorzy. W dostgpnym piSmiennictwie nie ma prac oceniajacych zwia-
zek pomiedzy WA a cykling D1 w przypadkach NDKRP, natomiast w nowotwo-
rach okolicy glowy i szyi podwyzszona liczba komorek apoptotycznych wiazata
si¢ z nagromadzeniem cykliny D1 [93].

W poprzednim badaniu naszego zespotu obserwowano zalezno$¢ pomigdzy
niskim WA a obecno$cia biatka mdm2 [35]. Obserwacja ta mogtaby mie¢ pod-
stawy teoretyczne, poniewaz biatko mdm?2 jest inhibitorem apoptozy [128, 147].
Przedstawione badanie wykonane na znacznie wigkszej liczbie przypadkow nie
potwierdzilo poprzedniej obserwacji.

W przedstawionej pracy analizowano zwiazek pomiedzy W PCNA a wyste-
powaniem innych bialek zaangazowanych w regulacje cyklu komorkowego.
W badaniach na liniach komoérkowych wykazano, ze biatko p21™*"“™! jako
inhibitor PCNA, blokuje replikacje DNA oraz proliferacj¢ komorkowa [105,
106]. W przedstawionej analizie, podobnie do innych autorow [61, 163], nie
stwierdzono jednak zaleznosci pomiedzy wystepowaniem biatka p21WVAFVCIP!
a W PCNA w komoérkach NDKRP. Stwierdzono natomiast silny zwiazek po-
migdzy zwigkszona proliferacja komorkowa a nagromadzeniem cykliny DI1.
W raku pecherza moczowego wyzszy wskaznik proliferacji komorek nowotwo-
rowych wiazat si¢ rowniez z obecnoscia cykliny D1 [106]. Przeciwnie inni auto-
rzy w grupie chorych na NDKRP [119] czy w nowotworach okolicy glowy i szyi
[93] nie obserwowali zwiazku pomig¢dzy podziatem komérkowym a obecno$cia
cykliny D1.

W dostgpnym pismiennictwie istnieje zaledwie kilka publikacji, w ktorych
analizowano laczne wystepowanie biatek p53 i mdm2 w raku ptuca. W obecne;j
analizie nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy wystgpowaniem tych biatek. Po-
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dobnie, w pracach innych autoréw dotyczacych raka ptuca [53, 55, 70, 152] nie
stwierdzano powyzszej zaleznosci, nawet w przypadku, gdy analizowano jedynie
podgrupe guzoéw z bardzo silna ekspresja biatka p53 [152]. Z tego powodu suge-
ruje si¢ ostatnio, ze funkcja mdm2 nie ogranicza si¢ tylko do regulacji ilosci
biatka p53 [53]. Obserwacje te moga potwierdza¢ hipotezg, ze mdm2 odgrywa
roOwniez istotng role w procesie nowotworzenia, bez powiazania z p53 [185].
W przeciwienstwie do tej hipotezy pozostaja wyniki Marchettiego 1 wsp. [114],
gdzie dodatnia ekspresja biatka mdm2 wiazata si¢ z wysoka, dodatnia ekspresja
biatka p53 w komorkach NDKRP.

W niniejszej analizie, podobnie jak w innych pracach nad NDKRP [163]
oraz rakiem pgcherza moczowego [106], nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy
wystepowaniem biatka p53 oraz podlegajacego jego kontroli biatka p21VAF/CIP!,
Z kolei w nowotworach jelita grubego zaobserwowano, ze nagromadzeniu biatka
p21VAFVEIP! towarzyszy brak ekspresiji biatka p53 [15].

Interesujacym spostrzezeniem zawartym w niniejszej rozprawie byta zalez-
no$¢ pomigdzy akumulacja produktu biatkowego protoonkogenu MDM?2 oraz
biatka p21"VA"“""! Podobny zwiazek stwierdzano juz w komérkach NDKRP [2].
W chwili obecnej trudno jest wyjasni¢ bezposredni zwiazek pomigdzy funkcjo-
nowaniem biatek mdm2 oraz p21V*F'“®! Do zwigkszenia produkcji biatka
mdm2 moze dojs¢ w wyniku amplifikacji genu MDM2, jego zwigkszonej tran-
skrypcji lub translacji [185]. Biatko p53 pobudza powstawanie biatka mdm?2,
ktore w petli sprzezenia zwrotnego, hamuje biatko p53 [186]. Z drugiej strony do
nagromadzenia si¢ biatka p21VA*“™' moze dojs¢ poprzez pobudzenie jego pro-
dukcji rowniez przez zdrowe biatko p53 [38, 39]. By¢ moze wspolne nagroma-
dzenie sig obu biatek jest konsekwencja tego samego procesu — aktywacji genu
P53. Mozliwe jest takze, ze biatka mdm?2 i p21WAF” Pl Wiaza sie ze sobg w spo-
sob niezalezny od biatka p53 [2, 115]. Ostatnia hipoteza znajduje potwierdzenie
W niniejszej rozprawie oraz w pracy Aikawy i wsp., w ktorej wykazano istnienie
zwiazku pomiedzy biatkiem mdm?2 i p21V*™“™' czemu nie towarzyszyt zwia-
zek pomiedzy wystepowaniem biatka p21VAF"“"™™ a p53 oraz p53 a mdm?2 [2].

W przedstawionym materiale najwigcej zaleznosci stwierdzono w stosunku
do cykliny D1. Obserwowano zalezno$¢ pomigdzy nagromadzeniem cykliny D1
a obecnoscia biatka pRb, p21"V*""“"™ oraz biatka mdm2. Ekspresja cykliny D1
wigzala si¢ rowniez z brakiem obecnosci biatka p53. Nagromadzenie biatka pRb
swiadczy o tym, ze komdrka nowotworowa zachowata zdolno$¢ do wytwarzania
zdrowego biatka pRb. W badaniach in vivo wykazano, ze nagromadzenie sig
cykliny D1 w komorkach z obecnoscia biatka pRb moze gwattownie pobudzac
fosforylacjg biatka pRb oraz skraca¢ faze G, cyklu komoérkowego [159]. Metoda
immunohistochemiczna z uzyciem komercyjnie dostgpnych przeciwciat nie po-
zwala na doktadne okreslenie, czy w danej komorce doszto do akumulacji czyn-
nej (nieufosforylowanej) czy tez nieczynnej (ufosforylowanej) formy biatka pRbD.
Korelacje pomigdzy obecnoscia cykliny D1 oraz wystgpowaniem biatka pRb
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stwierdzono w innych pracach dotyczacych NDKRP [13, 116], jakkolwiek ist-
nieja doniesienia, ktore nie potwierdzaja tej zaleznosci [136]. Z uwagi na fakt, ze
cyklina D1 uczestniczy w procesie przemiany biatka pRb z formy aktywnej w
formg nieaktywna, poznanie tego zjawiska byloby szczegolnie cenne.

Kolejne spostrzezenie w przedstawionym materiale dotyczylo wspotwyste-
powania cykliny D1 oraz biatka p21™V*"“""! Taka zaleznos¢ obserwowali row-
niez inni autorzy w przypadkach NDKRP [13], raka pecherza moczowego [106]
oraz nowotworow jelita grubego [71]. Do tej pory podkres§lano jedynie wspolne
uczestnictwo cykliny D1 oraz biatka p21™*"“"! w regulacji procesu fosforylacji
biatka pRb [38, 39]. Coraz wigcej danych sugeruje jednak, ze pomigdzy tymi
biatkami istnieje dodatkowo inny zwiazek. Jego ustalenie wydaje si¢ by¢ szcze-
golnie istotne, zwlaszcza, ze oba biatka uczestnicza w regulacji tej samej fazy
cyklu komoérkowego oraz z uwagi na postulowana ostatnio rolge genu
WAF1/CIP1 nie tylko jako genu supresorowego ale rowniez jako protoonkogenu
[155].

Silny zwiazek pomigdzy nagromadzeniem cykliny D1 a wystgpowaniem
biatka mdm2, obserwowany w niniejszej pracy, moze podkresla¢ rolg cyklin D1
w procesie onkogenezy. Wydaje sig¢, ze oba protoonkogeny (CCNDI oraz
MDM?2) aktywowane sa niezaleznie od siebie, ale rownoczesna ich aktywacja
prawdopodobnie znacznie zwigksza mozliwo$¢ rozwoju nowotworu.

W przedstawionej analizie stwierdzono ujemng zalezno$¢ pomigdzy nagro-
madzeniem cykliny D1 a wystgpowaniem biatka p53 w komorkach NDKRP.
W badaniach in vitro, gen P53 zaangazowany byl w podwyzszenie st¢zenia cy-
kliny D1 [108, 132]. W niniejszej analizie nie mozna jednoznacznie okresli¢
potencjalnego zwiazku pomiedzy wystgpowaniem cykliny D1 oraz brakiem eks-
presji biatka p53. Wynika to z faktu, ze brak ekspresji biatka p53 moze by¢ spo-
wodowany zardwno obecnoscia ,,dzikiego” biatka p53 (ktére z powodu kroétkie-
go czasu poéftrwania nie jest wykrywalne za pomoca metody immunohistoche-
micznej), jak i brakiem produkcji biatka p53. Z drugiej strony ekspresja biatka
p53 moze wynika¢ z nagromadzenia si¢ zmutowanego biatka p53 (ktore posiada-
jac dtuzszy czas poéttrwania jest wykrywane immunohistochemicznie), lub z fak-
tu stabilizacji biatka p53 po potaczeniu z innymi biatkami. Komercyjnie dostep-
ne przeciwciata przeciwko biatku p53 nie pozwalaja na odrdznienie tych form
biatek. Nie mozna wigc jednoznacznie wypowiedzie¢ si¢ na temat zwiazku po-
migdzy gromadzeniem produktu biatkowego protoonkogenu CCNDI oraz bra-
kiem ekspresji biatka p53.

W badaniach na liniach komérkowych wykazano, ze cyklina D1 uczestniczy
w regulacji cyklu komérkowego poprzez interakcje z biatkiem pRb [28], PCNA
i p21VAFCIPL 18], Natomiast biatko p53 poprzez biatko p21™VA*/“™! powoduje
wzrost ilosci cykliny D1 [22]. W sytuacji gdy w komorce dochodzi do nagroma-
dzenia si¢ biatka p21™A™“™' " dotacza sie ono do kompleksu sktadajacego sie
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cykliny D1 oraz zaleznych od cyklin kinaz. Polaczenie p21V**"“"! z powyzszym
kompleksem uniemozliwia fosforylacje biatka pRb oraz kontynuacje cyklu ko-
moérkowego [22]. W jednej z prac nad NDKRP podobnie jak w przedstawione;j
rozprawie, obecno$é biatek p21VAF ™! pRb oraz cykliny D1 byly ze soba $cisle
powiazane [184]. Istnieja rowniez prace, w ktorych nie stwierdzono korelacji
pomiedzy wystepowaniem biatka p21VA*"“"™! cykliny D1 i pRb [157].

Podsumowujac, wydaje si¢, ze wspolna ocena wielu parametréw uczestni-
czacych w regulacji cyklu komoérkowego i1 apoptozy pozwala w szerszy sposob
uwidoczni¢ ztozono$¢ mechanizméw zaangazowanych w proces onkogenezy
oraz wskaza¢ na nowe mozliwosci i kierunki ich badania.

6.3. Ocena zaleznosci pomiedzy wskaznikiem
apoptotycznym, wskaznikiem ekspresji PCNA,
ekspresja biatek p53, pRb, mdm2, p21"AF"1 oraz
cykliny D1 a cechami klinicznymi i demograficznymi

W przedstawionej analizie badano zalezno$¢ pomigdzy WA, W PCNA, bial-
kiem p53, pRb, mdm2, p21VA*“™"! j cykling D1 a cechami klinicznymi i demo-
graficznymi chorych z NDKRP. Obejmowaly one pte¢, wiek w momencie prze-
prowadzenia zabiegu operacyjnego, stopien zaawansowania klinicznego choro-
by, rodzaj histopatologiczny guza oraz stopien jego zréznicowania.

W badanej grupie chorych nie wykazano zwiazku pomiedzy wysokoscia WA
a poszczegdlnymi cechami klinicznymi. Inni autorzy wykazali natomiast, ze
w NDKRP wyzszy wskaznik apoptotyczny wystgpowat czgsciej w raku plasko-
nablonkowym [64, 150], lub ze wyzszy WA wiazat si¢ z podtypem gruczolako-
raka [179]. W jednej z prac komorki NDKRP o $rednim lub niskim stopniu
zréznicowania charakteryzowaly si¢ wyzszym WA [176]. Podobne obserwacje
opisano w odniesieniu do raka pgcherza moczowego, chtoniakow, rakow piersi,
trzonu macicy, gruczotlu krokowego czy tarczycy [103, 162, 167, 181].

W przedstawionej analizie wykazano, ze w guzach o niskim stopniu zrézni-
cowania nowotworu W PCNA byl szczeg6lnie wysoki. Podobna zaleznos¢ po-
migdzy stopniem zréznicowania NDKRP a wystgpowaniem biatka PCNA zaob-
serwowano w pracy Tormanena i wsp. [179], gdzie wyzsza ekspresja PCNA
korelowata z gorszym zréznicowaniem guza nowotworowego.

W niniejszej pracy, nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy W PCNA, a wie-
kiem i ptcia chorych, stopniem zaawansowania klinicznego choroby oraz ty-
pem histopatologicznym guza. W pracach innych autorow wykazano zwiazek
pomigdzy W PCNA a typem histopatologicznym nowotworu oraz stopniem
zaawansowania klinicznego choroby. W pracach tych wyzsze wartosci W PCNA
wystepowaty w rakach ptaskonabtonkowych [174, 175, 179] oraz u chorych
Z Wyzszym stopniem zaawansowania klinicznego choroby [44, 140, 141, 173].
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W niniejszej rozprawie nie stwierdzono zaleznos$ci pomigdzy obecnos$cia
biatka p53, mdm?2 oraz pRb a analizowanymi cechami klinicznymi chorych, nie
potwierdzajac obserwacji Marchettiego 1 wsp. [114] oraz Higashiyamy i wsp.
[70] o czgstszej ekspresji biatka mdm2 w gruczolakorakach. Nie potwierdzono
rowniez opisywanej przez Rasidakisa i wsp. [152] oraz Higashiyame i wsp. [70]
zaleznosci pomigdzy wystgpowaniem biatka mdm?2 i/lub p53 a stopniem zr6zni-
cowania komoérek NDKRP. W pracy Aikawy i wsp. [2] obecno$¢ biatka mdm?2
w komoérkach NDKRP wiazata si¢ z wyzszym stopniem zaawansowania klinicz-
nego choroby, czego rowniez nie potwierdzita niniejsza analiza.

Dane na temat zalezno$ci pomigdzy biatkiem p21™*"“™ 3 cechami klinicz-

nymi chorych na NDKRP sg rozbiezne. W jednej z prac biatko p21VAT/P! yy.-
stgpowato czesciej u chorych z nizszym stopniem zaawansowania klinicznego
[91], natomiast w innej uzyskano przeciwne wyniki, poniewaz biatko
p21 VARV wystepowato czesciej u chorych z wyzszym stopniem zaawansowa-
nia klinicznego choroby [2]. W niektorych pracach biatko p21™A"“™' wystepo-
wato czeéciej w gruczolakorakach niz raku ptaskonabtonkowym [2, 192].
W przedstawionej analizie, podobnie do innych autorow [10, 18, 61, 163] nie
stwierdzono zalezno$ci pomigdzy wystepowaniem biatka p21VAF"“™ 3 cechami
klinicznymi chorych na NDKRP.

W obecnej analizie podobnie do innych prac [135, 157] nie stwierdzono
rowniez zwiazku pomigdzy wystgpowaniem cykliny D1 a analizowanymi ce-
chami klinicznymi chorych. W niektérych badaniach raki ptaskonabtonkowe
ptuc oraz guzy o niskim stopniu zréznicowania histopatologicznego, czgsciej
wykazywaly obecno$¢ cykliny D1 niz gruczolakoraki lub guzy o wysokim
1 $Srednim stopniu zré6znicowania [11, 83].

6.4. Okreslenie wartosci rokowniczej analizowanych
parametréw, ocenianych pojedynczo lub tacznie

Wskaznik apoptotyczny

Rokownicze znaczenie WA u chorych na NDKRP pozostaje przedmiotem
kontrowersji [29]. W czgsci prac zwigkszony odsetek komorek apoptotycznych
korelowatl z gorszym [100, 179] lub lepszym rokowaniem [110, 120], podczas
gdy w innych pracach nie obserwowano jego zwiazku z przezyciem [64, 150].
W jednej z prac gorsze rokowanie obserwowano u chorych z posrednim wskaz-
nikiem apoptotycznym w pordéwnaniu do chorych z najwyzszym i najnizszym
WA [174].

We wczesniejszej pracy naszego zespotu wykazano gorsze rokowanie u cho-
rych z wysokim wskaznikiem apoptotycznym w stosunku do grupy chorych
z niskim WA [35]. Badanie to przeprowadzone bylo w grupie 50 chorych na
NDKRP, ktorych ze wzgledu na niska liczebno$¢ grupy podzielono jedynie na
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dwie podgrupy z wysokim i niskim WA. W niniejszej rozprawie obejmujacej
170 chorych, podzielonych na cztery podgrupy z bardzo niskim, niskim, wyso-
kim oraz bardzo wysokim WA, nie potwierdzono jednak poprzednio uzyskanych
wynikoéw [35]. Zwigkszenie liczebnosci grupy z 50 do 170 przypadkéw NDKRP
poprawia niewatpliwie wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow.

Na podstawie obserwacji innych autorow [100, 174, 179], w poprzedniej
analizie naszego zespolu [35] wysunigto hipoteze sugerujaca, ze wyzszy WA
korelowal z gorszym rokowaniem, poniewaz mogt by¢ konsekwencja zwigkszo-
nej proliferacji komoérek nowotworowych [150, 176]. Dlatego tez w obecnej
rozprawie oceng warto$ci rokowniczej WA poszerzono o oceng wskaznika eks-
presji PCNA. Laczna analiza wartoséci rokowniczej WA i W PCNA pokazata, ze
najgorzej rokowali chorzy, u ktorych stwierdzono fenotyp o najwyzszym WA
oraz najwyzszym W PCNA. Obserwacja ta potwierdza hipotez¢ wysunigta przez
innych autoréw, o znaczeniu proporcji pomigdzy namnazaniem si¢ komorek,
aich obumieraniem oraz o koniecznoS$ci tacznej analizy warto$ci rokownicze;j
WA oraz W PCNA [150, 176]. W odréznieniu od przedstawionych wynikow,
w pracy Puglisiego i wsp. [150], chorzy z fenotypem o niskim WA oraz wyso-
kim wskazniku proliferacji zyli kroce;.

Interesujace wyniki uzyskano w pracy Tanaki i wsp. [174], gdzie po podziale
chorych na cztery podgrupy, grupa z najnizszym oraz najwyzszym WA rokowata
lepiej, podczas gdy grupa z posrednim WA rokowata gorzej. W pracy tej suge-
rowano, ze lepsze rokowanie w podgrupie chorych z najnizszym wskaznikiem
apoptotycznym wynikato z faktu niskiej aktywnosci proliferacyjnej u tych cho-
rych, natomiast w grupie z posrednim WA gorsze rokowanie wiazato sig ze
zwigkszona proliferacja komérkowa. Natomiast w grupie chorych z najwyzszym
WA (ktorzy roéwniez mieli dluzsze przezycie), dobre rokowanie wynikato z fak-
tu, Ze apoptoza przewyzszata namnazanie si¢ komorek [174].

W obecnym badaniu gorsze rokowanie stwierdzono u chorych o tacznym fe-
notypie z bardzo niskim WA oraz brakiem ekspresji biatka pRb w poréwnaniu
do pozostatych chorych (fenotyp bardzo niski WA/pRb- vs inni). W pi$miennic-
twie brak jest prac, do ktérych mozna byloby odnies¢ uzyskane wyniki. Gen RB
traktowany jest przez cze$¢ badaczy jako gen anty-apoptotyczny, jakkolwiek
w komorkach, ktore utracity jego funkcje, do aktywacji apoptozy moze docho-
dzi¢ poprzez aktywacjg zdrowego genu p53 [161]. Jednakze w niniejszym mate-
riale, wszyscy chorzy z fenotypem o najnizszym wskazniku apoptotycznym oraz
brakiem ekspresji biatka pRb, wykazywali réwniez brak ekspresji biatka p53.
Gdyby brak ekspresji biatka p53 wynikal z obecnosci zdrowego, ,,dzikiego” biatka
p53, apoptoza powinna by¢ pobudzona. By¢ moze wigc w tych przypadkach
brak ekspresji biatka p53 wynikal z mutacji genu P53 typu null i catkowitej utra-
ty biatka p53. Powyzsza obserwacja podkresla koniecznos¢ dalszych badan do-
tyczacych oceny wartos$ci rokowniczej WA rozpatrywanej tacznie z obecnos$cia
biatka pRb oraz biatka p53.
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Wskaznik ekspresji PCNA

Rokownicze znaczenie wskaznika ekspresji PCNA takze pozostaje przed-
miotem kontrowersji. Wsrod wielu prac dotyczacych NDKRP, ekspresja biatka
PCNA wiazata si¢ z gorszym rokowaniem [9, 44, 49, 50, 101, 140, 141, 182],
badZ nie miata wptywu na przezycie [30, 37, 45, 48, 92, 120, 179]. Brak wptywu
ekspresji biatka PCNA na przezycie obserwowano rowniez u chorych pochodza-
cych z Pomorza Gdanskiego [30]. W obecnej analizie obejmujacej nowa oraz
wigksza grupe chorych (poprzednia grupa liczyla 83, obecna za$§ 125 chorych),
stwierdzono roéznice w przezyciu pomig¢dzy chorymi z bardzo niskim i z bardzo
wysokim W PCNA. Warto podkresli¢, ze gdyby obecna analiza wykonana zosta-
la tylko przy podziale chorych na 2 podgrupy (z dodatnia oraz ujemna ekspresje
PCNA) roznica w przezyciu pomigdzy przedstawionymi podgrupami zostataby
przeoczona.

Ekspresja bialek p53, pRb, mdm2, p21"**"“™ oraz cykliny D1

W niniejszej pracy, podobnie do naszych poprzednich wynikoéw [30, 34] nie
stwierdzono zaleznos$ci pomiedzy obecno$cia biatka p53 w komoérkach NDKRP
a czasem przezycia. Rokownicze znaczenie wystgpowania biatka p53 w komor-
kach raka ptuca pozostaje nierozstrzygnigte. W poszczegolnych badaniach aku-
mulacja biatka p53 wiazala si¢ z gorszym [19, 37, 40, 67, 176, 179] lub lepszym
rokowaniem [102, 183], albo nie miata wplywu na czas przezycia [7, 30, 46, 53,
122, 138, 146, 189]. Brak rokowniczego znaczenia wystgpowania biatka p53
stwierdzony w niniejszej rozprawie potwierdza wczesniej prezentowane wyniki
[30], pomimo faktu, Ze w obecnej analizie zwigkszono badana grupg chorych
oraz uzyto innego przeciwciata monoklonalnego przeciwko biatku p53.

Podobna sytuacja co do znaczenia rokowniczego wystepuje w odniesieniu do
mutacji genu P53. Przyktadowo niektorzy autorzy obserwowali krotszy czas
przezycia zwiazany z obecno$cia mutacji genu P53 [73], podczas gdy inni nie
wykazali takiej zaleznosci [19]. Czg$¢ badan wskazuje, ze rokownicze znaczenie
mutacji genu P53 moze by¢ zalezne od ich typu i umiejscowienia. W materiale
polskim niekorzystny wptyw na czas przezycia stwierdzono w odniesieniu do
mutacji typu null i transwersji, podczas gdy mutacje typu missense i tranzycje
nie miaty znaczenia rokowniczego [81]. Dane z ostatnich lat, w tym takze prace
z osrodka gdanskiego wskazuja, ze niekorzystny wplyw mutacji genu P53 doty-
czy szczegolnie chorych na gruczolakoraka ptuca [82, 125].

W niniejszej rozprawie, podobnie do prac innych autorow [21, 26, 72, 83,
94,102, 136, 154, 189] nie stwierdzono rokowniczego znaczenia ekspresji biatka
pRb u chorych na NDKRP [34]. Xu i wsp. [191], poczatkowo zauwazyli,
ze chorzy z brakiem ekspresji biatka pRb zyli krocej, ale kolejna praca tych sa-
mych autoréw nie potwierdzita juz tej obserwacji [189]. W pracy Bettichera
i wsp. [11] brak obecnosci biatka pRb wiazat si¢ z wigkszym prawdopodobienstwem
wystapienia nawrotu choroby oraz skroceniem czasu wolnego do nawrotu.
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W innych pracach utrata obecno$ci pRb wiazala si¢ z gorszym rokowaniem, ale
tylko w odniesieniu do raka ptaskonablonkowego [4], badZ tylko do gruczolakoraka
[13].

W przedstawionej pracy wptyw obecnosci biatka pRb na przezycie u cho-
rych na NDKRP oceniano tacznie z ekspresja biatka p53. Tak jak w poprzedniej
pracy naszego zespotu, nie stwierdzono wplywu na przezycie, gdy wystgpowanie
obu biatek rozpatrywano lacznie [34]. W dostgpnym pismiennictwie opubliko-
wano zaledwie kilka prac dotyczacych tacznej oceny biatka pRb oraz p53
w NDKRP [26, 72, 102, 136, 189, 191]. W niektorych z nich obecnos¢ biatka
pRb/p53 nie miata znaczenia rokowniczego [72, 102, 136]. Jakkolwiek w grupie
chorych z wczesnym stopniem zaawansowania klinicznego NDKRP [191] oraz
w grupie chorych z roznymi stopniami zaawansowania [189], obecnos¢ fenotypu
pRb-/p53+ wiazata si¢ z gorszym rokowaniem [189, 191]. W innym badaniu ten
sam fenotyp wiazat si¢ z gorszym rokowaniem w grupie chorych z gruczolako-
rakiem [26].

Interesujaca obserwacja przedstawiong w niniejszej rozprawie jest stwier-
dzenie réznic w przezyciu w podgrupach chorych z obecnoscia biatka p53
(p53+) lub z brakiem funkcjonalnego biatka pRb (pRb-). Rdznice w powyzszych
podgrupach obserwowane byty pomig¢dzy chorymi z bardzo niskim i bardzo wy-
sokim W PCNA. Chorzy z fenotypem p53+/bardzo wysoki W PCNA, zyli
znacznie krocej w porownaniu z chorymi o fenotypie p53+/bardzo niski W PCNA.
Podobnie chorzy z fenotypem pRb-/bardzo wysoki W PCNA, mieli gorsze ro-
kowanie, niz chorzy z fenotypem pRb-/bardzo niski W PCNA. Podobne wyniki
uzyskano w pracy Tanaki i wsp. [176]. Wskazuje to, ze w podgrupie chorych
z nagromadzeniem biatka p53 oraz wysokim W PCNA rokowanie jest znacznie
gorsze. Jak dotychczas nie ma jednak prac dotyczacych tacznej oceny rokowni-
czego znaczenia W PCNA oraz biatka pRb. W badaniach in vitro wykazano, ze
utrata funkcjonalnego biatka pRb wiaze sig z aktywacja proliferacji jedynie przy
rownoczesnej inaktywacji biatka p53 [159]. Na podstawie niniejszej analizy
wydaje si¢ jednak, ze utrata funkcji obu biatlek moze niezaleznie wiazaé sig
z aktywacja proliferacji i powodowac szybsza progresj¢ NDKRP.

W przedstawionej pracy nie stwierdzono wptywu na przezycie, gdy obec-
no$¢ biatka pRb rozpatrywano lacznie z biatkiem p53 oraz mdm2. W dostepnym
piSmiennictwie nie ma podobnego opracowania. Zaledwie w dwoch publikacjach
oceniano tacznie wystgpowanie biatka pRb, p53 oraz mdm2, jednak w pracach
tych wptyw kazdego z parametréw na przezycie chorych z NDKRP rozpatrywa-
no pojedynczo [54, 55]. Obecne wyniki sugeruja, ze pomimo waznej roli,
jaka pelni biatko mdm2 w regulacji funkcji dwoch najbardziej znanych genow
supresorowych [55, 76], kliniczne znaczenie tacznego wystepowania zaburzen
dotyczacych p53/mdm2/pRb jest niewielkie.
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Istnieje niewiele prac dotyczacych rokowniczego znaczenia wystgpowania
biatka mdm2 w komoérkach NDKRP [2, 54, 55, 70, 89], a ich wyniki sa sprzeczne.
W obecnym badaniu, podobnie do innych prac [2, 54, 55, 89], nagromadzenie si¢
biatka mdm2 nie mialo zwiazku z czasem przezycia w badanej grupie chorych,
jakkolwiek w jednej z nich [2] obecno$¢ biatka mdm2 byta czgstsza u chorych
z zaawansowanym nowotworem. Z drugiej strony Higashiyama i wsp. [70] za-
obserwowali, ze chorzy z obecnoscia biatka mdm2 zyli dluzej. Natomiast w pra-
cy Ko i wsp. [89] lepsze rokowanie wiazato si¢ z obecnoscia MDM?2 mRNA.

W obecnej pracy, podobnie do pracy Aikawy i wsp. nie stwierdzono rowniez
roéznicy w przezyciu pomigdzy ztozonymi fenotypami mdm?2/p53 [2]. Higashiy-
ama 1 wsp. sugerowali natomiast, ze obecno$¢ biatka mdm?2 rozpatrywanego
pojedynczo w calej grupie chorych, nie miala wplywu na rokowanie, natomiast
w podgrupie chorych z dodatkowym brakiem ekspresji biatka p53 (fenotypowo:
mdm2+/p53-) wiazata si¢ ze znamiennie lepszym rokowaniem [70]. Z drugiej
strony Gorgoulis i wsp. [53] sugerowali gorsze rokowanie w grupie chorych
z ekspresja mdm?2 oraz w podgrupie o fenotypie mdm2+/p53+.

Rozpatrujac rokownicze znaczenie amplifikacji genu MDM?2 wydaje sig, ze
obecnos$¢ zwigkszonej liczby kopii tego genu moze w NDKRP wiazac si¢ z gor-
szym rokowaniem [33]. Kwestia, dlaczego amplifikacja genu MDM?2, a nie wy-
stgpowanie jego biatkowego produktu, wiaze si¢ z gorszym rokowaniem w ND-
KRP pozostaje nierozstrzygnigta. Jedng z mozliwych hipotez jest brak zaleznosci
pomigdzy wystegpowaniem biatka mdm?2 a amplifikacja genu MDM2 w komor-
kach NDKRP [36]. Hipotezg ta moze takze potwierdza¢ obserwacja, ze zwigk-
szone wystgpowanie biatka mdm?2, oprocz zwigkszonej liczby kopii genu
MDM?2, ma takze inne przyczyny [47].

W dostgpnym piSmiennictwie istnieje wiele prac dotyczacych obecnosci
biatka p21 VA" w komorkach NDKRP [2, 5, 10, 18, 31, 42, 61, 91, 115, 163,
172, 184, 192, 193]. Natomiast zaledwie kilka z nich omawia rokownicze zna-
czenie tego parametru [10, 18, 31, 42, 91, 163]. Wyniki tych prac sa rozbiezne.
W przedstawionej analizie, podobnie jak w poprzedniej pracy naszego zespotu
[31], nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy obecnoscia biatka p21VAF"“™! a ro-
kowaniem u chorych na NDKRP. Uzyskany wynik byl identyczny pomimo
znacznego zwigkszenia liczby analizowanych przypadkéw ze 117 do 194 cho-
rych [31]. Niektorzy autorzy obserwowali brak rokowniczego znaczenia ekspre-
sji biatka p21VAFV“™!  NDKRP [2, 10, 91], jakkolwiek inni sugerowali, ze
obecnosé¢ p21™A ! wiazata sie z lepszym rokowaniem w tym nowotworze [18,
42, 163]. Lepsze rokowanie obserwowano takze w podgrupie chorych z fenotypem
p21WVARVEIPLL /553w poréwnaniu z fenotypem p21VAFVL/p53+ [163]. W ni-
niejszej analizie, podobnie do innych prac [10, 18, 91] nie potwierdzono wptywu
na przezycie zadnego ze ztozonych fenotypow p21VATV™! /53 Przeciwnie
w nowotworach ztosliwych jelita grubego [15] oraz prostaty [1] obecnos¢ biatka
p21WAFVEIP! wiazata sie z gorszym rokowaniem. Ocena warto$ci rokowniczej
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wystepowania biatka p21VA*"“*! wymaga wyjasnienia. Gen WAF1/CIPI z jed-
nej strony uwazany jest za gen supresorowy, jednak z uwagi na jego udzial
w hamowaniu apoptozy, czg$¢ autorow sadzi, ze moze on réwniez petnic role
protoonkogenu [155].

W niniejszej rozprawie, podobnie do poprzedniej pracy naszego zespolu
[32], nie stwierdzono wplywu obecnosci cykliny D1 na przezycie nawet, gdy
analizowano znacznie liczniejsza grupg chorych (111 vs 194 przypadki). Podob-
ne wyniki uzyskano réwniez w innych pracach dotyczacych NDKRP [6, 11, 13,
116, 135, 157, 182]. W kilku z nich obecnos¢ cykliny D1 wiazata si¢ paradok-
salnie z dluzszym calkowitym czasem przezycia [124, 136], dluzszym czasem
wolnym od nawrotu choroby [62] lub mnigjszym ryzykiem nawrotu miejscowe-
go choroby [11]. W jednej z prac lepsze rokowanie dotyczyto zwlaszcza podgru-
py chorych z gruczolakorakiem [136], w innej rakéw ptaskonabtonkowych [6].
W niektorych doniesieniach, obecnos¢ cykliny D1 w komoérkach NDKRP wigza-
la sig ze skroceniem czasu przezycia, zaro6wno u chorych we wczesnym stopniu
zaawansowania klinicznego [83], jak i w grupie chorych z réznymi stopniami
zaawansowania choroby [17, 86].

W przedstawionej analizie, zaden sposrod wszystkich mozliwych fenotypow
(cyklina D1/p53, cyklina D1/pRb oraz cyklina D1/p53/pRb) nie wptywat na
rokowanie u chorych na NDKRP. Jakkolwiek we wczesniejszej naszej publika-
cji, chorzy o fenotypie cyklina D1-/p53+ charakteryzowali si¢ gorszym rokowa-
niem [32], obecna analiza oparta na wigkszej liczbie badanych, nie potwierdzita
tej obserwacji. Dodatkowo, podobnie do wynikéw Brambilli i wsp. [13], pomi-
mo stwierdzonego w niniejszej rozprawie zwiazku pomigdzy wystgpowaniem
biatka pRb i cykliny D1 w komérkach NDKRP, chorzy o mieszanym fenotypie
(pRb+/cyklina D1+) nie rdznili si¢ czasem przezycia od pozostatych chorych.

Lqczna ocena wartosci rokowniczej wszystkich analizowanych parametrow

W piS$miennictwie $wiatowym brak jest pracy dotyczacej lacznej oceny
wpltywu wszystkich analizowanych w obecnym materiale parametrow (WA,
W PCNA, wystgpowania biatka p53, pRb, mdm2, p21™**“™ oraz cykliny D1)
na rokowanie u chorych na NDKRP. Dostgpne jest natomiast do§¢ bogate pi-
$miennictwo dotyczace znaczenia kazdego z tych parametréw rozpatrywanych
oddzielnie lub w podwojnej, potrdjnej czy poczwornej kombinacji [41, 42, 164].
W niniejszej rozprawie, taczna oceng wszystkich parametréw przeprowadzono
w grupie chorych liczacej 115 chorych na NDKRP. W analizie wieloczynniko-
wej, jedynie stopien zaawansowania klinicznego nowotworu oraz stopien jego
zrdéznicowania wigzaty si¢ z krétszym okresem przezycia oraz szybszym nawro-
tem choroby. Natomiast WA, W PCNA, wystgpowanie biatka p53, pRb, mdm?2,
p21VAFVCPT oraz cykliny D1 analizowane tacznie nie dostarczyly istotnych kli-
nicznie informacji. Z drugiej strony, wiele zlozonych fenotypéw, sktadajacych
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si¢ z dwoch parametrow, miato istotny wptyw na czas wolny od nawrotu choro-
by oraz na catkowity czas przezycia.

Jak do tej pory nie znaleziono idealnego biologicznego wskaznika rokowni-
czego w NDKRP [16, 42, 164]. Analiza powyzszych parametrow w komorkach
NDKRP stanowi wazny aspekt poznawczy. Jakkolwiek wigkszo$¢ z analizowa-
nych parametrow nie wplywata na rokowanie w badanej grupie chorych, to jed-
nak wyniki tej pracy moga by¢ pomocne w zrozumieniu niektérych mechani-
zmoéw zachodzacych w komorkach nowotworowych. Niewielkie rokownicze
znaczenie ekspresji bialek regulujacych apoptoze oraz cykl komorkowy analizo-
wanych pojedynczo, nie jest zaskakujace. Prawie we wszystkich przypadkach
NDKRP dochodzi do deregulacji fazy G; cyklu komoérkowego oraz apoptozy
[42]. Nie jest zatem mozliwe, aby pojedynczy marker mogt wskaza¢ podgrupy
chorych o gorszym rokowaniu. Wigcej informacji na ten temat dostarcza w tej
sytuacji taczna analiza wielu parametrow [16, 41, 164].

Wyniki dotyczace ztozonych fenotypow nalezy interpretowac ostroznie
z uwagi na mozliwo$¢ wystapienia fatlszywie dodatnich korelacji, bedacych wy-
nikiem wielokrotnego porownywania. W wigkszo$ci opracowan, zlozone feno-
typy dotyczyly niewielkich podgrup chorych. Przyktadowo, w pracy Puglisiego i
wsp. [150], gorsze rokowanie u chorych z fenotypem ,,niski WA/wysoki wskaz-
nik proliferacji”, jakkolwiek wyrazny, to jednak odnosit si¢ zalewie do 6 na 96
przypadkow z badanej grupy chorych. W takiej sytuacji stwierdzenie falszywie
dodatniej korelacji wynikajacej z wielokrotnego porownywania znacznie wzra-
sta. Nie umniejsza to jednak warto$ci poznawczej stwierdzanych zaburzen. W
przysztosci by¢ moze informacje uzyskane z tego typu badan pomoga w wyod-
rebnieniu chorych o szczegdlnie ztym rokowaniu oraz w wyborze odpowiedniej
dla nich terapii.
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7.

WNIOSKI

U chorych na niedrobnokomorkowego raka ptuca obserwuje si¢ duza zmien-
no$¢ wskaznika apoptotycznego oraz wskaznika ekspresji PCNA. W wigk-
szosci przypadkoéw wystepuja zaburzenia co najmniej jednego z analizowa-
nych parametréw: biatka p53, pRb, mdm2, p21™VA"“""! i cykliny D1.

W niedrobnokomérkowym raku ptuca brak jest zaleznosci pomi¢dzy wyso-
kos$cia wskaznika apoptotycznego a nasileniem rozplemu komoérkowego oraz
obecnoscia analizowanych regulatoréw cyklu komoérkowego. Istnieje nato-
miast szereg zalezno$ci pomigdzy wystgpowaniem poszczegoélnych biatek
zaangazowanych w regulacje¢ fazy G, cyklu komoérkowego.

W niedrobnokomoérkowym raku ptuca wskaznik PCNA jest $ci$le zwigzany
ze stopniem zréznicowania nowotworu, natomiast wskaznik apoptotyczny
oraz obecno$¢ biatek p53, pRb, mdm2, p21VAF“""! i cykliny D1 sa niezalez-
ne od cech klinicznych i demograficznych.

Wartos¢ kliniczna kazdego z parametrow rozpatrywanego pojedynczo jest
ograniczona, natomiast ich wspolna ocena moze by¢ przydatna jako dodat-
kowy czynnik rokowniczy.
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8. Streszczenie

Rozprawa obejmuje cykl prac dotyczacych klinicznego znaczenia wskaznika
apoptotycznego w powiazaniu z wybranymi regulatorami cyklu komérkowego
w grupie chorych operowanych z powodu niedrobnokomoérkowego raka ptuca
(NDKRP). Badania przeprowadzono lacznie u 203 os6b, sposrod ktorych u 170
oceniono wskaznik apoptotyczny (WA), u 125 wskaznik ekspresji biatka PCNA
(W PCNA), u 203 obecnos¢ biatka p53 i pRb, u 197 obecno$¢ biatka mdm?2, za$
u 194 — obecnosé biatka p21VAF"“1 i cykliny D1. U 115 chorych przeprowa-
dzono taczna analizg wszystkich powyzszych parametrow.

Baza danych zawierala informacje dotyczace wieku i pici chorych, palenia
papierosow, date i doszczetno$¢ zabiegu operacyjnego, posta histopatologiczna
guza i stopien jego zrdéznicowania, stopien zaawansowania klinicznego choroby
(z uwzglednieniem pTNM), dat¢ i rodzaj nawrotu choroby, dat¢ ostatniej obser-
wacji chorego lub date¢ zgonu, oceng WA, W PCNA oraz obecnosci biatka p53,
pRb, mdm2, p21™A*"!1 i cykliny D1. Obecno$é komoérek apoptotycznych
W guzie nowotworowym oceniono przy uzyciu metody TUNEL (7dT-mediated
deoxyuridine triphosphate-digoxygenin nick end-labeling), natomiast ekspresje
biatka PCNA, p53, pRb, mdm2, p21VAF*"“™ oraz cykliny D1 — immunohisto-
chemicznie, uzywajac przeciwcial monoklonalnych (odpowiednio klonu PC 10,
PAb1801, LM 95.1, IF2, SX 118 oraz DCS-6). Liczbg komorek apoptotycznych
wyrazono pod postacia WA, zdefiniowanego jako liczbg komorek wybarwio-
nych za pomoca reakcji TUNEL posrod 1000 komdrek nowotworowych. Obec-
no$¢ biatka PCNA wyrazono pod postacia W PCNA, oznaczajacego $rednia
liczb¢ komorek z jadrowa ekspresja biatka PCNA posrod 1000 komoérek ND-
KRP. W odniesieniu do biatka p53, pRb, mdm2, p21™A*"“"™ oraz cykliny D1 za
dodatnie uznano te guzy, ktére wykazywaly jakakolwiek obecno$¢ biatek
w jadrach komoérkowych nowotworu (=1%).

Srednia wartos¢ WA wynosita 12+10, natomiast mediana, dolny i gérny
kwartyl WA wynosity odpowiednio 8, 5 i 14. Badana grupa chorych zostata po-
dzielona na cztery podgrupy o bardzo niskim WA (WA<S5), niskim WA
(55WA<SB), wysokim WA (8<WA<14) oraz bardzo wysokim WA (WA>14).
Bardzo niski, niski, wysoki oraz bardzo wysoki WA stwierdzono odpowiednio
w 40 (23%), 35 (21%), 52 (31%) oraz 43 przypadkach (25%).

Srednia warto$¢ W PCNA wynosita 34+24, natomiast mediana, dolny i gor-
ny kwartyl W PCNA wynosily odpowiednio 35, 20 i 50. Badana grupa chorych
zostata podzielona na cztery podgrupy o bardzo niskim W PCNA (W PC-
NA<20), niskim W PCNA (20<W PCNA<35), wysokim W PCNA (35<W PC-
NA<50) oraz bardzo wysokim W PCNA (W PCNA>50). Bardzo niski, niski,
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wysoki oraz bardzo wysoki wskaznik ekspresji PCNA stwierdzono odpowiednio
w 23 (18%), 36 (29%), 34 (27%) oraz 32 przypadkach (26%).

Obecnos¢ biatka p53, pRb, mdm2, p21 ™A™ graz cykliny D1 stwierdzono
odpowiednio u 47%, 71%, 37%, 65% i 40% chorych.

Nie wykazano zalezno$ci pomiedzy wysokoscia WA a stopniem nasilenia
proliferacji komorkowej oraz obecno$cia biatek p53, pRb, mdm2, p21™AF/CIM!
i cykliny D1. W analizie korelacji wskaznika ekspresji PCNA z innymi parame-
trami biologicznymi, jedyny zwiazek dotyczyt cykliny D1 (p=0.017). Dodatko-
wo stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy ekspresja biatka mdm2 oraz bialtka
p21WVAFVEPL (5=0.01), natomiast nagromadzenie cykliny D1 wiazato si¢ z obec-
no$cia biatka mdm2 (p=0.03), pRb (p=0.01), p21"VA*/“™! (p<0.001) oraz z bra-
kiem ekspresji biatka p53 (p=0.03).

Wykazano zalezno$¢ pomiedzy wysokoscia wskaznika PCNA a stopniem
zréznicowania NDKRP. Nie stwierdzono natomiast zalezno$ci pomiedzy wyso-
koscia WA, obecnoscia biatek p53, pRb, mdm2, p21VAF“! i cykliny D1 a ce-
chami demograficznymi i klinicznymi chorych.

W analizie jedno- i wieloczynnikowej nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy
zadnym z badanych parametrow (WA, W PCNA, biatkiem p53, pRb, mdm?2,
p21WAFVEIP! “eykling D1), analizowanych pojedynczo lub facznie, a czasem do
nawrotu choroby oraz catkowitym czasem przezycia. Silne niekorzystne znacze-
nie rokownicze wykazywaly jedynie stopien zaawansowania klinicznego nowo-
tworu oraz stopien jego zréznicowania. Podczas analizy zlozonych fenotypdw,
wspotistnienie bardzo wysokiego WA z bardzo wysokim W PCNA oraz bardzo
niskiego WA z brakiem ekspresji pRb, wiazaty si¢ z gorszym rokowaniem (od-
powiednio p=0.001 i p=0.04). Dodatkowo obecno$¢ najwyzszego wskaznika
proliferacji wigzata si¢ ze skroceniem catkowitego czasu przezycia w pordwna-
niu do najnizszego W PCNA (p=0.04), szczegdlnie przy rownoczesnym nagro-
madzeniu si¢ biatka p53 (p=0.026) lub braku ekspresji biatka pRb (p=0.04).

Przedstawiona praca jest pierwszym tak obszernym opracowaniem dotycza-
cym klinicznego znaczenia WA w powiazaniu z wybranymi regulatorami cyklu
komorkowego u chorych na NDKRP. Wyniki badania wskazuja na niewielkie
kliniczne znaczenie kazdego z parametrow rozpatrywanego pojedynczo, jakkol-
wiek podkreslaja warto$¢ wspdlnej oceny wielu parametrow. Rokownicze zna-
czenie zlozonych fenotypdéw powinno zosta¢ ocenione ponownie na wigkszym
materiale ze wzgledu na matg liczebno$¢ badanych podgrup.
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9. Summary

This thesis includes a series of studies addressing the clinical significance of
apoptotic index in correlation with selected parameters involved in cell cycle
regulation in non-small cell lung cancer (NSCLC). In total, the studies were per-
formed in the group of 203 NSCLC patients. Apoptotic index (Al) was assessed
in 170 cases, PCNA labeling index (PCNA LI) in 125, p53 and pRb proteins in
203, mdm2 protein in 197, and p21VA*"“"™ and cyclin D1 in 194. Joint analysis
of all above parameters was performed in the group of 115 NSCLC patients.

The data base included patients sex and age, smoking, the date of surgery
and its completeness, tumor histology and grade, stage of disease (pTNM desti-
nation), time and site of recurrence, survival status, AI, PCNA LI, p53, pRb,
mdm2, p21VAF"“" and cyclin D1 expression. Apoptosis of tumor cells was as-
sessed with the use of TUNEL technique (TdT-mediated deoxyuridine triphos-
phate-digoxygenin nick end-labeling), whereas expression of PCNA, p53, pRb,
mdm2, p21VAF"! and cyclin D1 - immunohistochemically, with the use of
monoclonal antibodies (PC 10, PAb1801, LM 95.1, IF2, SX 118 and DCS-6
clone, respectively). The amount of apoptotic cells was expressed as Al (the
number of apoptotic cells between 1000 tumor cells). The presence of PCNA
protein was expressed as PCNA LI (the mean amount of positive, nuclear stain-
ing of PCNA between 1000 tumor cells). According to p53, pRb, mdm2,
p21™VAFYCPL and cyclin D1 expression, tumor showing any positive staining of
above proteins was assessed positive (the cut-off value >1%).

The mean Al was 12+10, whereas median, 25 and 75 percentile of Al was 8,
5 and 14, respectively. The study group was divided into four groups with the
lowest Al (AI<5), low AI (5<AI<8), high Al (8<AI<14) and the highest AI
(AI=14). The lowest, low, high and the highest Al was found in 40 (23%), 35
(21%), 52 (31%) and 43 cases (25%), respectively.

The mean PCNA LI was 34424, whereas median, 25 and 75 percentile of
PCNA LI was 35, 20 and 50, respectively. The study group was divided into four
groups with the lowest PCNA LI (PCNA LI<20), low PCNA LI (20<PCNA
LI<35), high PCNA LI (35<PCNA LI<50) and the highest PCNA LI (PCNA
LI>50). The lowest, low, high and the highest PCNA LI was found in 23 (18%),
36 (29%), 34 (27%) and 32 cases (26%), respectively.

1WAF1/CIP1

Expression of p53, pRb, mdm2, p2 and cyclin D1 was found in

47%, 71%, 37%, 65% and 40% cases, respectively.

There was no correlation between Al and PCNA LI, p53, pRb, mdm2,
p2 1 VARV o1 cyelin D1 expression. A strong correlation was found between
PCNA LI and cyclin D1 expression (p=0.017). Additionally, a correlation
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between the presence of mdm2 and p21™*"“"*! was established (p=0.01), then
between cyclin D1 and mdm2 (p=0.03), pRb (p=0.01), p21 ™A1 (p<0.001)
and the lack of p53 protein expression (p=0.03).

In NSCLC patients PCNA LI was positively correlated with tumor grade,
whereas there was no correlation between Al p53, pRb, mdm2, p21WAF1/ CIPL op
cyclin D1 expression and patients characteristics.

In uni- and multivariate analysis there was no influence of Al, PCNA LI,
p53, pRb, mdm2, p21V**"“"™ and cyclin D1 (analyzed separately or jointly) on
disease-free (DFS) and over-all survival (OS). The only variables related to
prognosis were stage of disease and tumor grade. Analysis of combined pheno-
types showed that phenotypes with the highest Al accompaned by the highest
PCNA LI and the lowest Al accompaned by negative pRb expression were cor-
related with impared OS (p=0.001 and p=0.04, respectively). Additionally, pa-
tients with the presence of the highest PCNA LI had shortened survival com-
pared to patients with the lowest PCNA LI (p=0.04), especially in the group with
positive p53 protein expression (p=0.026) or the lack of pRb protein (p=0.04).

This study for the first time presents the clinical significance of Al in corre-
lation to selected cell cycle regulators in NSCLC patients. Evaluation of single
parameter has limited prognostic value; however joint analysis of several factors
involved in apoptosis and cell cycle regulation seems to provide additional prog-
nostic information. The impact on survival of combined phenotypes should be
verified due to limited number of patients included to this study.
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