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Zastosowane skroty:

AC (ang. adenocarcinoma) — rak gruczotowy, tutaj w domys$lnym znaczeniu
niedrobnokomorkowego raka ptuc typu gruczotowego

Al (ang. apoptotic index) — indeks apoptotyczny

ALL B-cell — ostra biataczka limfoblastyczna z komorek B

ANOVA (ang. analysis of variance) — test statystyczny analizy wariancji

CD (ang. cluster of differentiation) — antygeny réznicowania komérkowego, np.
CD34 itp.

cm — jednostka: centymetr

DN (ang. dominant-negative) - genetyka: mutacja genu skutkujaca kodowaniem
biatka o antagonistycznym dzialaniu wobec biatka typu dzikiego (niezmienionego)
DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

EGFR (ang. epithelial growth factor receptor) - receptor ludzkiego czynnika
wzrostu naskorka

gen TES — gen kodujacy biatko testyne

GOF (ang. gain-of-function) - genetyka: mutacja genu skutkujgca nabyciem nowe;j
funkcji przez kodowane przez ten gen biatko

GS (ang. Gleason Score) — skala Gleasona (stuzaca do oceny mikroskopowej raka
gruczotu krokowego)

HIV (ang. human immunodeficiency virus) - ludzki wirus niedoboru odpornosci
IAP (ang. inhibitor of apoptosis protein) - biatka, bedace inhibitorami apoptozy
IQR - zakres migdzykwartylowy

kDa — jednostka: kilodaltony

Ki-67 — antygen Ki-67, biatko Ki-67

Klasyfikacja TNM — klasyfikacja stluzaca ocenie stopnia zaawansowania
klinicznego nowotworu. T (ang. tumor — wielkos$¢ guza pierwotnego), N (ang.
nodules — przerzuty w weztach chtonnych), M (ang. metastases — przerzuty
odlegte/narzadowe)

LOF (ang. loss-of-function) — genetyka: mutacja genu skutkujaca utratg
fizjologicznie petnionej funkcji przez kodowane przez ten gen biatko

Metoda IHC (ang. immunohistochemistry) — metoda immunohistochemiczna
Metoda WB — Western blot (takze: immunoblotting)

Metoda PCR (ang. polymerase chain reaction, PCR) — metoda tancuchowa reakcji

polimerazy



Metoda RQ-PCR (ang. Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction) -
ilo$ciowa reakcja tancuchowa polimerazy DNA w czasie rzeczywistym

mM — jednostka: milimol

MNiSW - Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

mRNA (ang. messenger ribonucleic acid) — informacyjny, matrycowy RNA, rodzaj
kwasu rybonukleinowego

msc. — jednostka czasu: miesiac

no. (ang. number) — liczebnos¢, np. liczebnos$¢ grupy, ilos¢ przypadkow

NS (ang. not significant) — brak istotnos$ci statystycznej (p > 0,05)

NSCLC (ang. non-small cel carcinoma) — niedrobnokomoérkowy rak ptuc

OR (ang. odds ratio) — iloraz szans

OS (ang. overall survival) — catkowity czas przezycia

PBS - buforowana fosforanem sol fizjologiczna

PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigen) - jadrowy antygen komorek
proliferujgcych

PI (ang. proliferation index, PI) — indeks proliferacyjny

PFS (ang. progression-free survival time)

skala IRS - potilo$ciowa skala wg Remmele uwzglgdniajgca natezenie reakcji
barwnej

skala pH - ilosciowa skala kwasowosci 1 zasadowos$ci roztworéw wodnych
zwiazkéw chemicznych

SCC (ang. squamous cell carcinoma) — rak ptaskonabtonkowy, tutaj w domyslnym
znaczeniu niedrobnokomorkowego raka ptuc typu ptaskonabtonkowego
SCLC (ang. small cell lung carcinoma) — drobnokomoérkowy rak ptuc

TES — biatko testyna

Test ELISA - test immunoenzymatyczny ELISA

TNBC (ang. triple negative breast cancer) —rak gruczohu piersiowego potrojnie

negatywny



2. Wstep.
2.1. Bialko testyna — charakterystyka i rola.

Testyna (TES) jest produktem biatkowym ekspresji genu 7ES zlokalizowanego
na chromosomie 7. i wystepuje w komorkach wszystkich prawidlowych tkanek
cztowieka [1]. Lokalizuje si¢ w cytoplazmie, gdzie za posrednictwem innych bialek
pelni m.in. role tacznika komoérek z macierza pozakomoérkowa oraz w oddziatywaniach
mi¢dzykomorkowych. Testyna wchodzi w interakcje =z innymi biatkami
jak np.: zyksyna, ktora moze modulowac organizacje cytoszkieletu oraz wplywac
na transdukcje sygnatu wewnagtrzkomorkowego, stymulowanego procesami adhezji
komorkowej [2], biatkiem MENA (ang. Mammalian-enabled protein), zaangazowanym
w procesy nukleacji oraz polimeryzacji aktyny [3], czy taling, koncentrujaca
si¢ zwlaszcza w poblizu obszarow blony komorkowej zwigzanych z interakcjami
komorki z macierzg pozakomorkowa [4-6]. TES wchodzi ponadto w interakcje
z roznymi bialkami cytoszkieletu, m.in. z aktyng — podstawowg strukturg szkieletu
komorki eukariotycznej, biorgca udzial w utrzymywaniu ksztattu oraz mobilnos$ci
komorki [7]. Nadekspresja genu TES skutkuje wzrostem adhezji komodrkowej,
a w efekcie zmniejszonym potencjalem komoérek do migracji [8].

Biatko TES sklada si¢ z 421 aminokwasow i zawiera w swojej strukturze
na C-koncu 3 domeny o typie palcéw cynkowych, oddzielonych 2-aminokwasowymi
fragmentami hydrofobowymi (tzw. domeny LIM), ktore petnig role we wzajemnych
oddzialywaniach pomiedzy biatkami, niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania
wielu procesow komoérkowych [1, 9, 10].

Stwierdzono, iz gen TES kodujacy biatko testyne zlokalizowany jest w regionie
q31.2, bedacym regionem ,tamliwym” chromosomu 7 (FRA7G), w ktorym czgsto$¢
mutacji  jest szczegdlnie nasilona. Pierwotnie zaobserwowano, iz utrata
heterozygotycznosci w obrebie FRA7G zwigzana byla z licznymi chorobami
nowotworowymi, co nasuwato podejrzenie, iz w regionie tym zlokalizowane moze by¢
bialko supresorowe [11]. Zsekwencjonowanie tego regionu z wykorzystaniem
chromosomoéw bakteryjnych (ang. BAC) pozwolilo na opisanie genu homologicznego
do mysiego genu testyny [1].

Przeprowadzono liczne badania na materiale uzyskanym od pacjentow
z roznymi chorobami nowotworowymi, w wyniku czego wykazano obnizony poziom

ekspresji testyny w rakach gruczotu piersiowego, raku jelita grubego (RJG), raku szyjki



macicy, rakach endometrium, rakach nosogardta, nowotworach glowy i szyi, raku
zotadka, w ostrej biataczce limfoblastycznej z komorek B (ALL B-cell)
oraz w glejakach [6, 8, 12—-19].

Do utraty lub zmniejszenia ekspres;ji testyny dochodzi¢ moze na r6zne sposoby.
Najczgséciej zwigzane jest to z hipermetylacja promotora genu 7TES, co zostalo
wykazane w materiale raka endometrium przy zastosowaniu zmodyfikowanej reakcji
PCR pozwalajacej oceni¢ poziom metylacji DNA [14]. Za potwierdzeniem powyzsze]
tezy przemawia ponadto szczegdlowa analiza przeprowadzona przy uzyciu 30 réznych
nowotworowych linii komoérkowych (nowotwory pecherza moczowego, gruczotu
piersiowego, jajnika, trzustki, prostaty, szyjki macicy oraz nowotwory neuroendokrynne
1 kostniakomigsaki), ktora wykazata, iz we wszystkich analizowanych przypadkach
obecny jest znaczacy poziom metylacji wysp CpG na koncu 5° genu TES [20].
Kolejnym argumentem przemawiajacym za rolg metylacji promotora genu T7ES
W patogenezie nowotwordw jest stwierdzenie reekspresji testyny po zastosowaniu leku
hamujacego metylotransferaze DNA (decytabina) na liniach komérkowych ALL B-cell
[8]. Warto zaznaczy¢, iz poza samym stwierdzeniem metylacji promotora genu TES,
znaczenie ma takze poziom jej nasilenia, co wykazano w badaniach na materiale
pooperacyjnym pacjentow z glejakami, u ktérych wykazano istotne rdznice
w zalezno$ci od stopnia zlo§liwosci nowotworu [15]. Wydaje si¢, iz metylacja
promotora omawianego genu ma istotne znaczenie w patogenezie NOwoOtworow,
za czym przemawia fakt, iz gen ten jest jednym z najczgsciej ulegajacych metylacji
gendw w ostrej biataczce limfoblastycznej i ma to miejsce w niemal 80% przypadkow
ALL [12].

Liczne przeprowadzone dotychczas badania wskazuja na supresorowg funkcje
biatka testyny, zwigzang z wieloma réznymi mechanizmami wewngtrzkomorkowymi.
Nadekspresja genu 7ES zwigzana byta z zahamowaniem cyklu komorkowego
w stadium Gl mitozy oraz obnizeniem poziomu metaloproteinazy 2 (MMP2)
wykazanym z zastosowaniem metody ELISA [21]. Reekspresja genu TES w komoérkach
ALL B-cell, uzyskana przy wykorzystaniu specjalnie skonstruowanych plazmidow,
wigzata si¢ z zahamowaniem cyklu komoérkowego w fazie G2/M (punkt kontrolny
G2/M), co bylo niezalezne od aktywno$ci biatka supresorowego TP53 [8].
Nadekspresja genu 7ES w liniach komérkowych niedrobnokomérkowych rakéw ptuc

(NSCLC) wigzata si¢ z istotnym zahamowaniem proliferacji komorek nowotworowych



oraz zdolno$ci do inwazji. Jednak dokladny mechanizm supresorowego dzialania
testyny w NSCLC nadal pozostaje niejasny [22].

Wplyw testyny na rozwdj i przebieg choroby nowotworowej zalezy nie tylko
od wpltywu na proliferacj¢ 1 réznicowanie komoérek nowotworowych, ale takze
od regulacji proceséw apoptozy. Grupa badaczy zajmujaca si¢ wptywem ekspresji TES
na przebieg raka nosogardla wykazata, iz na skutek zwigkszenia jej ekspres;ji
poprzez transfekcje genu TES przy pomocy specjalnie skonstruowanych plazmidow,
dochodzi do nasilenia procesow apoptotycznych w liniach komoérkowych
tego nowotworu [16]. Potwierdzeniem wplywu testyny na procesy apoptozy
w komorkach nowotworowych jest wzrost jej poziomu wykazany w liniach
komoérkowych ALL B-cell po reekspresji TES. Kolejnym dowodem (w powyzszym
do$wiadczeniu) jest wykazanie, z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej,
zwickszonej ilosci komoérek wykazujacych pozytywna ekspresje aneksyny V,
co dowodzi, iz testyna nasila $mier¢ komoérek na drodze procesu apoptozy [8].
Nadekspresja testyny w komorkach raka jelita grubego, w badaniach przeprowadzonych
in vivo na myszach, wigzala si¢ z obnizeniem poziomdéw biatek antyapoptotycznych
(Bcl-2, surwiwina) oraz podwyzszeniem poziomu czynnikdw proapoptotycznych
(TP53, Puma, Bax). Ponadto analiza uzyskanych rezultatow wykazata, iz nadekspresja
testyny ma prawdopodobnie zwigzek z aktywacja szlaku kinazy p38-MAPK, nalezacej
do grupy kinaz aktywowanych mitogenami i1 nasilajacej procesy apoptozy [6, 23].
Takze badania przeprowadzone na liniach komoérkowych NSCLC wykazaly,
iz nadekspresja genu TES wigzala si¢ z istotnym nasileniem proceséw apoptozy
w komorkach nowotworowych, co zostalo wykazane przy uzyciu cytometrii
przeptywowej z wykorzystaniem oceny  poziomu aneksyny V w komorkach
nowotworowych [22].

Opisano dotychczas kilka wariantow transkrypcyjnych dla genu T7ES,
skutkujacych ekspresja roznych izoform biatka testyny. W przeciwienstwie do biatka
TP53 czy surwiwiny, brakuje danych wskazujacych na zmieniong funkcje izoform
testyny 1 ich role w indukowaniu oraz promowaniu procesu transformacji

nowotworowej [24].
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2.1. Bialko surwiwina — charakterystyka i rola.

Surwiwina nalezy do grupy bialek, bedacych inhibitorami apoptozy (ang. inhibitor
of apoptosis protein — IAP). Zbudowana jest ze 142 aminokwasow, a jej masa wynosi
16,3 kD. Zlokalizowana jest w regionie telomerowym chromosomu 17 [25].

Ekspresja omawianego biatka zachodzi w fazie G2/M cyklu komoérkowego, petni
ono swoje funkcje oddzialywujagc migdzy innymi z mikrotubulami wrzeciona
kariokinetycznego [26]. Ekspresja surwiwiny w fazie G2/M jest dziesi¢ciokrotnie
wyzsza w poréwnaniu z faza G2 oraz fazag S [27]. Jej obecno$¢ jest istotna
dla prawidtowej segregacji chromosoméw podczas podziatu komorkowego [28]. Efekt
antyapoptotyczny surwiwiny zwigzany jest prawdopodobnie z oddziatywaniem
omawianego bialka na kaspaze-9, nalezaca do kaskady kaspaz, bedaca kluczowym
elementem programowanej $mierci komodrki [29]. Sposrod grupy biatek bedacych
inhibitorami apoptozy ekspresja surwiwiny jest niemal najsilniej hamowana
w przypadku prawidtowych tkanek [30]. Jej ekspresja w zdrowych, nienowotworowych
komorkach, jest obserwowana wyjatkowo 1 dotyczy sporadycznych przypadkow —
stwierdzana jest podczas rozwoju plodowego, gdzie prawdopodobnie zaangazowana
jest w utrzymanie homeostazy i réznicowanie komorek [31], a takze w szybko
dzielacych si¢ komorkach ludzkiego organizmu, takich jak: komorki macierzyste szpiku
kostnego CD34+, komorki warstwy podstawnej naskérka oraz tymocyty [25, 32, 33].
Nasilenie ekspresji zachodzi natomiast powszechnie w komorkach wielu roznych typow
nowotworow cztowieka [34].

Opisano rozne izoformy surwiwiny w komoérkach nowotworowych jako efekt
alternatywnego sktadania pre-mRNA. Formy te r6znity si¢ zarowno wzorcem ekspresji,
jak 1 lokalizacja komodrkowa w poréwnaniu do prawidlowego biatka. Izoforma
surwiwiny oznaczona jako AEx3 stwierdzana byla gléwnie w jadrze komoérkowym,
podczas gdy izoforma 2B zaobserwowana zostata w cytoplazmie [35]. Wykazano takze
zwigzek miedzy wystgpowaniem alternatywnego sktadania pre-mRNA dla surwiwiny
a aktywnos$cig choroby nowotworowej. Obecnos¢ formy AEx3 byla niekorzystnym
czynnikiem prognostycznym [36]. Uwaza si¢, ze forma ta ma dzialanie
anty-apoptotyczne, podczas gdy forma 2B wykazuje dzialanie pro-apoptotyczne [37].
Przeprowadzono wiele badan dotyczacych zroznicowanej ekspresji surwiwiny
w komorkach nowotworowych, w zaleznos$ci od typu nowotworu, izoformy tego bialka,

a takze lokalizacji jego wystgpowania [38—56]. Wnioski ptynace z licznych, powyzej
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zacytowanych prac, nie sg jednoznaczne. Czg¢$¢ autorow sugeruje, iz model ekspresji
surwiwiny — cytoplazmatyczny lub jadrowy jest kluczowy i moze by¢ istotnym
czynnikiem prognostycznym, przy czym zdecydowana wigkszo$¢ cytowanych prac
wskazuje, iz to raczej obecnos$¢ jadrowej ekspresji surwiwiny moze mie¢ znaczenie
prognostyczne. Wiecej watpliwosci nasuwa jednak ocena, czy jadrowa ekspresja
surwiwiny jest korzystnym czy niekorzystnym czynnikiem rokowniczym, gdyz istnieja
w tej kwestii znaczne rozbieznosci wynikow przeprowadzonych badan 1 wnioskow
z nich plyngcych. Pewnym wydaje si¢ natomiast by¢ fakt, iz zroznicowana funkcja
surwiwiny w zalezno$ci od obecnosci konkretnej izoformy tego bialka, moze
przektada¢ si¢ na zréznicowang skuteczno$¢ leczenia przeciwnowotworowego
u pacjentow z r6éznymi rodzajami nowotwordéw. Analizujagc polimorfizm genu
kodujacego surwiwing wykazano, iz jego duze zrdznicowanie wigze si¢ zZ gorszym
rokowaniem oraz krotszym czasem przezycia pacjentow z NSCLC. Ponadto postawiono
hipoteze, iz zwigkszony polimorfizm genu dla surwiwiny moze przektadad
si¢ na zwigkszone ryzyko rozwoju nowotwordow ptuc [57].

Najnowsze badania wykazuja takze, iz pewne czynniki transkrypcyjne, miedzy
innymi biatko TP53, moge mie¢ wplyw na regulacje ekspresji surwiwiny w réznych
typach nowotworow [58, 59].

Uwaza si¢, ze zwigkszona ekspresja surwiwiny w komorkach nowotworowych
moze by¢ jednym z wazniejszych czynnikdw odpowiedzialnych za zmniejszenie
skuteczno$ci chemioterapii w trakcie leczenia przeciwnowotworowego [60]. Wielu
badaczy  dopatruje  si¢  szansy na  poprawg¢  skuteczno$ci  leczenia
przeciwnowotworowego poprzez zwigkszenie wrazliwosci komorek nowotworowych
na stosowang terapi¢, afekt ten miatby zosta¢ uzyskany poprzez obnizenie ekspresji
surwiwiny. Przedstawione powyzej, w znacznym uproszczeniu, podstawy teoretyczne
doprowadzily do podjecia przez liczne firmy farmaceutyczne proby stworzenia lekow
bazujace na technologii antysensownej, ktorych dziatanie polega¢ miatoby
na hamowaniu syntezy omawianego biatka, a przez to na uwrazliwieniu komorek
nowotworowych na stosowang chemioterapi¢ i radioterapi¢ [61, 62]. Zahamowanie
ekspresji surwiwiny z wykorzystaniem modeli zwierzgcych oraz specjalnie
skonstruowanych wektorow wirusowych potwierdzilo, iz wraz z zahamowaniem
ekspresji omawianego biatka, dochodzi do zahamowania proliferacji komorek
nowotworowych w NSCLC, zmniejszenia ich potencjalu do tworzenia przerzutow

oraz nasilenia procesow apoptozy w eksperymentach in vitro [63].
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2.1. Bialko Ki-67 — charakterystyka i rola.

Biatko Ki-67, kodowane przez gen MKI67, nazywane jest réwniez antygenem
Ki-67, poniewaz pierwotnie zostalo opisane przy uzyciu przeciwciala oznaczonego
jako Ki-67 [64]. Jego ekspresja obserwowana jest we wszystkich aktywnych fazach
cyklu komérkowego (G1, S, G2, mitoza), natomiast nie jest stwierdzana w fazie GO,
co czyni to biatko idealnym markerem proliferacji komorkowej [65-66]. Ki-67
charakteryzuje si¢ zmiennym wzorcem ekspresji w jadrze komorkowym w zaleznosci
od fazy cyklu komodrkowego, co ma zwigzek ze zmiang stopnia fosforylacji
omawianego biatka, a w efekcie zmiang jego funkcji oraz struktury przestrzennej
w nukleoplazmie [66—69]. W trakcie mitozy biatko Ki-67 jest fundamentalnym
sktadnikiem warstwy perichromosomalnej na powierzchni chromosoméw. Zapobiega
nadmiernej agregacji chromosoméw w trakcie mitozy, a jego brak skutkuje
asymetrycznym podziatem jadra komorkowego 1 dysproporcja w obrebie jader
potomnych na biegunach dzielgcej si¢ komorki [70-72].

Nasilenie jego ekspresji wykorzystywane jest jako narzgdzie prognostyczne
w diagnostyce réznych choréb nowotworowych i okreslane jest mianem indeksu
proliferacyjnego (ang. proliferation index, PI)[73, 74]. Na podstawie przeprowadzone;j
przez Xie i wsp. metaanalizy wykazano, iz w przypadku raka nerki (ang. renal cel
carcinoma, RCC) silna ekspresja Ki-67 w komoérkach nowotworowych koreluje
z gorszym rokowaniem oraz wigze si¢ z wyZszym stopniem zaawansowania nowotworu
[75]. Roéwniez w przypadku nowotwordw gruczotu piersiowego, na podstawie
przeprowadzonych licznych badan, wykorzystuje si¢ badanie poziomu ekspresji Ki-67
jako czynnika prognostycznego [76-79]. W grupie pacjentow z czerniakiem
(ang. melanoma), rakami ptaskonabtonkowymi okolicy gtowy i szyi (ang. head and
neck squamous cell carcinomas) oraz nowotworami podscieliskowymi przewodu
pokarmowego wysoki poziom ekspresji Ki-67 rowniez okazal si¢ by¢ niekorzystnym
czynnikiem prognostycznym [80-82]. W grupie chorych z nowotworami trzustki
wysoki indeks proliferacyjny wigzal si¢ z istotnie krotszym czasem przezycia wolnym
od progresji [83]. W przypadku pacjentow z rakiem gruczotu krokowego wysoki
poziom ekspresji Ki-67 wigzat si¢ z wyzszym stopniem zaawansowania nowotworu
[84]. Istnieja doniesienia wskazujace na przydatnosci oceny poziomu ekspresji Ki-67

w ocenie prawdopodobienstwa wznowy biochemicznej raka gruczotu krokowego,

13



co miatoby pomdéc w wyborze odpowiedniej terapii adjuwantowej oraz kwalifikacji
pacjentéw do Scistego nadzoru onkologicznego [85—-87].

W  odniesieniu do NSCLC wykazano, iz silna ekspresja antygenu Ki-67
w komorkach nowotworowych zwigzana byta z niekorzystnym rokowaniem, krotszym
czasem przezycia wolnego od choroby oraz krotszym czasem przezycia wolnego
od wznowy po zabiegu resekcji guza [88-93].

Biorgc pod uwage catoksztatt danych dotyczacych przydatnosci oceny poziomu
ekspresji Ki-67 w komoérkach nowotworowych réznych typow nowotwordw, mozna
uzna¢ omawiane biatko za bardzo przydatne narzedzie stuzace do oceny stopnia
nasilenia proliferacji komérkowej. W przypadku NSCLC, w zwigzku z jednoznacznymi
wnioskami ptyngcymi z cytowanych powyzej prac badawczych, analiza indeksu
proliferacyjnego przy uzyciu Ki-67 wydaje si¢ by¢ uzasadniona 1 pomocna

W prognozowaniu przebiegu choroby nowotworowe;j.

2.2. Ocena nasilenia procesu apoptozy w NSCLC.

Apoptoza nazywana jest rOwniez programowang S$miercig komorki, poniewaz
w odroznieniu od nekrozy, stanowi proces regulowany, $cisle kontrolowany
przez liczne mechanizmy komoérkowe oraz samoograniczajacy si¢. Z apoptoza zwigzane
sa charakterystyczne zmiany, jakie zachodza w wygladzie komorki. Dochodzi
w nich do odwodnienia cytoplazmy, kondensacji chromatyny i fragmentacji jadra
komoérkowego. Material genetyczny (DNA) ciety jest wybiorczo i w kontrolowany
sposob. Organelle komérkowe sg zachowane, a ksztatt komorki ulega zmianie [94].
Apoptoza jest procesem, ktory jest kluczowy dla prawidtowego rozwoju organizmow
wielokomérkowych i pozwala miedzy innymi na usuwanie komorek, ktore utracity
mozliwos¢ petnienia swojej funkcji, zostaty uszkodzone w nieodwracalny sposob
lub nastgpily istotne mutacje ich materiatu genetycznego [95]. Proces ten pozwala
w kontrolowany sposob regulowac ilo§¢ komorek oraz umozliwia wlasciwy rozwoj
tkanek, narzadow 1 catego organizmu. Apoptoza zaangazowana jest rOwniez w rozne
procesy patologiczne, w ktorych obok nekrozy, bierze udzial w eliminowaniu komorek.
Z takim stanem mamy do czynienia w ostrym zawale mig$nia sercowego, gdy dochodzi
do obumierania niedokrwionych kardiomiocytéw [96], a takze u pacjentow zakazonych
wirusem HIV, u ktérych obserwujemy apoptoze limfocytow T CD4+ [97]. Kolejnymi

schorzeniami, w ktorych nasilenie procesOw apoptozy ma kluczowe znaczenie,
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sa choroby nowotworowe. W ich przebiegu mozemy obserwowaé zaréwno nasilenie
proceséw apoptozy jak i zahamowanie. Wiele grup badawczych probowato wykazaé
zwigzek miedzy przebiegiem choroby nowotworowej a nasileniem tych procesow
[98—103] Prowadzono liczne badania dotyczace mediatoréw procesu apoptotycznego
jak 1 czynnikéw regulatorowych, zardwno stymulujacych, jak i hamujacych procesy
programowanej $mierci komodrkowej. Jednym z parametrow ocenianych w materiale
klinicznym, uzyskanym od pacjentow z chorobami nowotworowymi, jest tzw. indeks
apoptotyczny (ang. apoptotic index, Al). Wskaznik ten odzwierciedla odsetek komorek
nowotworowych, bedacych w trakcie apoptozy. Oceniany on jest na materiale
uzyskanym zwykle w wyniku resekcji zmiany nowotworowej. Analiz¢ indeksu
apoptotycznego mozna przeprowadzi¢ na rozne sposoby [104]:

A. z zastosowaniem mikroskopii $wietlnej, bazujac na charakterystycznych
zmianach morfologicznych komorek ulegajacych apoptozie,

B. z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej, pozwalajacej na uwidocznienie
zmian jakie zachodza w obregbie komoérek ulegajacych apoptozie. Oceniana jest
miedzy innymi kondensacja chromatyny w okolicy blony jadrowe;j
oraz fragmentacja jadra komorkowego,

C. z wykorzystaniem elektroforezy DNA w zelu agarozowym, co pozwala
na uwidocznienie sekwencyjnej degradacji DNA oraz wykazanie obecnosci
fragmentéw DNA wielkos$ci okoto 300 tys. par zasad. Na skutek sekwencyjne;j
degradacji materialu genetycznego podczas procesu apoptozy uzyskuje
si¢ ,,obraz drabiny” podczas elektroforezy DNA w Zelu agarozowym,

D. z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej pozwalajacej na doktadng ilosciowg
ocen¢ komodrek apoptotycznych. Metoda bazuje na  wykorzystaniu
specyficznych dla DNA fluorochromoéw, ktoére pozwalaja na analiz¢ degradacji
DNA w komorkach nowotworowych przepltywajacych przez cytometr — kazda
komorka analizowana jest osobno,

E. z wykorzystaniem reakcji TUNEL, ktora bazuje na zjawisku 1aczenia
si¢ specyficznych znacznikow (biotynylowana trojfosforodeoksyurydyna tacznie
z terminalng deoksynukleotydylotransferazg TDT) z 3’ hydroksylowymi
koncami peknigtych fragmentdow DNA. Ocena nastgpnie odbywa si¢ zwykle
przy uzyciu mikroskopii $wietlnej lub fluorescencyjnej oraz ocenie nasilenia

reakcji barwne;,
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F. z wykorzystaniem metody immunohistochemicznej (IHC), ktéra bazuje
na ocenie komorek apoptotycznych z wykorzystaniem specyficznej reakcji
przeciwcial skierowanych przeciwko ré6znym substratom/biatkom. W tym celu
wykorzystywane sg zwykle biatka, o ktérych wiadomo, iz zaangazowane
sa w proces programowanej S$mierci komorki. Najczesciej w tym celu
wykorzystuje si¢ specyficzne reakcje przeciwcial z takimi substratami
jak: kaspaza-3, biatko TP53 oraz aneksyna V [104].

Analiza indeksu apoptotycznego w zmianach przednowotworowych oraz raku
ptaskonablonkowym jamy ustnej, wykazata stopniowy wzrost nasilenia procesow
apoptozy z najnizszym ich wskaznikiem w obrgbie zdrowej $luzowki jamy ustnej
1 najwyzszym w zlo§liwych zmianach nowotworowych. Na podstawie uzyskanych
rezultatow zasugerowano, iz wzrost indeksu apoptotycznego moze $wiadczyc
0 wyzszym potencjale danej zmiany do transformacji nowotworowej lub moze by¢
wykorzystane jako potencjalny czynnik prognostyczny [105].

W przypadku NSCLC, ocena indeksu apoptotycznego jako potencjalnego czynnika
prognostycznego jest trudna do postawienia jednoznacznych wnioskéw. Tanaka 1 wsp.
na podstawie przeprowadzonych badan wysungli tezg, iz zardbwno niski jak 1 wysoki
indeks apoptotyczny moze stanowi¢ korzystny czynnik prognostyczny. Postawili
rowniez hipoteze, iz guzy z niskim Al charakteryzuja si¢ jednoczesnie niskim indeksem
proliferacyjnym, co korzystnie wplywa na rokowanie. Z kolei w przypadku guzéw
intensywnie proliferujagcych rokowanie jest gorsze, jednak nasilona apoptoza
(wysoki Al) jest czynnikiem istotnie wptywajacym na poprawe¢ rokowania [98].
Ten sam zesp6t badaczy wykazat jednak, iz do nasilenia proceséw apoptozy
przy zwigkszonej proliferacji komorkowej dochodzi tylko w sytuacji, gdy zachowane
sg prawidlowo dziatajace mechanizmy indukujace apoptoze [99].

Z kolei grupa badaczy w zespole Torménen i wsp. wykazata, iz zwigkszony indeks
apoptotyczny stanowi niekorzystny czynnik prognostyczny w NSCLC [106]. Rowniez
Langendijk 1 wsp. prowadzac badania w grupie pacjentéw z nieoperacyjnymi NSCLC
w stadium III zaawansowania klinicznego, poddanych radioterapii wykazali,
iz podwyzszony indeks apoptotyczny wigzal si¢ z krotszym czasem przezycia
oraz wigksza czesto$ciga wystepowania przerzutdéw odlegtych w analizowanej grupie
chorych [100].

Z kolei Hanaoka i wsp. nie stwierdzili zwigzku pomiedzy nasileniem indeksu

apoptotycznego a danymi kliniczno-patologicznymi pacjentow [107]. Rowniez grupa
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badaczy z zespotu Dworakowska 1 wsp. wykazata, iz indeks apoptotyczny
jako niezalezny czynnik, nie ma wartos$ci prognostycznej niezaleznie od poziomu
nasilenia apoptozy. Dopiero wspolne zestawienie bardzo wysokiego Al oraz nasilonej
ekspresji jadrowego antygenu komorek proliferujagcych (ang. proliferating cell nuclear
antygen — PCNA) wigzato si¢ z istotnie krotszym czasem catkowitego przezycia
w poréwnaniu z pozostatg grupg chorych [101].

Przedstawione powyzej dane dowodza, iz istnieja duze rozbiezno$ci dotyczace
oceny przydatnosci indeksu apoptotycznego jako czynnika prognostycznego w NSCLC,
wskazujace na Al jako zaré6wno korzystny, neutralny jak i niekorzystny czynnik
rokowniczy. Dowodzi to istotnemu zrdéznicowaniu biologii komdrki nowotworowe;j
w NSCLC lub roli innych czynnikow wplywajacych w istotny sposob na rokowanie
1 przezycie pacjentow z nowotworami ptuc. Przyktadem moga by¢ przytoczone powyzej
badania przeprowadzone przez Tanaka i wsp., w ktorych dowodzili, iz obecno$¢
sprawnie  funkcjonujagcych  mechanizméw  indukujacych  procesy  apoptozy
przy zwigkszonej proliferacji komérkowej wptywa na poprawe rokowania w tej grupie

pacjentow.
2.3. Nowotwory pluc (ze szczegélnym uwzglednieniem NSCLC).

Klasyfikacja nowotworow ptuc jest nastepujaca [108]:

1. Raki niedrobnokomorkowe ptuc:
a) rak gruczotowy,
b) rak plaskonabtonkowy,
c) rak wielkokomoérkowy.

2. Rak drobnokomérkowy ptuc

3. Rzadkie nowotwory ptuc:
a) rak gruczolowo-nabtonkowy (mieszany),
b) rak migsakowy,
c) nowotwory typu $liniankowego,
d) rakowiak,
e) guzy z komorek mezenchymalnych,
f) guzy zarodkowe.

Nowotwory pluc stanowig najczestszg przyczyne zgondw z powodu chordb

nowotworowych w Polsce niezaleznie od pici. Obserwacje epidemiologiczne
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prowadzone w Polsce wskazuja na stopniowy spadek zachorowalno$ci na raka ptuc
w grupie mezczyzn w ostatniej dekadzie oraz staty, utrzymujacy si¢ wzrost
zachorowalno$ci na nowotwory pluc w grupie kobiet [109]. W skali ogolnoswiatowe;]
obserwuje si¢ wzrost czestosci zachorowania na nowotwory ptuc, aczkolwiek w krajach
rozwini¢tych, dzigki skutecznej polityce antynikotynowej, trend ten zostal nie tyle
zahamowany, co nawet odwrocony [110]. Wérod przyczyn zachorowania na nowotwory
phuc, najwazniejszym 1 najlepiej udowodnionym czynnikiem ryzyka jest czynne palenie
tytoniu. Wsérod pozostatych czynnikéw ryzyka nalezy wymieni¢: bierne palenie tytoniu,
narazenie na substancje szkodliwe (azbest, otow, kadm, arsen, nikiel),
a takze ekspozycje na promieniowanie jonizujace [111]. W ostatniej dekadzie
obserwuje si¢ niepokojacy wzrost liczby zachorowan na nowotwory ptuc u oséb nigdy
niepalagcych papierosy [112]. Odsetek osob niebgdacych palaczami w grupie pacjentow
z nowotworami pluc wykazuje duze zrdéznicowanie geograficzne. W niektorych
rejonach Potudniowej Azji odsetek ten w grupie kobiet sigga¢ moze nawet 83% [113],
[114], podczas gdy w Stanach Zjednoczonych odsetek ten wynosi zaledwie okoto 15%
[115,116].

We weczesnej fazie raka phluc przebieg najczesciej jest bezobjawowy, co skutkuje
pdznym rozpoznaniem choroby oraz przektada si¢ na niekorzystne rokowanie. Jednym
z najczestszych objawdw choroby, lecz bardzo niespecyficznym, jest przewlekty kaszel
lub zmiana jego dotychczasowego charakteru, zwtaszcza u palaczy. Wsrod pozostatych
objawow nalezy wymieni¢: dusznos¢, bol w klatce piersiowej, ostabienie i ubytek masy
ciala, nawracajace zapalenia ptuc, zespol zyly glownej gbérnej, objawy miejscowej
destrukcji struktur klatki piersiowej, objawy wynikajace z obecno$ci przerzutow
w innych narzadach oraz zespoty paraneoplastyczne [108].

Nowotwory pluc charakteryzujg si¢ zlym rokowaniem oraz niskg 5-letnig
przezywalnoscig. W przypadku NSCLC w stadium miejscowego zaawansowania,
S-letnia przezywalno$¢ wynosi ok. 50%, natomiast w przypadku choroby uogolnionej
(z obecnoscig przerzutOw w momencie rozpoznania) zaledwie 2%. Z kolei w przypadku
raka drobnokomorkowego ptuc przezywalnos¢ S-letnia w stadium miejscowego
zaawansowania wynosi 10-13%, natomiast w przypadku choroby uogdlnionej zaledwie
1-2% [117]. 5-letnia przezywalno$¢ pacjentdow poddanych doszczetnej resekcji raka
niedrobnokomoérkowego ptuc w stadium zaawansowania klinicznego I, II oraz Illa jest

lepsza 1 wynosi odpowiednio 60-80%, 40-50% oraz 15-25% [108].
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Tabela 1. Klasyfikacja TNM stopnia zaawansowania niedrobnokomoérkowych rakow

phuc (rewizja 8.z 2017 r.) [108].

Klasyfikacja TNM (rewizja 8. z 2017 r.) w NSCLC

guz pierwotny (T)

guz rozpoznawany na podstawie stwierdzenia komoérek nowotworowych

Tx w poptuczynach oskrzelowych, ale nieuwidoczniony radiologicznie lub
bronchoskopowo

TO nie ma cech guza pierwotnego

Tis rak przedinwazyjny (in situ)
guz o najwigkszym wymiarze <3 cm, otoczony migzszem ptucnym lub

Tl ophucng trzewna, w badaniu bronchoskopowym nie nacieka oskrzela
gltownego®

T1(mi) gruczolakorak minimalnie inwazyjny®

Tla guz o najwickszym wymiarze <1 cm?

T1b guz o najwigkszym wymiarze >1 cm, ale <2 cm?

Tlc guz o najwickszym wymiarze >2 cm, ale <3 cm?
guz o najwickszym wymiarze >3 cm, ale <5 cm lub o >1 z nast¢pujacych
cech:

™ — naciekajacy gtowne oskrzele, ale nie dochodzacy do rozwidlenia tchawicy
— naciekajacy oplucng trzewna
— guz powodujacy niedodme lub obturacyjne zapalenie pluca si¢gajace
okolicy wneki, obejmujace cze$¢ ptuca lub cate ptuco

T2a guz o najwigkszym wymiarze >3 cm, ale <4 cm

T2b guz o najwickszym wymiarze >4 cm, ale <5 cm
guz o najwigkszym wymiarze >5 cm, ale <7 cm lub o >1 z nast¢pujacych
cech:

T3 — bezposrednio naciekajacy optucng $cienna, $ciane klatki piersiowe;j
(W tym guz szczytu ptuca), nerw przeponowy lub osierdzie
— guz z odrgbnymi ogniskami raka w obrebie tego samego ptata pluca
guz o najwigkszym wymiarze >7 cm lub o >1 z nast¢pujacych cech:

T4 — naciekajacy przepone, Srodpiersie, serce, duze naczynia, tchawice, nerw

krtaniowy wsteczny, przetyk, rozwidlenie tchawicy lub trzon kregu
— guz z odrgbnymi ogniskami raka w obrebie innego ptata tego samego ptuca
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przerzuty do regionalnych wezlow chlonnych (N)

Nx nie mozna oceni¢ regionalnych weztow chtonnych

NO nie stwierdza si¢ przerzutow do regionalnych weziow chtonnych

NI przerzuty w weztach przyoskrzelowych lub wngkowych po stronie guza lub
ich bezposrednie naciekanie

N2 przerzuty w wezlach $rodpiersiowych po stronie guza i/lub w wezlach pod
ostroga gtowna

N3 przerzuty w przeciwleglych wezlach wnekowych lub $rodpiersiowych
przerzuty w wezlach nadobojczykowych

przerzuty odlegle (M)

Mx nie mozna oceni¢ obecnosci przerzutow odlegtych

MO nie stwierdza si¢ przerzutow odleglych
odrebne ognisko lub ogniska raka w drugim ptucu

Mla — ogniska raka w oplucnej lub w osierdziu lub wysiek nowotworowy w jamie

optucnej lub jamie osierdzia®

MI1b pojedyncze przerzuty odlegte (poza klatka piersiowa)?

M mnogie przerzuty odlegle (poza klatka piersiowa) w jednym lub wielu
C
narzadach

* Rzadkie, powierzchownie rozprzestrzeniajace si¢ guzy o dowolnym wymiarze z
naciekiem ograniczonym do $ciany oskrzela (rowniez oskrzela gtéwnego) sa takze
klasyfikowane jako T1a.

® Pojedynczy gruczolakorak <3 cm, glownie tapetujacy przegrody
miedzypecherzykowe, z naciekiem <5 mm w jednym z ognisk.

¢ Zazwyczaj ptyn w jamie oplucnej lub jamie osierdzia w przebiegu raka ptuca ma
charakter nowotworowy. U niewielkiej czesci chorych badania mikroskopowe ptynu z
jamy optucnej lub jamy osierdzia nie wykazuja obecnosci komorek nowotworu, ptyn
nie zawiera krwi 1 nie ma charakteru wysi¢ku. Jesli nie ma przestanek klinicznych do
wigzania wysieku z nowotworem, obecno$ci ptynu w jamie optucnej lub jamie
osierdzia, nie nalezy bra¢ pod uwage w klasyfikacji zaawansowania nowotworu.

4 Dotyczy takze pojedynczego, odlegtego (nieregionalnego) wezta chtonnego.
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Leczenie NSCLC uzaleznione jest $cisle od stopnia zaawansowania klinicznego
choroby nowotworowej [Tabela 1] oraz dodatkowych czynnikéw, wsrod ktoérych
najwazniejszym jest stan sprawno$ci chorego oraz ocena czynno$ciowa wydolnosci
uktadu oddechowego 1 uktadu krazenia. Pacjenci w stopniu I oraz II zaawansowania
klinicznego powinni by¢ pierwotnie leczeni chirurgicznie metoda otwartg
lub wideotorakoskopowa (ang. video assisted thoracic surgery — VATS). Metoda
z wyboru jest calkowita radykalna resekcja zmiany w granicach anatomicznych
(lobektomia) z usunigciem weztow chtonnych wneki 1 §rddpiersia. Resekcje o mniejsze;j
rozlegtosci (segmentektomia) wykonywane sg sporadycznie i dotyczg zmian o $rednicy
<2 cm (cecha Tla w klasyfikacji TNM). Niektorych pacjentéw, zwlaszcza w przypadku
watpliwosci co do doszczetnosci wykonanego zabiegu, kwalifikuje si¢ do radioterapii
adjuwantowe] (uzupeiniajacej). Z kolei w stopniach IB — IIIA zaawansowania
klinicznego, uzupeiiajaca chemioterapia uwazana jest za standard postgpowania
(chemioterapia adjuwantowa). Stopien III zaawansowania klinicznego stanowi
wyjatkowo zréznicowang grup¢ chorych — nalezg tutaj pacjenci w stadium IIIA, sposrod
ktorych wiekszo$¢ powinna by¢ kwalifikowana do pierwotnego leczenia operacyjnego,
oraz pacjenci w stadium IIIB, ktérzy do radykalnej resekcji kwalifikowani
sa wyjatkowo. Nalezy podkresli¢, iz stopien zajecia wezldw chtonnych jest bardzo
waznym kryterium decydujacym o wyborze strategii postgpowania — cecha N2
w klasyfikacji TNM w zasadzie dyskwalifikuje pacjentow od radykalnego leczenia
chirurgicznego (poza tak zwanym zaj¢ciem weztéw chtonnych w minimalnym stopniu,
w ktoérym stwierdza si¢ obecnos¢ przerzutow do pojedynczych weztow w obrebie jednej
ich grupy, bez naciekania torebki). W grupie pacjentdw z zajeciem weztow chlonnych
(cecha N2) stosuje si¢ radykalng radioterapi¢ w polaczeniu z chemioterapig lub resekcje
chirurgiczng z chemioterapig neoadjuwantowg. Dawniej postepowanie w przypadku
NSCLC w stadium zaawansowania klinicznego IIIB obejmowato wytacznie radykalng
radioterapi¢. Obecnie uwaza si¢, iz zastosowanie chemioterapii przed naswietlaniem
pozwala na zwigkszenie skutecznos$ci leczenia oraz odsetka pozytywnych odpowiedzi.
Stadium IV zaawansowania klinicznego wigze si¢ z bardzo niekorzystnym rokowaniem,
a leczenie ma charakter niemal wyltacznie paliatywny. Sprowadza si¢ do zastosowania
paliatywnej radioterapii, ewentualnie samego leczenia objawowego. W grupie
pacjentow z NSCLC w wysokich stadiach zaawansowania klinicznego stosuje
si¢ rowniez leki skierowane przeciwko swoistym celom molekularnym w komorkach

nowotworowych. Jeden z przykltadow stanowig inhibitory kinaz tyrozynowych
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receptora ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epithelial growth factor
receptor — EGFR). Wykorzystywane s3 one wylacznie u pacjentow, u ktérych
potwierdzona zostata mutacja genu EGFR w komoérkach guza. Zwykle dotyczy
to pacjentow z AC (10-15% pacjentow z tym typem histologicznym NSCLC),
poniewaz w SCC mutacja ta stwierdzana jest sporadycznie [108, 118, 119]. Kolejny
przyktad stanowia inhibitory kinaz tyrozynowych ALK/ROSI (ALK ang. anaplastic
lymphoma kinase — kinaza chtoniaka anaplastycznego; ROS1 — receptor kinazy
tyrozynowej kodowany przez gen ROSI). Mutacje genu ALK (najczesciej prowadzace
do powstania genu fuzyjnego ALK-EML4) oraz genu ROSI (najczgsciej prowadzace
do powstania genu fuzyjnego CD74-ROS]I) skutkuja synteza zmienionych strukturalnie
biatek, sprzyjajacych niekontrolowanej proliferacji komorek nowotworowych NSCLC.
Strukturalne podobienstwo obu biatek pozwala na zastosowanie celowanej terapii
jaka jest wykorzystanie kryzotynibu, begdacego selektywnym drobnoczasteczkowym
inhibitorem receptora kinaz tyrozynowych ALK oraz ROS1 [120-122]. Rearanzacja
genu ROS!I dotyczy ok. 2% chorych z podtypem gruczolowym NSCLC [123].
Kolejnym mechanizmem molekularnym, wykorzystywanym w celowanej terapii
NSCLC, jest oddziatywanie przy uzyciu swoistych przeciwcial na interakcje miedzy
receptorem programowanej $mierci (PD-1) a jego ligandem (PD-L1). Zablokowanie
szlaku sygnatowego PD1/PD-L1 zapobiega dezaktywacji cytotoksycznych limfocytow
efektorowych, skutkujacej uposledzeniem przeciwnowotworowej odpowiedzi
immunologicznej organizmu [124-25]. Wsérod grupy kinaz tyrozynowych, majacych
znaczenie w patogenezie chordb nowotworowych ptuc, wymieni¢ nalezy réwniez
biatko B-Raf. Kodowane jest ono przez gen BRAF 1 uczestniczy
w  wewnatrzkomérkowych szlakach sygnatowych. Nowotwory ptuc, w ktérych
stwierdzane s3 mutacje genu BRAF, charakteryzuja si¢ mniejszg skuteczno$cig
stosowane] chemioterapii oraz bardziej agresywnym przebiegiem choroby. Stanowi
to powod rosngcego  zainteresowania  inhibitorami  B-Raf w  terapii
przeciwnowotworowej pacjentoéw z NSCLC [126-128].

W S$wietle zaprezentowanych danych dotyczacych rokowania oraz leczenia
pacjentéw z NSCLC, jednoznacznie wida¢ jak wazna jest wczesna diagnostyka
oraz nieustanne poszukiwanie nowych metod leczenia 1 prowadzenie badan

nad etiopatogenezg tej grupy choréb.
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3. Uzasadnienie podje¢cia tematu.

Powyzej przytoczono liczne badania przeprowadzone 2z wykorzystaniem
zardwno nowotworowych linii komorkowych, jak i materiatu klinicznego uzyskanego
od pacjentow z roznymi typami nowotworow. Wskazuja one jednoznacznie
na potencjalng role biatka testyny w patogenezie roznych typow nowotworow.
Obserwacje poczynione przez wiele niezaleznych zespotéw badawczych wydaja
si¢ dostatecznie uzasadnia¢ decyzj¢ o zaplanowaniu i1 wykonaniu szczegdlowych
badan dotyczacych udzialu testyny w procesach nowotworowych. Wskazuje
si¢ na jej rozmaite funkcje supresorowe, poczawszy od wplywu na procesy proliferacji
komorkowej 1 cykl podzialu komorkowego, a skonczywszy na roli odgrywanej
w procesach apoptozy i1 zwigzku z kinazg p38-MAPK, zaangazowang w procesy
programowanej $mierci komorki, czy czynnikami proapoptyotycznymi takimi jak TP53,
Puma oraz Bax. Dotychczas nie przeprowadzono szczegdtowych badan dotyczacych
poziomu ekspresji testyny w NSCLC z wykorzystaniem materialu klinicznego
uzyskanego w wyniku zabiegu resekcji guza. Dostepne sa wylacznie badania
przeprowadzone z wykorzystaniem linii komorkowych NSCLC.

W $wietle przytoczonych powyzej danych, podjecie trudu celem zbadania roli
testyny w NSCLC wydaje si¢ by¢ zasadne. Choroby nowotworowe, a zwlaszcza
nowotwory pluc, stanowig na przestrzeni ostatnich dekad coraz wigkszy problem
zdrowotny, a kazda proba bardziej szczegblowego poznania patogenezy chordb
nowotworowych daje szanse na zwigkszenie efektywno$ci leczenia oraz pozwala
postawi¢ kolejny krok w poszukiwaniu coraz skuteczniejszych metod terapeutycznych.
Kolejnym argumentem, dodatkowo podkreslajacym warto§¢ naukowg niniejsze]
rozprawy, jest fakt przeprowadzenia badan z wykorzystaniem materiatu klinicznego

pozyskanego od pacjentow z NSCLC w wyniku zastosowanego leczenia operacyjnego.
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4. Cele pracy.

1.

Ocena lokalizacji ekspresji testyny w komorkach niedrobnokomoérkowych
rakow phuc.

Ocena nasilenia ekspresji testyny, surwiwiny oraz Ki-67
w niedrobnokomorkowych rakach ptuc.

Ocena zwigzku pomigdzy poziomem ekspresji wyzej wymienionych bialek
a danymi kliniczno-patologicznymi pacjentow z uwzglednieniem analizy
przezycia.

Ocena indeksu apoptotycznego w niedrobnokomoérkowych rakach phuc
(ocenianego przy pomocy analizy ekspresji kaspazy-3) oraz jego korelacja

z danymi kliniczno-patologicznymi oraz poziomem ekspresji badanych biatek.
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5. Materialy i metody.

Material do przeprowadzenia badan stanowity tacznie 203 przypadki NSCLC

(typ ptaskonabtonkowy: 83 przypadki, typ gruczotowy: 120 przypadkow). Kontrole

stanowil materiat uzyskany z marginesu cigcia chirurgicznego. Badania uzyskaty

pozytywna opini¢ komisji bioetycznej dziatajacej przy Uniwersytecie Medycznym

we Wroctawiu, nr opinii KB-115/2017 (w zataczeniu). Wykorzystano rézne metody

badawcze (szczegdtowo opisane w kolejnych podrozdziatach):

1.

metod¢ immunohistochemiczng - reakcje przeprowadzono na wszystkich
badanych przypadkach NSCLC oraz na materiale kontrolnym,

metode Western blot - reakcje przeprowadzono na tacznie 30 przypadkach
NSCLC (15 przypadkow AC oraz 15 przypadkéw SCC) oraz na materiale
kontrolnym,

. metod¢ tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) na materiale uzyskanym

z wykorzystaniem mikrodysekcji laserowej - reakcje przeprowadzono na tacznie
36 przypadkach NSCLC (18 przypadkow AC oraz 18 przypadkow SCC)
oraz na materiale kontrolnym,

mikroskopi¢  konfokalng celem oceny lokalizacji ekspresji testyny

z wykorzystaniem linii komoérkowych NSCLC oraz fibroblastow ludzkich.

Do przeprowadzenia analizy wykorzystano materiat kliniczny uzyskany

od pacjentdow operowanych z powodu niedrobnokomorkowych rakow ptuc w Klinice

Chirurgii Klatki Piersiowej przy Dolno$lagskim Centrum Choréb Pluc we Wroctawiu.

Doktadna charakterystyka grupy badawczej zostala przedstawiona w Tabeli 2.
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Tabela 2. Opis grupy badawczej z uwzglednieniem danych kliniczno-patologicznych

pacjentéw oraz typu histologicznego NSCLC.

Parametr NSCLC
Typ histologiczny SCC AC

Liczebno$¢ grupy 83 120
Pte¢, no. (%)

Mezczyzna 53 (64) 64 (53)

Kobieta 30 (36) 56 (47)
Wieku w momencie zachorowania 66 66
(mediana, zakres) (52-82) (50-84)
Stadium zaawansowania nowotworu, no. (%)

I 34 (41) 50 (42)

11 36 (43) 31 (26)

I 11 (13) 30 (25)

brak danych 2(3) 9(7)
Cecha T w klasyfikacji TNM, no. (%)

1 18 (22) 40 (33)

2 53 (64) 60 (50)

3 10 (12) 9(7,5)

4 1(1) 2(2)

brak danych 1(1) 9(7,5)
Zajecie wezlow chionnych (cecha N), no. (%)

0 55 (66) 65 (54)

1 17 (20) 20 (17)

2 10 (12) 27 (23)

brak danych 1(2) 8 (6)
Stopien ztosliwosci histologicznej G, no. (%)

1 0(0) 2(2)

2 73 (88) 58 (48)

3 10 (12) 60 (50)

Srednica guza [cm] (mediana, zakres)

Czas przezycia [msc.] (mediana, zakres)

Silna ekspresja Ki-67, no. (%)

4 (1,5-9) 3.5 (1-11)
33 (1-81) 26 (0-77)
40 (48) 21(17,5)
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5.1. Hodowla linii komoérkowych.

Linie komorkowe fibroblastow ludzkich (IMR-90) oraz rakéw phuc
ptaskonablonkowego (NCI-H1703, NCI-H522) i gruczolowego (A549) hodowano
w standardowych warunkach (37°C, 5% COz). Hodowlg linii komoérkowej IMR-90
prowadzono w medium hodowlanym Minimum Essential Medium (MEM)(Lonza,
Bazylea, Szwajcaria), wzbogaconym o 10% surowicy bydlecej. Do hodowli linii
komoérkowych NCI-H1703 oraz NCI-H55 wykorzystano medium hodowlane RPMI-
1640 (Lonza, Bazylea, Szwajcaria), z dodatkiem 10% surowicy bydlecej. Natomiast
do hodowli linii komoérkowej A549 uzyto medium F-12K (Thermo Fischer Scientific,
Waltham Massachusetts, USA), suplementowanego 10% surowicy bydlece;.

W celu zebrania osadow z badanych linii, komorki poddano dziataniu trypsyny,
nastgpnie odwirowano oraz zawieszono w roztworze PBS. W kolejnym etapie
ponownie odwirowano komorki, a uzyskany osad zamrozono w temperaturze -80°C
do dalszych badan. Uzyskany w powyzszy sposoéb materiat komorkowy wykorzystano
do oceny poziomu TES mRNA metodg RQ-PCR oraz celem oceny lokalizacji ekspresji

testyny z wykorzystaniem mikroskopii konfokalne;.

5.2. Mikromacierze tkankowe (TMA).

Pierwszym etapem, poprzedzajagcym przeprowadzenie wilasciwych reakcji
immunohistochemicznych (IHC), bylo przygotowanie mikromacierzy tkankowych
(ang. tissue microarrays — TMASs) z zastosowaniem urzadzenia TMA Grand Master
(3D Histech, Wegry). W tym celu na bloczek parafinowy, z ktérego utworzona miata
zosta¢ mikromacierz, przeniesiono wlasciwe rdzenie tkankowe S$rednicy 1,5 mm
kazdy. Rdzenie uzyskano przy uzyciu igly, pobierajac kazdorazowo materiat
z pojedynczych bloczkéw parafinowych reprezentujacych analizowane przypadki
NSCLC. Celem utworzenia TMA z kazdego badanego bloczka pobrano tacznie
3 reprezentatywne probki. Uzyskang w ten sposdb macierz poci¢to mikrotomem
na skrawki grubosci 4 um celem przygotowania preparatu, ktory kolejno wybarwiono
metoda hematoksylina-eozyna i1 zeskanowano przy uzyciu skanera mikromacierzy

Pannoramic MIDI (3D Histech, Wegry).

27



5.3. Reakcja immunohistochemiczna (IHC).

Na przygotowanych mikromacierzach NSCLC wykonano reakcje IHC w aparacie

Autostainer Link48 (Dako, Dania) przy uzyciu systemu do wizualizacji EnVision™

FLEX+, High pH, Link (Dako, Dania). Do przeprowadzenia reakcji wykorzystano

nastepujace przeciwciata:

- krélicze monoklonalne anty-Testin (nr kat. NBP1-87987, Novus Biologicals,

USA) w rozcienczeniu 1:600,

- mysie monoklonalne anty-Ki-67 (nr kat. IR626, Dako, Dania) ready-to-use,

- mysie monoklonalne anty-Survivin (M3624, Dako, Dania) w rozcienczeniu 1:100,

- mysie monoklonalne anty-Caspase-3 (nr kat. #9661S, Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA) w rozcienczeniu 1:400.

Reakcje IHC przeprowadzono wedtug nastepujacej procedury:

1.

10.

Deparafinizacja, nawodnienie i odstoni¢cie epitopow w buforze EnVision Flex
High pH (dla testyny, surwiwiny i kaspazy-3) oraz buforze EnVision Flex Low
pH (dla Ki-67) — temp. 97 °C, 20 minut.

Studzenie w buforze ptuczacym EnVision Flex Wash Buffer — 3 minuty.

. Blokowanie aktywnos$ci endogennej peroksydazy poprzez inkubacje

w roztworze nadtlenku wodoru (EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking
Reagent) — 5 minut.

Przeptukanie w buforze pluczacym EnVision Flex Wash Buffer (PBS z 0,05%
Tween).

Inkubacja z przeciwcialem pierwszorzgdowym — 20 minut.

Przeplukanie w buforze ptuczagcym EnVision Flex Wash Buffer (PBS z 0,05%
Tween).

Inkubacja z przeciwciatami drugorzgdowymi znakowanymi peroksydaza
chrzanowa (EnVision™ FLEX/HRP) — 20 minut.

Przeplukanie w buforze ptuczagcym EnVision Flex Wash Buffer (PBS z 0,05%
Tween).

Inkubacja z substratem dla peroksydazy chrzanowej (EnVision™ FLEX DAB +
Chromogen) — 10 minut.

Przeplukanie w buforze ptuczagcym EnVision Flex Wash Buffer (PBS z 0,05%

Tween).

28



11. Inkubacja w buforze ptuczacym EnVision Flex Wash Buffer (PBS z 0,05%
Tween) — 5 minut.

12. Barwienie kontrastujace hematoksyling (EnVision™ FLEX Hematoxylin) —
5 minut.

13. Przeptukanie w wodzie destylowane;.

14. Odwodnienie w szeregu alkoholi o wzrastajacym stezeniu (70%, 96%, alkohol
absolutny) oraz ksylenie — 5 minut na kazdy z etapow.

15. Zamknigcie preparatow szkietkami nakrywkowymi (Dako, Dania) w Dako

Mounting Medium (Dako, Dania) w aparacie Coverslipper (Dako, Dania).

W zalezno$ci od lokalizacji badanych antygendéw zastosowano odmienne metody
oceny nasilenia reakcji barwnej. Ocene nasilenia reakcji cytoplazmatycznej dla testyny
oraz  reakcji  jadrowo-cytoplazmatycznej dla  surwiwiny  przeprowadzono
z zastosowaniem poélilosciowej skali wg Remmele i Stegner (IRS) uwzgledniajacej
nat¢zenie reakcji barwnej (A), jak 1 odsetek komorek pozytywnych (B) [129].
Ostateczny wynik stanowil iloczyn obu tych wartosci (IRS = A x B) (Tabela 3).
W zalezno$ci od uzyskanego wyniku w skali IRS przyjeto poziom ekspresji badanego
antygenu jako: 0 — brak ekspresji; 1-2 — staba ekspresja; 3-4 — umiarkowanie silna

ekspresja; 6-12 — silna ekspresja.

Tabela 3. Skala oceny preparatéw immunohistochemicznych z zastosowaniem metody

Remmele i Stegner.

Liczl?a Tntensywnosé reakeji barwne; Odsetek kom()r‘ek wykazujacych
punktoéw reakcje (x %)
0 brak reakcji 0%
1 staba reakcja x <10%
2 umiarkowana reakcja 10 <x <50 %
3 silna reakcja 50<x<80%
4 x> 80%
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Niezaleznie od oceny mikroskopowej, przeprowadzono roéwnolegle
komputerowa analiz¢ obrazu z uzyskanych preparatdow przy uzyciu oprogramowania
analitycznego Quant Center firmy 3D Histech (3D Histech, Wegry). Program
przy uzyciu odpowiednich algorytméw dokonal oceny nasilenia reakcji barwnej
(uzyskanej przy uzyciu metody IHC) z zastosowaniem skali H-score. Oprogramowanie
w pierwszym etapie dokonato oceny nasilenia reakcji barwnej w 4-stopniowej skali
od 0 (brak reakcji) do 3+ (reakcja silna), nastepnie uwzgledniajgc odsetek komorek

o danym stopniu intensywnosci reakcji barwnej dokonato obliczen wedtug wzoru:

H-score =[1 x (% kom. o intensywnosci 1+) + 2 x (%kom. o intensywnos$ci 2+) + 3 X
(% kom. o intensywnosci 3+)]

Wynik przedstawiany w skali H-score jest wynikiem ilo§ciowym i miesci
si¢ w zakresie: 0 — 300.

Jadrowa ekspresje bialka Ki-67 oceniano jako odsetek jader komodrkowych
wykazujacych pozytywna ekspresj¢ badanego antygenu w stosunku do wszystkich
komorek nowotworowych wedtug skali: [0]: x<5% [1]: 5%<x<25%, [2]: 25%<x<50%,
[3]: x>50%.

Wszystkie preparaty zostaty ocenione z wykorzystaniem mikroskopu OLYMPUS
BX-41 (Olympus, Japonia) pod powigkszeniem 200x. Dokumentacj¢ fotograficzng
wykonano stosujac program Case Viewer (3D Histech, Wegry).

5.4. Izolacja bialka.

Mrozone w temp. -80°C wycinki NSCLC inkubowano w buforze T-PER (Thermo
Fisher Scientific, USA) z dodatkiem 0,2M PMSF oraz inhibitorow proteaz (Sigma
Aldrich, USA) przez 30 minut. Material komdrkowy z linii rakéw pluc (NCI-H1703,
NCI-H522 oraz A549) trawiono w ProteoExtract Subcellular Proteome Kit
(Calbiochem, USA) z dodatkiem 0,2M PMSF oraz inhibitorow proteaz (Sigma Aldrich,
USA).

Nastepnie po zakonczonej inkubacji uzyskane lizaty odwirowano z szybko$cig
> 12 000 obr./min w czasie 15 minut w temperaturze 4°C, po czym za pomoca zestawu
Pierce BCA Protein Assai Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) przy zastosowaniu
aparatu do oceny spektrofotometrycznej NanoDrop1000 (NanoDrop Technologies,

USA) oznaczono poziom biatka w uzyskanym lizacie.
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5.5. Reakcja Western blot (WB).

W celu rozdzielenia biatek wyizolowanych z badanych prébek wykorzystano
metode elektroforezy w obecnosci SDS (SDS-PAGE) wedlug ich wielkos$ci
w kilodaltonach (kDa). Uzyskane na drodze elektroforezy zele nastepnie uzyto
do transferu biatek na membrang w systemie potsuchym.

Elektroforeza zostata wykonana wedtug nastepujacej procedury:

1. Przygotowanie 10% zelu poliakrylamidowego.

2. Nalozenie na zel probek zawierajacych 30 upg wyizolowanych biatek,

zawieszonych w buforze probkowym GLB (wg. Laemmli i wsp. [130]).

3. Podlaczenie aparatu i1 prowadzenie rozdziatu przez 15 minut przy napigciu

120V, a nastepnie przez 45 minut przy napieciu 140V.

Transfer biatlek w systemie potsuchym przeprowadzono w buforze do transferu
(20% metanol; 48 mM TRIS; 39 mM glicyna; 0,1% SDS) na wykonane z fluorku
poliwinylidenu (PVDF) membrany Immobilon-P (Merck, Niemcy). Transfer
prowadzono przy napi¢ciu 30V przez 30 minut w temperaturze 4°C, uzywajac aparatu
do transferu XCell SureLock™ (Thermo Fisher Scientific, USA).

Kolejnymi etapami byto zablokowanie niespecyficznych miejsc wigzania
oraz przeprowadzenie inkubacji ze specyficznymi przeciwciatami poliklonalnymi
anty-TES (nr katologowy: NBP1-87987, NovusBiologicals, USA).

Blokowanie membran 1 znakowanie specyficznymi przeciwcialtami zostato
przeprowadzone zgodnie z opisang ponizej procedurg:

1. Phukanie w wodzie destylowane;.

2. Inkubacja przy uzyciu roztworu blokujacego (4% albumina bydleca; 0.2 M Tris;

1.5 M NaCl; 0,1% Tween-20).) — 1 godzina, temperatura pokojowa.

3. Przeptukanie roztworem TBS-Tween (0.2 M Tris; 1.5 M NacCl; 0,1% Tween-20)
— 3-krotnie po 10 minut.

4. Inkubacja w roztworze kroéliczych przeciwciat anty-TES (nr katologowy: NBP1-
87987, NovusBiologicals, USA) w rozcienczeniu 1:500 w buforze
(1% albumina bydleca; 0.2 M Tris; 1.5 M NaCl; 0,1% Tween-20) — 24 godziny,
4°C.

5. Przeptukanie roztworem TBS-Tween — 3-krotnie po 10 minut.

6. Inkubacja w roztworze przeciwciata drugorzedowego oslego anty-kroliczego

(711-035-152;  Jackson =~ ImmunoResearch, @ USA), skoniugowanego
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z peroksydaza chrzanowsg, w rozcienczeniu 1:3000 w buforze (1% albumina
bydleca; 0.2 M Tris; 1.5 M NaCl; 0,1% Tween-20) — 1 godzina, temperatura
pokojowa.

7. Przeptukanie roztworem TBS-Tween — 3-krotnie po 10 minut.

8. Inkubacja z substratem dla peroksydazy chrzanowej Luminata Classico (Merck)

— 1 minuta.

9. Odsaczenie membrany.

10. Detekcja chemiluminescencji w aparacie ChemiDoc (Bio-Rad, USA).

W celu oceny gestosci optycznej prazkéw obecnych na membranie wykorzystano
program Image Lab™ 6.0.1 (Bio-Rad, USA). Ilo$¢ testyny byta standaryzowana
w stosunku do catkowitej ilosci biatka w kazdej Sciezce na membranie, oznaczonej
z wykorzystaniem gotowych zestawoéw TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit

(Bio-Rad), zgodnie z instrukcjami producenta.

5.6. Mikrodysekcja laserowa.

Wykorzystujac zamrozony w ciekltym azocie i przechowywany w temp. -80°C
materiat badawczy, uzyskany od pacjentéw z NSCLC, przeprowadzono mikrodysekcje
laserowa z wykorzystaniem systemu MMI CellCut Plus (MMI, Glattbrugg, Szwajcaria).
Przy uzyciu kriostatu Leica CM1950 (Leica Microsystems, Wetzlar, Niemcy) uzyskano
cienkie skrawki o grubosci 8 um, ktére kolejno umieszczono na ramkach pokrytych
specjalng membrang PET (MMI, Glattbrugg, Szwajcaria). Preparaty nastepnie
utrwalono w 100% izopropanolu i barwiono hematoksyling i eozyng przy uzyciu H&E
Staining Kit Plus (MMI, Glattbrugg, Szwajcaria). W kolejnym etapie, wykorzystujac
mikroskopi¢  §wietlng wyznaczono obszar, ktory poddany zostal cigciu
z wykorzystaniem stalej wigzki lasera padajacej od dotu na membrang. Uzyskany
W powyzszy sposOb materiat zebrano przy uzyciu 500 ul probdéwki z adhezyjnym
wieczkiem (MMI, Glattbrugg, Szwajcaria), do ktdérej na koniec dodano 50-100 pl
buforu lizujacego RLT (Qiagen, Hilden, Niemcy) 1 przechowywano w temperaturze -
80°C do momentu izolacji RNA.
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5.7. I1zolacja calkowitego RNA.

Izolacja catkowitego RNA =z probek po mikrodysekcji laserowej zostala

przeprowadzona z wykorzystaniem zestawu RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden,

Niemcy) zgodnie z nastepujaca procedura:

1.

Przeniesienie lizatu badanej probki do nowej 1,5 ml probowki i uzupetnienie
objetosci buforem RLT do 350 pl.

Doktadne wymieszanie probki przy uzyciu mieszadta typu vortex przez 30 s.
Dodanie 350 pl 70% roztworu etanolu i1 doktadne wymieszanie probki
przez pipetowanie.

Przeniesienie probki na kolumienke zawierajaca ztoze do oczyszczania kwasow
nukleinowych, umieszczong w 2 ml proboéwce. Odwirowanie kolumienki
z predkosciag >8000 g przez 15 s i usunigcie supernatantu.

Dodanie 700 ul buforu RWI1 na kolumienk¢ w celu przemycia membrany.
Odwirowanie kolumienki z predkosciag >8000 g przez 15 s 1 usunigcie
supernatantu.

Przeniesienie kolumienki do nowej 2 ml probowki. Dodanie 500 pl buforu RPE
na kolumienk¢ w celu przemycia membrany. Odwirowanie kolumienki
z predkoscig >8000 g przez 15 s 1 usunigcie supernatantu.

Dodanie 500 pl 80% roztworu etanolu na kolumienke w celu przemycia
membrany. Odwirowanie kolumienki z predkoscia >8000 g przez 2 min
1 usunigcie supernatantu.

Przeniesienie kolumienki do nowej 2 ml proboéwki. Odwirowanie kolumienki
z otwartym wieczkiem przy maksymalnych obrotach przez 5 min w celu
osuszenia membrany.

Przeniesienie kolumienki do nowej 1,5 ml probowki. Naniesienie bezposrednio
na membran¢ 14 pul wody wolnej od RNaz. Elucja RNA poprzez odwirowanie

kolumienki przy maksymalnych obrotach przez 1 min.

Probki RNA przechowywano w temperaturze -80°C.
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5.8. Reakcje odwrotnej transkrypcji.

Wykorzystujac wyizolowane RNA przeprowadzono nastepnie reakcje odwrotnej
transkrypcji wykorzystujac zestaw QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen,
Niemcy). Doktadny sktad 1 proporcje 20 pl mieszaniny reakcyjnej zostaly

przedstawione w Tabeli 4.

Tabela 4. Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystanej w reakcji odwrotnej transkrypcji.

Sktadniki Objetosc

Mieszanina do eliminacji genomowego DNA — etap 1

Bufor do eliminacji genomowego DNA

(stezony 7-krotnie, gDNA Wipeout Buffer) 2ul

zmienna objetosé

Wyizolowane RNA (10 pe - 1 ug RNA)

Woda wolna od RNaz do catkowitej objetosci
14 ul

Pozostale sktadniki dodawane na kolejnych etapach w reakcji odwrotnej transkrypcji —
etap 2

Odwrotna transkryptaza

(Quantiscript Reverse Transcriptase, zawierajaca inhibitor I ul

RNaz)

Bufor reakcyjny (stezony 5-krotnie, Quantiscript RT
4 ul

Buffer)

Primery oligo-dT (RT Primer Mix) 1 ul

Szczegdtowy opis reakcji  odwrotnej transkrypcji  mozna  podzieli¢
na 2 zasadnicze etapy. Pierwszy etap polegal na przygotowaniu mieszaniny
do eliminacji genomowego DNA (proporcje oraz sktadniki podane w tabeli 4),
ktora nastepnie inkubowano w czasie 2 minut w temperaturze 42 °C,
po czym natychmiast umieszczono w lodzie. Drugi etap rozpoczeto od przygotowania
1 polaczenia pozostatych skladnikéw w osobnej proboéwce (proporcje oraz sktadniki
podane w tabeli 4), do ktorej nastgpnie dodano mieszaning uzyskang w poprzednim
etapie. Cato$¢ inkubowano w czasie 15 minut w temperaturze 42 °C. Kolejno
inaktywowano termicznie odwrotng transkryptaz¢ poprzez ogrzanie probek w czasie
3 minut w temperaturze 95°C. Uzyskane cDNA przechowywano w temperaturze -20 °C

do czasu wykonania reakcji PCR.
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5.9. Reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym.

Badanie poziomu ekspresji genu TES metoda Real-Time PCR przeprowadzono
przy uzyciu aparatu 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA) wykorzystujac zestaw primeréw dla genu TES (TES Hs00210319 ml)
oraz dla genu kodujacego B-aktyne jako genu referencyjnego (ACTB Hs99999903 ml).
Do przeprowadzenia reakcji wykorzystano sondy TaqMan Gene Expression Assays
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) znakowane fluorescencyjnym barwnikiem
FAM oraz bufor reakcyjny TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA). Dokladny sktad i proporcje 10 pul mieszaniny reakcyjnej zostaty

przedstawione w Tabeli 5.

Tabela 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystanej w reakcji real-time PCR.

Sktadniki Objetos¢
cDNA 0,5 ul
Zestaw primerow i sondy typu TagMan 0,5 ul
Bufor master mix Sul
Woda 4 ul

Reakcja zostata przeprowadzona wedtug nastepujacej procedury:

1. Aktywacja polimerazy w temperaturze 50°C — czas 2 minuty.

2. Wstepna denaturacja w temperaturze 94°C — czas 10 minut.

3. 40 kolejnych cykli reakcji, z ktorych kazdy sktadal si¢ z nastepujacych faz:
A. Denaturacja w temperaturze 94°C — czas 15 sekund.
B. Przylaczenie starterow i sondy.

C. Synteza w temperaturze 94°C — czas 1 minuta.

Wzgledng ekspresje badanego markera obliczono przy uzyciu metody AACt. Wynik
normalizowano w oparciu o ekspresje genu referencyjnego, za ktéry postuzyt gen

kodujacy B-aktyne (gen ACTB).
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5.10. Ocena indeksu apoptotycznego (Al).

Posrednia ocen¢ indeksu apoptotycznego przeprowadzono przy zastosowaniu
mikroskopii $wietlnej oceniajac odsetek komorek nowotworowych z dodatnig jadrowa
ekspresja kaspazy-3 (przeprowadzono ocen¢ tacznie na 201 przypadkach NSCLC).
Reakcja immunohistochemiczna zostata przeprowadzona zgodnie z opisem metody
przedstawionym powyzej w odpowiednim podrozdziale. Obliczen dokonano oceniajac
kazdorazowo 3 reprezentatywne obszary (tzw. spoty) osobno dla kazdego
analizowanego przypadku, nastgpnie obliczajac $rednig z tak uzyskanych liczb.
Kontrole stanowity prawidtowe tkanki z marginesu cigcia chirurgicznego, gdzie analizg
poziomu ekspresji kaspazy-3 przeprowadzono w analogiczny sposob.

Wszystkie preparaty zostaty ocenione z wykorzystaniem mikroskopu OLYMPUS
BX-41 (Olympus, Japonia) pod powigkszeniem 200x. Dokumentacj¢ fotograficzng
wykonano stosujgc program Case Viewer (3D Histech, Wegry).

5.11. Analiza statystyczna

Do przeprowadzenia analizy statystycznej uzyto oprogramowania Statistica firmy
StatSoft oraz programu GraphPad Prism. Bazy danych przygotowano przy uzyciu
oprogramowania  Microsoft Excel 2010. Rozklad zmiennych testowano
przy wykorzystaniu testu Shapiro-Wilka’a. Do poréwnania dwoch grup zmiennych
niezaleznych uzyto testu t-Studenta dla zmiennych majacych rozklad normalny,
natomiast testu U Manna-Whitney’a dla pozostatych zmiennych. Do poréwnania wielu
grup zmiennych majacych rozkitad normalny uzyto testu ANOVA z testem post hoc
(przy spetionym zalozeniu jednorodno$ci wariancji testem post hoc byl test Tukey’a,
natomiast przy niespelnionym zatozeniu test Dunnetta). Do porownania wielu grup
zmiennych niemajacych rozktadu normalnego zastosowano test Kruskala-Wallisa
z testem Dunna jako testem post hoc. W przypadku testowania dwoch grup zmiennych
zaleznych zastosowano test Wilcoxon’a dla par obserwacji. Analize korelacji
przeprowadzono przy uzyciu testu korelacji rang Spearman’a. Zalezno$¢ pomiedzy
ekspresja badanych biatek oraz danymi kliniczno-patologicznymi pacjentow
analizowano uzywajac tablic wielodzielczych oraz testu y2 (chi-kwadrat).
W przypadku, gdy w jakiejkolwiek z analizowanych celek tabeli krzyzowe] wartos¢
oczekiwana byla mniejsza niz 5, stosowano testu 2 (chi-kwadrat) z poprawka Yatesa.

Podczas analizy krzywych przezy¢ Kaplan-Meier’a wykorzystano test Gehana-
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Breslowa-Wilcoxon’a. Za poziom istotno$ci przyjeto wartos¢ p < 0.05,
dla dwustronnego testowania hipotezy. Opracowujac wykresy pudetkowe (tzw. wykresy
,~ramka-wasy”) w zaleznosci od rozktadu przyjeto nastepujace zatozenia prezentowania

danych:
1. dla rozktadu normalnego: pudetko — srednia, was — odchylenie standardowe,

2. przy braku rozktadu normalnego: pudetko — mediana, was — zakres
miedzykwartylowy (IQR) (prezentujacy wielko$¢ rozrzutu pomiedzy pierwszym

a trzecim kwartylem).

W trakcie opracowywania uzyskanych wynikéw, w przypadku wartosci TES
mRNA, w zwigzku z niespelnieniem zatozen rozktadu normalnego i trudno$ciami
w dalszej analizie, dane poddano transformacji z zastosowaniem transformacji mocy
Boxa-Coxa. W pierwszym kroku wykonano symulacje poszukiwania optymalnego
wspotczynnika A, w kolejnym kroku dane poddano przeksztatceniu zgodnie z wzorem
(A) zaprezentowanym ponizej. Ponownie przeprowadzono analiz¢ rozktadu uzyskanych
danych.

(A)

XM -1
In(X) dlal=0
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6. Wyniki przeprowadzonych badan.

Ekspresji mRNA 7ES na liniach komorkowych NSCLC
(wzgledem ekspresji na linii komérkowej fibroblastow ludzkich)

3 -

_7//
%

0 T T
IMR90 NCI-H1703  NCI-H522 A549

Wykres 1. Wykres przedstawiajacy wzgledny poziom ekspresji mRNA T7ES
na liniach komérkowych NSCLC (SCC: linia NCI-H1703 oraz NCI-H522, AC: linia
A549) w odniesieniu do jej ekspresji na linii komoérkowej fibroblastow ludzkich

(IMR-90). Reakcja RQ-PCR przeprowadzona 3 krotnie na kazdej z linii komérkowych.

Przeprowadzona wstepna analiza poziomu 7ES mRNA, z wykorzystaniem linii
komorkowej fibroblastow ludzkich (IMR-90), linii komérkowych NSCLC typu SCC
(NCI-H1703, NCI-H522) oraz AC (A549), dostarczyta sprzecznych wnioskow.
W odniesieniu do linii komorkowych SCC, zgodnie z zatozeniami, zaobserwowano
nizszy poziom ekspresji mRNA 7ES w porownaniu z linig komorkowa fibroblastow
ludzkich, stanowiacg kontrolg. Z kolei w przypadku linii komérkowych AC poziom
ekspresji mRNA TES byt wyzszy w porownaniu z kontrolg [Wykres 1]. Rezultat
ten stoi w opozycji do zalozen teoretycznych zaprezentowanych powyzej,
zaktadajacych obnizenie ekspresji testyny w komorkach nowotworowych. Dalsza,
szczegotowa analiza przedstawiona ponizej jest proba dostarczenia bardziej precyzyjnej
odpowiedzi na temat ekspresji testyny w NSCLC.

Nasilenie ekspresji testyny, surwiwiny, antygenu Ki-67 oraz ekspresja kaspazy-3
nie miaty rozktadu normalnego, stad zastosowano w analizie testy nieparametryczne

(p < 0,05).
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6.1. Ekspresja testyny w niedrobnokomorkowych rakach pluc

z uwzglednieniem danych kliniczno-patologicznych pacjentow.

210
140

70

<<<<<<<

<<<<<<<<<<

AN

NCI-H1703 NCI-H522 IMR90

Rycina 1. Cytoplazmatyczna lokalizacja ekspresji testyny w mikroskopii konfokalne;j
z zastosowaniem linii komorkowych: 1 — linia komérkowa AC: A549, 2 — linia
komorkowa SCC: NCI-H1703, 3 — linia komoérkowa SCC: NCI-H522, 4 - linia
komorkowa fibroblastow ludzkich: IMR90. Testyna — kolor czerwony. Wykres

przedstawiajacy ilo§ciowa oceng¢ intensywnosci fluorescencji (Gray Intensity Value).
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Analiza z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej, wykonana przy uzyciu linii
komoérkowych NSCLC, dostarczyta informacji o cytoplazmatycznej lokalizacji
ekspresji  testyny w komodrkach nowotworowych. Analiza ekspresji testyny
na podstawie oceny intensywnosci fluorescencji (Gray Intensity Value) wykazala
wyraznie wyzsza cytoplazmatyczng ekspresje¢ badanego biatka na liniach komoérkowych
NSCLC — A549 (AC) oraz NCI-H522 (SCC), jednak w przypadku linii NCI-H1703
(SCC) jego ekspresja byta porownywalna z fibroblastami ludzkimi (IMR90)[Rycina 1].

Porownanie poziomu ekspresji testyny w zaleznos$ci od typu
histologicznego NSCLC - metoda IHC

| % sk ok ,
109 %k ok . %k )

\

Kontrola SCC AC

Wykres 2. Poziom ekspresji testyny w komorkach nowotworowych w zalezno$ci

od typu histologicznego NSCLC w odniesieniu do kontroli. *** p<0,001, ** p<0,01.

Analiza nasilenia ekspresji testyny w rakach niedrobnkomodrkowych phuc
wykazata istotnie wyzszy jej poziom w porownaniu z grupg kontrolg, ktérg stanowity
prawidtowe tkanki z marginesu cigcia chirurgicznego (p <  0,001).
Ponadto, uwzgledniajac typ histologiczny nowotworu, ekspresja testyny byla istotnie
wyzsza w AC w porownaniu z SCC (p < 0,01) [Wykres 2]. W zwigzku
ze stwierdzanymi powyzej roznicami w ekspresji testyny w dalszej analizie

postanowiono uwzglednia¢ podziat na typy histologiczne NSCLC.
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Tabela 6. Zalezno$ci migdzy nasileniem ekspresji testyny w raku ptaskonabtonkowym

ptuc, a danymi kliniczno-patologicznymi oraz ekspresja innych badanych markerow.

Ekspresja testyny w SCC
Analizowany parametr slaba

.. silna wartos¢ p
1 umiarkowana

Czas przezycia [miesigce] 37 26 <0.05
(mediana, zakres) (0,5-81) (3-79) p=5
Wiek w momencie zachorowania 67 64 NS
[lata] (mediana, zakres) (56-80) (52-82)

Srednica guza [cm] 3,9 5,2

(mediana, zakres) (1.5-9) (2,5-8,5) p =005
Ekspresja kaspazy-3 [%] 0,5 0,7 <0.05
(mediana, zakres) (0-3) (0,2-4) p=0
Zajecie wezlow chtonnych

(cecha N1 Tub N2), no. (%) 1965 832) NS
Wielkos¢ guza (cecha T3 lub T4)

no. (%) 7 (13) 3(12) NS
Stopien ztosliwosci histologicznej G3

no. (%) 4(7) 3(12) NS
Stadium zaawansowania choroby p <0,05
nowotworowej IT Tub 1L, no. (%) 276D 19.(76) OR=3,05
Ki-67 — silna ekspresja 23 (42) 15 (60) NS

no. (%)

Poziom ekspresji testyny oraz surwiwiny oceniono przy pomocy skali IRS przyjmujac
nasilenie reakcji jako: 0 — brak reakcji [0]; 1-2 — staba reakcja [1]; 3-4 — umiarkowanie

silna reakcja [2], 6-12 — silna reakcja [3].

Przeprowadzono analiz¢ poroéwnawcza pacjentdow z silng ekspresja testyny
w porownaniu z pacjentami z niska i1 $rednig ekspresja testyny w komorkach
nowotworowych NSCLC. Uwzgledniono podziat w zalezno$ci od typu histologicznego
nowotworu. W grupie chorych z SCC silna ekspresja testyny wigzata si¢ z istotnie
krotszym czasem przezycia (p < 0,05), wigksza $rednicg guza (p < 0,05) oraz wigkszym
nasileniem apoptozy (p < 0,05). Wykazano, iz u pacjentéw z silng ekspresja testyny

istotnie czeSciej stwierdza si¢ zaawansowane stadium choroby nowotworowe;j
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(stadium II lub III )(p < 0,05, OR = 3,05). Nie wykazano zwigzku mi¢dzy nasileniem
ekspresji testyny a pozostatymi danymi kliniczno-patologicznymi [Tabela 6].

Tabela 7. Zalezno$ci migdzy nasileniem ekspresji testyny w raku gruczotowym ptuc,

a danymi kliniczno-patologicznymi oraz ekspresjg innych badanych markerow.

Ekspresja testyny w AC
Analizowany parametr slaba i
. silna wartos¢ p
umiarkowana

Czas przezycia [miesigce] 25 27 NS
(mediana, zakres) (0-77) (0-77)
Wiek w momencie zachorowania 65 66 NS
[lata] (mediana, zakres) (51-84) (50-82)
Srednica guza [cm] 34 3,7
(mediana, zakres) (1-9) (1,5-11) p <0,05
Ekspresja kaspazy-3 [%] 0,2 0,4 <0.05
(mediana, zakres) (0-6) (0-3,5) p=0
Zajecie weztow chtonnych
(cecha N1 Tub N2), no. (%) 22 (47) 23.39) NS
Wielkos¢ guza (cecha T3 lub T4)
no. (%) 5(11) 6 (10) NS
Stopien ztosliwosci histologicznej G3
no. (%) 21 (43) 35 (55) NS
Stadium zaawansowania choroby
nowotworowej I lub II1, no. (%) 26 53) 32050) NS
Ki-67 —silna ekspresja p <0,01
no. (%) 3(6) 18 (28) OR=4,6

Poziom ekspresji testyny oraz surwiwiny oceniono przy pomocy skali IRS
przyjmujac nasilenie reakcji jako: 0 — brak reakcji [0]; 1-2 — staba reakcja [1];

3-4 — umiarkowanie silna reakcja [2], 6-12 — silna reakcja [3].

Z kolei w grupie chorych z AC wykazano, iz silna ekspresja testyny wigzata
si¢ z wiekszym nasileniem apoptozy (p < 0,05) oraz wicksza $rednica guza (p < 0,05).
Nie wykazano zwigzku miedzy nasileniem ekspresji testyny a pozostaltymi

analizowanymi parametrami oraz danymi kliniczno-patologicznymi [Tabela 7].
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(A) Poziom ekspresji testyny w SCC w zalezno$ci od stopnia
ztosliwos$ci histologicznej - metoda [HC
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Stopien ztosliwosci histologicznej (G)
(B) Poziom ekspresji testyny w AC w zaleznos$ci od stopnia
ztosliwo$ci histologicznej - metoda IHC
10 1 NS

N
i |
e |
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Stopien ztosliwosci histologicznej (G)

Wykres 3. Poziom ekspresji testyny w NSCLC typu SCC (A) oraz AC (B) w zaleznosci

od stopnia zto§liwosci histologicznej (G). NS — brak istotnosci statystycznej.

Niezaleznie od typu histologicznego NSCLC nie wykazano réznicy w poziomie
ekspresji testyny w zaleznosci od stopnia ztosliwosci histologicznej (G) nowotworu

[Wykres 3].
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6.2. Ekspresja surwiwiny w niedrobnokomorkowych rakach
pluc z uwzglednieniem danych Kkliniczno-patologicznych

pacjentow.

Ekspresja surwiwiny w NSCLC z uwzglednieniem typu histologicznego

4 - kk

IRS
— \S)
e

0 W i

Kontrola SCC AC

Wykres 4. Poziom ekspresji surwiwiny w  komorkach nowotworowych
z uwzglednieniem typu histologicznego NSCLC w odniesieniu do kontroli. * p < 0,05,

** < 0,01.

Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy w ekspresji surwiwiny pomi¢dzy
typami histologicznymi NSCLC, dlatego postanowiono analizowa¢ nasilenie
jej ekspresji oraz dane kliniczno-patologiczne lacznie dla raka ptaskonabtonkowego
oraz gruczolowego. Analiza poziomu ekspresji surwiwiny w NSCLC typu AC i SCC
w porownaniu z Kkontrolg, stanowigca prawidlowe tkanki z marginesu cigcia
chirurgicznego, wykazala istotnie wyzszg ekspresj¢ badanego biatka w komorkach
nowotworowych [Wykres 4].

Ze wzgledu na niewielkg ilo$¢ przypadkow charakteryzujacych sie¢ silng
ekspresja surwiwiny w komorkach nowotworowych (zaledwie 2%) postanowiono
w dalszej analizie przyja¢ podzial na grupe o stabej ekspresji badanego biatka
(lub jej braku) oraz pozostalg grupe pacjentéw (z umiarkowang lub silng ekspresja

surwiwiny).
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Tabela 8. Zaleznos$ci migdzy nasileniem ekspresji surwiwiny w NSCLC, a danymi

kliniczno-patologicznymi pacjentow.

Ekspresja surwiwiny

Parametr
Staba Umiarkowana - artosc p

Stadium zaawansowania choroby
nowotworowej I lub III no. (%) 703) 33(56) NS
Wiek w momencie zachorowania 66 66 NS
[lata] mediana (zakres) (50-84) (52-81)
% martwicy 30 40 NS
mediana (zakres) (0-80) (10-80) p=0.09
Srednica guza [cm] 3,5 4 NS
mediana (zakres) (1-11) (1,5-9) p=0.08
Indeks apoptotyczny [%] 0,4 0,4 NS
mediana (zakres) (0-6) (0-4)
Nikotynizm p<0.001
no. (%) 22(20) 26 (46) OR=3.4
Wielkos¢ guza (cecha T3 lub T4)
no. (%) 13 (10) 8 (14) NS
Zajecie wezlow chtonnych
(cecha N1 Tub N2), no. (%) 4736 24(43) NS
Stopien ztosliwosci histologicznej G3
no. (%) 45 (34) 20 (34) NS
Ki-67 — wysoka ekspresja 36 (27) 22 (37) NS

no. (%)

Analiza poziomu ekspresji surwiwiny w NSCLC, poza czgstszym czynnym

paleniem papieroséw w grupie chorych z jej wysoka ekspresja (p < 0,001),

nie wykazata istotnych zaleznos$ci z pozostalymi danymi kliniczno-patologicznymi

pacjentow. Obserwowano nieistotne statystycznie trendy dotyczace srednicy guza

oraz obszaru martwicy [Tabela 8].
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Opierajac si¢ na dostepnych danych literaturowych, zaprezentowanych
we wstepie do niniejszej rozprawy doktorskiej, podkreslajagcych zmienng funkcje
surwiwiny w zalezno$ci od lokalizacji jej ekspresji [35]-[37] oraz prowadzac wtasng
analize¢ w grupie pacjentow z NSCLC, postanowiono wyodrebni¢ 2 zasadnicze grupy
w zalezno$ci od obecnosci lub braku jej jadrowej ekspresji [Tabela 9]. Ponadto,
w podgrupie z jadrowa ekspresja surwiwiny, przeprowadzono dodatkowa analizg

uwzgledniajacg nasilenie jej ekspresji w NSCLC [Tabela 10].

Tabela 9. Zalezno$ci migdzy nasileniem ekspresji surwiwiny w NSCLC, z podzialem

na lokalizacje jej ekspresji, a danymi kliniczno-patologicznymi pacjentow.

Lokalizacja ekspresji surwiwiny

Analizowany parametr - drowa/
cytoplazmatyczna Jadrow wartos¢ p
mieszana

Stadium zaawansowania choroby p <0,05

nowotworowej I lub III no. (%) 67(G1) 36 (69) OR=1,35

Wiek w momencie zachorowania 66 67 NS

[lata] mediana (zakres) (51-84) (52-81)

% martwicy 30 50

mediana (zakres) (0-80) (10-80) p =001

Srednica guza [cm] 3,5 4,15

mediana (zakres) (1,5-11) (2,5-9) p =005

Indeks apoptotyczny [%] 0,35 0,58 <001

mediana (zakres) (0-6,1) (0-4,06) p=5

Nikotynizm

no. (%) 31 (26) 17 (34) NS

Wielkos$¢ guza (cecha T3 lub T4)

no. (%) 14 (11) 7 (13) NS

Zajecie weztdw chtonnych p <0,05

(cecha N1 lub N2), no. (%) 45069 26 (49) OR=2,93

Stopien ztosliwosci histologicznej

G3 49 (36) 16 (29) NS

no. (%)

Ki-67 — wysoka ekspresja p <0,001

no. (%) 24(18) 34.(61) OR=3,47
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Tabela 10. Zaleznos$ci migdzy nasileniem ekspresji surwiwiny w przypadkach NSCLC

wykazujacych jej jadrowa ekspresje, a danymi kliniczno-patologicznymi pacjentow.

Jadrowa ekspresja surwiwiny

Analizowany parametr umiarkowana
staba o wartos¢ p
1 silna

Stadium zaawansowania choroby
nowotworowej I lub III, no. (%) 17(61) 19.(79) NS
Wiek w momencie zachorowania 67 65 NS
[lata] mediana (zakres) (62-78) (52-81)
% martwicy 45 50 NS
mediana (zakres) (1-80) (10-80)
Srednica guza [cm] 3,5 4,7
mediana (zakres) (1,5-8) (2,5-9) p =005
Ekspresja kaspazy-3 [%] 0,58 0,63 NS
mediana (zakres) (0-3,55) (0-4,06)
Nikotynizm p <0,05
no. (%) > (20) 12(48) OR=2/4
Wielkos¢ guza (cecha T3 lub T4) p <0,05
no. (%) 13) 6(25) OR=7,25
Zajecie weztow chtonnych NS
(cecha N1 lub N2), no. (%) 11(3%) 15(63) p=0,07
Stopien ztosliwosci histologicznej G3
no. (%) 7(23) 9(35) NS
Ki-67 — silna ekspresja 19 (63) 15 (58) NS

no. (%)

Poziom ekspresji surwiwiny oceniono przy pomocy skali IRS przyjmujac nasilenie
reakcji jako: 0 — brak reakcji; 1-2 — staba reakcja; 3-4 — umiarkowanie silna reakcja,

6-12 — silna reakcja.
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Odsetek przypadkéw spetniajacych podane kryteria - podziat w zaleznoéci od lokalizacji

ekspresji
80% * . . . .
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690/ . . kksk
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N 61%
60% |
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IT lub 11 T4 (cecha N)  histologicznej 3)
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Wykres 5. Poziom ekspresji surwiwiny w komorkach nowotworowych NSCLC
z uwzglednieniem jej lokalizacji (cytoplazmatyczna vs. jadrowa / jadrowo-

cytoplazmatyczna). * p < 0,05, ** p <0,01.
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Zaobserwowano, iz obecnos¢ jadrowej ekspresji surwiwiny = wigze
si¢ z wyzszym stadium zaawansowania choroby nowotworowej (p < 0,05 OR=1,35),
wiekszym obszarem martwicy w obrebie guza (p < 0,01), wickszg $rednicg guza
(p < 0,05), czestszym zajeciem weztéw chtonnych (p < 0,05 OR=2,93) oraz silniejszg
ekspresja Ki-67 (p < 0,001 OR=3,47)[Tabela 9][Wykres 5]). Zaobserwowano réwniez,
iz wraz ze wzrostem nasilenia ekspresji surwiwiny (w grupie pacjentéw z jadrowa
jej ekspresja) istotnie czgSciej stwierdza si¢ wyzsza ceche pT w skali TNM
(p < 0,05 OR=7,25) oraz wigksza $rednice guza (p < 0,05). Obserwowano rowniez trend

wskazujacy na czgstsze zajecie weztdéw chlonnych w tej grupie pacjentow [Tabela 10].

6.3. Ekspresja Ki-67 w niedrobnokomorkowych rakach pluc

z uwzglednieniem danych kliniczno-patologicznych pacjentow.

Nasilenie ekspresji Ki-67 w zaleznos$ci od typu histologicznego NSCLC

30 - | %k kk |
, % 3k % . % 3k % ,
v ) L J
o 60 -
g
o Y, —
< 40 - //
Q
2 o
S 20 - =
0 . T . T % 1 ::

Kontrola SCC AC

Wykres 6. Poréwnanie poziomu ekspresji Ki-67 (ocenionego jako odsetek komorek
z jego pozytywna ekspresjag) w komorkach nowotworowych w zaleznosci od typu

histologicznego NSCLC w odniesieniu do kontroli. *** p < 0,001.
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Tabela 11. Zalezno$ci miedzy silng jadrowa ekspresja Ki-67 (odsetek komoérek
z pozytywng ekspresja >50%) a danymi kliniczno-patologicznymi w SCC.

Odsetek komorek z pozytywng ekspresja

p Ki-67 w SCC
arametr

<50% >50% wartos$¢ p
Stadium zaawansowania choroby
nowotworowej I lub II1, no. (%) 21(49) 26 (68) NS
% martwicy 40 50
mediana (zakres) (0-80) (10-80) p =001
Srednica guza [cm] 3,5 4,8
mediana (zakres) (1,5-8,5) (2:9) p=<0,01
Ekspresja kaspazy-3 [%] 0,5 0,6 <0.05
mediana (zakres) (0-2) (0,2-4) p=0
Wielkos¢ guza (cecha T3 lub T4)
no. (%) 5(12) 6 (15) NS
Zajecie weztdw chtonnych
(cecha N1 lub N2) no. (%) 12(28) 1538) NS
Stopien ztosliwosci histologicznej G3 6 (14) 4 (10) NS

no. (%)

Tabela 12. Zalezno$ci migdzy silng jadrowa ekspresja Ki-67 (odsetek komorek
z pozytywng ekspresja >50%) a danymi kliniczno-patologicznymi w AC.

Odsetek komorek z pozytywna ekspresja Ki-67

w AC
Parametr
<50% >50% wartos¢ p
Stadium zaawansowania choroby
nowotworowej I lub II1, no. (%) 4964 12.(60) NS
% martwicy 30 30 NS
mediana (zakres) (0-60) (10-80)
Srednica guza [cm] 3,5 4.5 NS
mediana (zakres) (1-11) (1,5-8,2)
Ekspresja kaspazy-3 [%] 0,2 0,9 <0.01
mediana (zakres) (0-6) (0-4) p=7
Wielkos¢ guza (cecha T3 lub T4)
no. (%) 9 (10) 2 (10) NS
Zajecie weztdw chtonnych
(cecha N1 lub N2) no. (%) 38 (41) 945 NS
Stopien ztosliwosci histologicznej G3 48 (48) 12 (57) NS

no. (%)




Wykazano wyzsza ekspresj¢ antygenu Ki-67 w NSCLC w poréwnaniu z grupa
kontrolng, ponadto w SCC ekspresja Ki-67 byla wyzsza w poréwnaniu z AC
(p <0,001)[Wykres 6]. W celu przeprowadzenia dalszej analizy uzyskanych rezultatow
postanowiono wyodrebni¢ grupe chorych z silng ekspresja antygenu Ki-67,
gdzie za punkt odcigcia przyjeto stwierdzenie pozytywnej ekspresji Ki-67
w co najmniej potowie komorek nowotworowych z analizowanego obszaru (ekspresja
Ki-67 >50%). W grupie chorych z SCC silna ekspresja Ki-67 wigzata si¢ z wigkszym
obszarem martwicy w obrebie guza (p < 0,01), wigksza Srednicg guza (p < 0,01)
oraz wyzszym poziomem ekspresji kaspazy-3 (p < 0,05). Nie wykazano zwigzku
miedzy nasileniem ekspresji Ki-67 w SCC a pozostatymi danymi kliniczno-
patologicznymi [Tabela 11]. W przypadku AC silna ekspresja Ki-67 wigzala

si¢ z wyzszym poziomem ekspresji kaspazy-3 (p < 0,01). Nie wykazano innych

Nasilenie ekspresji kaspazy-3 w zalezno$ci od typu histologicznego NSCLC
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zaleznosci z pozostatymi danymi kliniczno-patologicznymi [Tabela 12].

Wykres 7. Nasilenie ekspresji kaspazy-3 w komodrkach nowotworowych w zaleznos$ci

od typu histologicznego NSCLC w odniesieniu do kontroli. ** p < 0,01, *** p <0,001.

6.4. Ekspresja kaspazy-3 w niedrobnokomoérkowych rakach
pluc z uwzglednieniem danych Kkliniczno-patologicznych

pacjentow.
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Tabela 13. Zalezno$ci migdzy nasileniem ekspresji kaspazy-3, a danymi kliniczno-

patologicznymi w grupie pacjentow z SCC. Punkt odcigcia stanowita mediana wartosci

odsetka komorek z pozytywng jadrowa ekspresja badanego biatka (wartos¢: 0,5%).

SCC
Parametr ekspresja ekspresja .
< mediany > mediany wartosc p
Liczebno$¢ grupy 45 38 -
Stadium zaawansowania choroby
nowotworowej I lub I, no. (%) 18 (40) 26 (68) p<005
Wiek w momencie zachorowania 65 67 NS
[lata] mediana (zakres) (56-82) (58-80)
. . . 3,8 4,85 NS
Srednica guza [cm], mediana (zakres) (1.5-9) (2-8) p=0.09
Wielkos$¢ guza (cecha T3 lub T4)
no. (%) 2(4) 5(13) NS
Zajecie weztdw chtonnych NS
(cecha N1 lub N2) no. (%) ?(20) 1437 p=0,09
Stopien ztosliwosci histologicznej G3 NS
no. (%) 30 7(18) p=0.1
Ki-67 — silna ekspresja, no. (%) 17 (38) 21 (55) pzl\(l)sll

Tabela 14. Zalezno$ci migdzy nasileniem ekspresji kaspazy-3, a danymi kliniczno-

patologicznymi w grupie pacjentéw z AC. Punkt odcigcia stanowila mediana wartosci

odsetka komorek z pozytywna jadrowa ekspresja badanego biatka (warto$¢: 0,2%).

AC
Parametr ekspresja ekspresja .
< mediany > mediany Wartosc p

Liczebno$¢ grupy 60 58 -
Stadium zaawansowania choroby
nowotworowej I lub II1, no. (%) 28 (47) 33 (57) NS
Wiek w momencie zachorowania 66 66 NS
[lata] mediana (zakres) (50-80) (52-84)
Srednica guza [cm], mediana (zakres) (fig) (1 3;’_71 1 p<0,05
Wielkos¢ guza (cecha T3 lub T4)
no. (%) 3(5 11 (18) p<0,05
Zajgcie wezlow chionnych
(cecha N1 Tub N2) no. (%) 24.(40) 23 (40) NS
Stopien ztosliwosci histologicznej G3
no. (%) 32 (53) 32 (55) NS

. . ) NS
Ki-67 — silna ekspresja, no. (%) 6 (10) 12 (21) p=0.11
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Posrednio, poprzez analiz¢ poziomu ekspresji kaspazy-3 w komorkach
nowotworowych, wykazano istotnie wyzsze nasilenie procesu apoptozy w NSCLC
w poréwnaniu z kontrolg, zaréwno w przypadku AC jak i SCC (p < 0,001). Ponadto
wykazano istotnie wyzsze nasilenie apoptozy w NSCLC typu SCC w poréwnaniu z AC
(p <0,01)[Wykres 7].

Punktem odniesienia dla analizy jakosciowej bytla mediana wartosci odsetka
komorek z dodatnig jadrowg ekspresjg kaspazy-3. W przypadku SCC mediana wynosita
0,5%, natomiast w przypadku AC — réwna byta 0,2%. W grupie chorych z SCC silna
ekspresja badanego biatka wigzata si¢ z wyzszym stadium zaawansowania choroby
nowotworowej (stadium II lub III) (p < 0,05). Ponadto w tej grupie pacjentow
obserwowano trend wskazujacy na wigksza Srednice guza, czestsze zajecie weziow
chtonnych oraz wyzszy stopien zlosliwosci histologicznej G (odpowiednio p = 0,09,
p = 0,09 oraz p = 0,11)[Tabela 13]. W przypadku raka gruczotowego wysoki poziom
ekspresji kaspazy-3 wigzal si¢ z istotnie wigksza Srednicg guza (p < 0,05) oraz wyzsza
cechg T (p < 0,05). Nie wykazano zwigzku z pozostatymi danymi kliniczno-
patologicznymi [Tabela 14]. Zaréwno w przypadku raka ptaskonabtonkowego jak i raka
gruczotowego czesciej obserwowano silng ekspresj¢ Ki-67 w grupie z wysokim
poziomem ekspresji kaspazy-3, jednak zalezno$ci pozostawaly na granicy istotnosci

statystycznej (w obu przypadkach p = 0,11)[Tabela 13 1 14].
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6.5. Ocena ekspresji testyny w niedrobnokomorkowych rakach

pluc z wykorzystaniem badan molekularnych: RQ-PCR, WB.

(A) Poziom ekspresji testyny w NSCLC w zaleznosci od typu
histologicznego w poréwnaniu z kontrolg - metoda WB

T1 N1 ‘2 N2 13 N3 T4 N4

SCC _—---—-—_.. - = "

T1 N1 T2 N2 T3 N3 T4 N4
AC | — R . — - - e
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= 004 - :
0.00 . j R

Kontrola SCC AC

Wykres 8. Ekspresja testyny w komdrkach nowotworowych NSCLC oceniana metoda
WB. Poziom bialka TES w 4 roéznych parach przypadkow dla NSCLC typu SCC
oraz AC — guz (T) oraz prawidlowe tkanki z marginesu ciecia chirurgicznego (N) (A).
Wyniki analizy poziomu TES w NSCLC w zalezno$ci od typu histologicznego (B).
*p <0,05.

Analiza poziomu testyny w komodrkach nowotworowych NSCLC zostata
przeprowadzona réwniez z zastosowaniem metody Western blot. Wykazano istotnie
statystycznie wyzszy poziom badanego biatka w komorkach nowotworowych SCC
w porownaniu z kontrolg stanowigcg prawidlowe tkanki z marginesu cigcia
chirurgicznego (p < 0,05). Powyzszej zaleznosci nie wykazano w odniesieniu do rakow
gruczotowych ptuc, jednak uwidoczniono trend wskazujacy na wyzszy poziom

ekspresji testyny w komorkach nowotworowych AC [Wykres 8].

62



Ocena ekspresji mRNA TES - metoda RQ-PCR (logl0)
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Wykres 9. Poziom ekspresji mRNA TES w komoérkach nowotworowych NSCLC.
Wyniki uzyskano z zastosowaniem metody RQ-PCR przy zastosowaniu mikrodysekcji
laserowej. Material kontrolny stanowily prawidlowe tkanki z marginesu cigcia
chirurgicznego. Celem prezentacji graficznej dane przeksztatcono logarytmicznie.

NS — brak istotnosci statystyczne;.

Analiza poziomu mRNA TES metoda RQ-PCR materialu uzyskanego
przy pomocy mikrodysekcji laserowej nie wykazata istotnej réznicy migdzy NSCLC
a materiatem kontrolnym uzyskanym z marginesu cigcia chirurgicznego (p > 0.05).
Zaobserwowano trend $wiadczacy o wyzszym poziomie mRNA TES w NSCLC typu
SCC, czego nie zaobserwowano w przypadku typu AC [Wykres 9].

Analiza poziomu mRNA TES metoda RQ-PCR wykazata trend $wiadczacy,
1z pacjenci w wyzszym stadium zaawansowania choroby nowotworowej (stadium II
lub III), z wyzszym stopniem ztos§liwosci histologicznej (G) oraz wigkszymi wymiarami
guza (cecha pT) maja nizszy poziom TES mRNA (wyniki na granicy istotno$ci
statystycznej, odpowiednio p = 0,06, p = 0,15, p = 0,15). Analiza krzywej przezycia
z uwzglednieniem mediany jako punktu odci¢cia wykazata, iz obnizony poziom TES
mRNA jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym w NSCLC (p < 0,05)
[Wykres 10].
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(A) Poziom TES mRNA w zalezno$ci B) Poziom TES mRNA w zalezno$ci
od stadium zaawansowania choroby nowotworowej od cechy pT w klasyfikacji TNM
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Wykres 10. Analiza poziomu 7ES mRNA w zalezno$ci od stadium zaawansowania
choroby nowotworowej (A), cechy pT w klasyfikacji pTNM (B), stopnia ztosliwosci
histologicznej G (C) oraz analiza przezycia pacjentow w zaleznosci od poziomu TES
mRNA (D) (punkt odcigcia — mediana poziomu 7ES mRNA). Wartosci 7TES mRNA
przeksztalcone przy pomocy transformaty Boxa-Coxa celem uzyskania rozktadu
normalnego (warto§¢ Lambda: -0,08)(opis transformacji w sekcji: Analiza

statystyczna).
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6.6. Ocena wzajemnej korelacji ekspresji badanych biatek

w niedrobnokomorkowych rakach phuc.

W niniejszej sekcji przedstawiono wyniki analizy wzajemnej korelacji poziomu
ekspresji badanych biatek. Celem uporzadkowania tresci rezultaty podzielono
na odrgbne podsekcje. Zwrdécono ponadto uwage na fakt, iz ocena korelacji
z wykorzystaniem zmiennych poétilosciowych, jakimi sa wyniki w skali IRS, niesie
ze soba potencjalnie wyzsze prawdopodobienstwo popetnienia btedu w trakcie analizy
statystycznej. W zwigzku z powyzszym w ocenie korelacji postanowiono postugiwac
si¢ zmiennymi ilo$ciowymi w skali H-Score, uprzednio wykazujac ich zgodnos¢
z wynikami uzyskanymi w skali IRS [Wykres 11]. Dla antygenu Ki-67 uwzgledniono

w analizie odsetek komorek z jego pozytywna ekspresja.

(A)  Korelacja ekspresji testyny - ocena z wykorzystaniem rdznych metod
300+

2004

H-Score

100+

0 e T T )
0 4 IRS 8 12

(B) Korelacja ekspresji surwiwiny - ocena z wykorzystaniem réznych metod

160 -
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Wykres 11. Korelacja ekspresji testyny i1 surwiwiny ocenionych metodami IRS

oraz H-Score.r — wspotczynnik korelacji.
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6.6.1. Korelacja ekspresji testyny i Ki-67.

(A) Wykres przedstawiajacy korelacje ekspresji testyny i Ki-67 w SCC
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Wykres 12. Korelacja ekspresji testyny (zmierzonej w skali H-score) i1 Ki-67
(odsetek komorek z pozytywna jej ekspresja) w NSCLC typu SCC (A) oraz AC (B).

r — wspotczynnik korelacji.

Wykazano istotng dodatnig korelacja pomigdzy ekspresjg testyny i biatka Ki-67
w komorkach nowotworowych NSCLC, zaréwno typu SCC jak i AC (odpowiednio:
r=0,51; p<0,0001 oraz r=0,28; p <0,001)[ Wykres 12].
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6.6.2. Korelacja ekspresji testyny i kaspazy-3.

(A) Wykres przedstawiajacy korelacje ekspresji testyny i kaspazy-3 w SCC
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Wykres 13. Korelacja ekspresji testyny (zmierzonej w skali H-score) 1 ekspresji
kaspazy-3 (ocenionej jako odsetek komorek wykazujacych jej ekspresje) w NSCLC
typu SCC (A) oraz AC (B). r — wspolczynnik korelacji.

Zaobserwowano umiarkowang dodatnig korelacje poziomu ekspresji testyny
1 kaspazy-3 w komoérkach nowotworowych NSCLC, zarowno w przypadku SCC
jak 1 AC (odpowiednio: r=0,37; p <0,01 orazr =0,31; p <0,01)[Wykres 13].
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6.6.3. Korelacja ekspresji testyny i surwiwiny.

(A) Wykres przedstawiajacy korelacje ekspresji testyny i surwiwiny w SCC
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(B) Wykres przedstawiajacy korelacje ekspresji testyny i surwiwiny w AC
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Wykres 14. Korelacja ekspresji testyny oraz surwiwiny zmierzonych w skali H-score

w NSCLC typu SCC (A) oraz AC (B). r — wspotczynnik korelacji.

Wykazano umiarkowang dodatnig korelacje ekspresji testyny oraz surwiwiny
w komorkach nowotworowych NSCLC, zaréwno typu SCC jak i AC (odpowiednio:
r=0,49; p<0,01 orazr=0,33; p <0,05) [Wykres 14].

68



Ekspresja
badanego testyna surwiwina Ki-67 kaspaza-3

biatka

testyna 0,33* 0,28*** 0,31**
surwiwina 0,49** NS NS

AC

Ki-67 0,51%** 0,51%** 0,42%**

kaspaza-3 0,37** NS 0,37%*
SCC

Tabela 15. Macierz korelacji poziomu ekspresji analizowanych biatek w komorkach
nowotworowych NSCLC z podzialem na podtypy histologiczne. Przedstawione
wartos$ci stanowig wspotczynnik korelacji ,,r” z nastgpujacym poziomem istotnosci:

*p<0,05, ** p<0,01, *** p <0,001. NS — brak istotnos$ci statystyczne;j.

Analiza wzajemnej korelacji ekspresji wszystkich badanych biatek wykazata
ponadto stabg dodatniag korelacje poziomu ekspresji kaspazy-3 z Ki-67
oraz umiarkowang dodatnig korelacje poziomu ekspresji Ki-67 z surwiwing w NSCLC
typu SCC (odpowiednio: r = 0,37; p < 0,01 oraz r = 0,51; p < 0,001). W przypadku
AC wykazano umiarkowang dodatnig korelacje poziomu ekspresji Ki-67 z kaspaza-3

(r=0,42; p <0,001)[Tabela 15].
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6.7. Analiza przezycia pacjentow w zaleznosci od poziomu
ekspresji poszczegolnych bialek.

6.7.1. Analiza przezycia pacjentow w zaleznosci od poziomu
ekspresji testyny.
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Wykres 15. Zalezno$¢ migdzy czasem przezycia pacjentOw a wiekiem w momencie

zachorowania. r — wspotczynnik korelacji.

Przeprowadzona analiza czasu przezycia pacjentow oraz wieku w momencie
zachorowania wykazata, iz istnieje istotna statystycznie ujemna korelacja
migdzy wiekiem chorego w momencie rozpoznania raka ptuca a czasem przezycia.
Zalezno$¢ ta nie jest stala 1 najwigkszy wplyw wieku na czas przezycia mozna
zaobserwowa¢ w grupie pacjentow w wieku powyzej 74 lat [Wykres 15].
Z tego powodu, opracowujac krzywe przezycia, postanowiono dodatkowo przygotowac
analizy przezycia uwzgledniajace wylacznie grupe pacjentow, u ktérych raka phluca
rozpoznano w wieku ponizej 75 lat. Zrozumiatym jest fakt, iz w grupie pacjentow
w zaawansowanym wieku rosnie prawdopodobienstwo zgonu z dowolnej przyczyny,
co stanowi naturalne nastepstwo starzenia si¢ organizmu. Kolejnym argumentem,

uzasadniajacym przeprowadzenie dodatkowej analizy, z przyjeciem wieku 75 lat
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jako punktu

odcigcia, jest odniesienie si¢ do $redniego czasu przezycia Polakéw,

ktéry wynosi obecnie ok. 77 lat [131].

Krzywa przezycia pacjentow z SCC w zalezno$ci od nasilenia
ekspresji testyny - metoda [HC. Bez korekty wieku.
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Wykres 16. Analiza przezycia pacjentow z SCC bez wzgledu na wiek w momencie

zachorowania. NS — brak istotnos$ci statystyczne;.
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Krzywa przezycia pacjentow z SCC w zalezno$ci od nasilenia
ekspresji testyny - metoda IHC. Uwzgledniona korekta wieku.
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Analiza przezycia pacjentow z SCC z uwzglednieniem wieku w momencie

zachorowania (punkt odciecia: 75 lat).
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Krzywa przezycia pacjentéw z AC w zalezno$ci od nasilenia
ekspresji testyny - metoda [HC. Bez korekty wieku.
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Wykres 18. Analiza przezycia pacjentéw z AC bez wzgledu na wiek w momencie

zachorowania. NS — brak istotnos$ci statystyczne;.

Krzywa przezycia pacjentow z AC w zalezno$ci od nasilenia
ekspresji testyny - metoda IHC. Uwzgledniona korekta wieku.
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Wykres 19. Analiza przezycia pacjentow z AC z uwzglednieniem wieku w momencie

zachorowania (punkt odciecia 75 lat). NS — brak istotnos$ci statystyczne;.

Analiza krzywej przezycia pacjentow z NSCLC, w zalezno$ci od poziomu
ekspresji testyny w komorkach nowotworowych, nie wykazala istotnych réznic

niezaleznie od podtypu histologicznego (p > 0,05)[Wykresy 161 17].
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Przeprowadzona dodatkowa analiza krzywej przezycia, uwzgledniajaca
zaproponowang powyzej korekte w zalezno$ci od wieku w momencie zachorowania,
wykazata istotnie krotszy czas przezycia w grupie pacjentow z SCC,
ktorzy charakteryzowali si¢ silng ekspresjg testyny w komorkach nowotworowych
w poréwnaniu z grupa o stabej i umiarkowanej jej ekspresji (p < 0,05)[Wykres 18].
Zalezno$ci takiej nie wykazano w przypadku AC (p > 0,05)[Wykres 19].

6.7.2. Analiza przezycia pacjentow w zaleznosci od poziomu

ekspresji surwiwiny.

Krzywa przezycia pacjentow z NSCLC w zaleznos$ci od nasilenia ekspresji
surwiwiny - metoda IHC.
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Wykres 20. Analiza przezycia pacjentow z NSCLC z umiarkowang lub silng ekspresja

surwiwiny.

Analiza krzywej przezycia pacjentow, uwzgledniajaca poziom ekspresji
surwiwiny w komorkach nowotworowych NSCLC, moze wskazywa¢ na niekorzystne
rokowanie w grupie pacjentow z umiarkowang lub silng jej ekspresja w poroéwnaniu
z pozostalg grupa chorych (wykazano trend na granicy istotnosci z p = 0,07)
[Wykres 20].
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Krzywa przezycia pacjentow z NSCLC w zalezno$ci od lokalizacji
ekspresji surwiwiny - metoda IHC.
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Wykres 21. Analiza przezycia pacjentow z NSCLC z umiarkowang lub silng jadrowa
ekspresja surwiwiny.

Przeprowadzona analiza krzywej przezycia pacjentow wykazata istotnie krotszy
czas przezycia w grupie chorych z umiarkowang lub silng jadrowa ekspresjg surwiwiny

w poréwnaniu z pozostalg grupa badanych (p < 0,05)[Wykres 21].
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6.7.3. Analiza przezycia pacjentow w zaleznosci od poziomu

ekspresji Ki-67.

Krzywa przezycia pacjentow z SCC w zaleznosci od odsetka
komorek z pozytywna ekspresja Ki-67 - metoda IHC.

100 7 = > 50% komorek z pozytywng ekspresjg Ki-67
= < 50% komorek z pozytywng ekspresjg Ki-67
S
NS} 80 -
'S,
(D]
N
&
e
&
5 60 -
3
o
40 I I I I L}
0 20 40 60 80 100

Czas przezycia [miesigce]
Wykres 22. Analiza przezycia pacjentow z SCC w zaleznosci od poziomu ekspresji
biatka Ki-67. NS — brak istotno$ci statystyczne;.
Krzywa przezycia pacjentow z AC w zalezno$ci od odsetka komorek z

pozytywna ekspresja Ki-67 - metoda IHC.
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Wykres 23. Analiza przezycia pacjentow z AC w zalezno$ci od poziomu ekspresji

biatka Ki-67. NS — brak istotnosci statystycznej.
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Analiza krzywej przezycia pacjentow z NSCLC, uwzgledniajagca poziom
ekspresji Ki-67 w komorkach nowotworowych, nie wykazata Zadnych réznic
niezaleznie od typu histologicznego nowotworu (p > 0,05)[Wykresy 22 i1 23]. Warto
zaznaczy¢, i1z w danych literaturowych istnieja doniesienia sugerujace przyjecie
za punkt odcigcia dla niekorzystnego rokowania odsetka komodrek nowotworowych
z pozytywng ekspresja Ki-67 na poziomie 25%, zwtaszcza dla NSCLC typu AC [93].
Analiza uwzgledniajgca powyzsze zalozenia rowniez okazala si¢ by¢ nieistotna

statystycznie (p > 0,05).
6.7.4. Analiza przezycia pacjentow w zaleznoSci od poziomu

ekspresji kaspazy-3.

Krzywa przezycia pacjentow z AC w zalezno$ci od poziomu
ekspresji kaspazy-3 - metoda IHC (mediana = 0,2%).
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Wykres 24. Analiza przezycia pacjentow z AC w zalezno$ci od poziomu ekspresji

kaspazy-3.
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Krzywa przezycia pacjentow z SCC w zaleznos$ci od poziomu
ekspresji kaspazy-3 - metoda IHC (mediana = 0,5%).
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Wykres 25. Analiza przezycia pacjentow z SCC w zalezno$ci od poziomu ekspresji

kaspazy-3.

Analiza krzywej przezycia pacjentow z NSCLC, w zaleznosci od nasilenia ekspresji
kaspazy-3 w komorkach nowotworowych, nie wykazala zadnych réznic niezaleznie

od typu histologicznego nowotworu (p > 0,05)[ Wykres 24 1 25].



7. Omowienie wynikow i dyskusja.

Na podstawie przeprowadzonych badan z wykorzystaniem metody
immunohistochemicznej oraz metody Western blot wykazano zwigkszong
cytoplazmatyczng ekspresje testyny w NSCLC, zaréwno typu SCC jak i AC,
w porownaniu z kontrolg stanowigcg prawidlowe tkanki z marginesu cigcia
chirurgicznego. Ponadto w odniesieniu do SCC, silna ekspresja badanego biatka
korelowata z wyzszym stadium zaawansowania choroby nowotworowej oraz istotnie
wigkszg §rednicg guza. W grupie pacjentow z silng jej ekspresja choroba nowotworowa
byta diagnozowana w mtodszym wieku (64 r.z. vs. 67 r.z.), jednak wartos¢ ta byla
na granicy istotnosci statystycznej. Analiza krzywej przezycia w grupie pacjentow
z NSCLC typu SCC nie potwierdzita zwigzku nasilenia ekspresji testyny z krotszym
czasem przezycia. Po uwzglednieniu wieku w momencie zachorowania i ponownym
przeprowadzeniu analizy, zaobserwowano zalezno$¢ wskazujaca na nizsza
przezywalno$cig w grupie pacjentow z silng ekspresja badanego biatka. Uzyskany
rezultat wymaga jednak potwierdzenia, w zwigzku z celowym uwzglednieniem,
niestosowanej powszechnie, poprawki dotyczacej wieku pacjenta w momencie
zachorowania. W przypadku NSCLC typu AC zaobserwowano istotnie wigksza
srednice guza w grupie pacjentow z wysokim poziomem ekspresji testyny.
Nie wykazano zwigzku z czasem przezycia, niezaleznie od wieku w momencie
zachorowania, klasyfikacja TNM czy stadium zaawansowania choroby nowotworowe;j.

Uzyskane rezultaty posrednio moga wskazywaé na fakt, iz wysoki poziom
ekspresji testyny moze promowaé rozwd¢j niedrobnokomoérkowych rakow ptluc,
zwlaszcza SCC. Wyzsze stadium zaawansowania nowotworu, wigksza $rednica guza
czy mtodszy wiek w momencie postawienia diagnozy moga potwierdzac t¢ obserwacje.

Niezaleznie od typu histologicznego NSCLC, silna ekspresja testyny wigzata
si¢ z wigkszym nasileniem ekspresji kaspazy-3, posrednio $wiadczacej o nasileniu
procesOw apoptozy jako kaspazy wykonawcze] programowanej $mierci komorki.
Rowniez indeks proliferacyjny (oceniany jako odsetek przypadkéw z silng jadrowa
ekspresja Ki-67), niezaleznie od typu histologicznego NSCLC, byt wyzszy w grupie
pacjentow z silng ekspresja badanego biatka, jednak w przypadku SCC wynik byt
na granicy istotno$ci statystycznej. Jednoczasowy wzrost nasilenia procesOw apoptozy
oraz wysoki indeks proliferacyjny wydaja si¢ by¢ zaskakujace, zwlaszcza, ze testyna

fizjologicznie rozpatrywana jest jako bialko supresorowe. W $wietle powyzej
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przedstawionych danych istnieja watpliwosci dotyczace przeciwnowotworowej roli
testyny w NSCLC. Podkresla to wykazanie istotnej dodatniej korelacji migdzy
poziomami ekspresji badanego biatka 1 surwiwiny, bedacej istotnym inhibitorem
apoptozy, ktorego wysoki poziom ekspresji w komoérkach nowotworowych
rozpatrywany jest jako niekorzystny czynnik prognostyczny [132]. Wytlumaczeniem
jednoczasowego nasilenia proliferacji komorkowej oraz wzrostu ekspresji kaspaz
wykonawczych procesu apoptozy sg wyniki zespotow badawczych zajmujacych si¢ rolg
apoptozy w NSCLC. Wysuwaja oni hipoteze, iz nasilenie apoptozy jest raczej
zjawiskiem wtornym do nasilenia procesu proliferacji komérkowej i samo w sobie
moze nie mie¢ znaczenia prognostycznego w niedrobnokomorkowych rakach phuc
[101]. Temat ten opisano szerzej w czeSci dyskusji poswigconej ocenie nasilenia
procesow apoptozy w NSCLC.

Otrzymane przy uzyciu metod IHC oraz WB wyniki nie koresponduja
z rezultatami uzyskanymi za pomoca reakcji RQ-PCR oceniajacej poziom 7ES mRNA
w NSCLC. Warto zaznaczy¢, iz wyniki analizy statystycznej z uwzglednieniem
poziomu 7ES mRNA nie sg istotne statystyczne, a wykazane zostaty zaledwie trendy,
bedace w opozycji do prezentowanych powyzej wynikow. Rowniez analiza krzywej
przezycia, pomimo istotno$ci statystycznej, obarczona jest pewnym ryzykiem
w zwigzku z duzg ilo$cig obserwacji nickompletnych. Jednakze wyniki reakcji RQ-PCR
korespondujg z danymi literaturowymi. W kolejnych akapitach niniejszej sekcji podjeto
prébe odniesienia si¢ do zaistniatych rozbieznosci prezentowanych wynikow.

Dotychczas zaledwie w jednym opublikowanym badaniu wskazywano
na odmienng rol¢ testyny w procesie kancerogenezy. Han 1 wsp. w swoich badaniach
na liniach komoérkowych raka zotadka (GTL-16) wskazywali na nadekspresje testyny
w komoérkach nowotworowych 1 prawdopodobny brak jej funkcji supresorowej
w tym typie nowotworu [ 133].

Zaprezentowane powyzej rezultaty stoja w  bezsprzecznej opozycji
do pozostalych wynikéw badan uzyskanych przez wiele innych zespotow badawczych,
przeprowadzonych z wykorzystaniem zaréwno materialu klinicznego, jak 1 linii
komoérkowych. Grupa naukowcéw pod przewodnictwem Zhu wykazata obnizong
ekspresje testyny w rakach gruczolu piersiowego, ponadto zaobserwowata stopniowy
spadek poziomu ekspresji badanego biatka w kolejnych fazach procesu nowotworzenia:
UDH (zwykty rozrost nabtonka przewodowego), ADH (atypowy rozrost nabtonka

przewodowego), DCIS (rak przewodowy in situ) oraz inwazyjnego rak sutka. Ponadto
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analiza krzywej przezycia wykazala, iz obnizony poziom ekspresji TES
byt niekorzystnym czynnikiem prognostycznym, zar6wno w analizie przezycia
catkowitego jak 1 czasu przezycia wolnego od wznowy oraz przezycia wolnego
od przerzutow [13]. Steponaitis 1 wsp. przeprowadzili ocen¢ poziomu ekspresji testyny
oraz stopnia metylacji promotora dla genu 7ES z wykorzystaniem materiatu
pochodzacego od pacjentow z glejakami mozgu. Wykazali oni zalezno$¢ miedzy
wzrastajagcym stopniem metylacji promotora dla genu 7ES a stopniem zlosliwosci
nowotworu.  Ponadto  zaobserwowali, iz w  stopniu IV  zlo§liwosci
(glejak wielopostaciowy) poziom ekspresji testyny jest nizszy niz w stopniu II oraz III,
a obnizony poziom ekspresji TES jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym.
Zaprezentowane dane nie s3 jednak jednoznaczne, poniewaz w cytowanym artykule
zaobserwowa¢ mozna wyrazny trend wskazujacy na wzrastajacy poziom ekspresji
testyny w glejakach w stopniach od I do III i dopiero spadek jej ekspresji w stopniu IV
zaawansowania. Ponadto poziom ekspresji 7ES w stopniu IV zlo$liwosci nie réznit
si¢ istotnie od jej poziomu w stopniu I. Pacjenci ze stwierdzong metylacja promotora
genu TES charakteryzowali si¢ krotszym catkowitym czasem przezycia, jednak nalezy
mie¢ jednoczesnie na uwadze, iz byli oni jednocze$nie duzo starsi anizeli grupa
kontrolna (p < 0,001), co moze mie¢ przetozenie na prezentowane rezultaty [15].
Gu 1 wsp. wykazali, iz obnizona ekspresja testyny w raku endometrium wigze
si¢ z wyzszym stopniem zaawansowania choroby nowotworowej oraz czestsza inwazjg
naczyn chtonnych. Transfekcja plazmidu z genem 7ES do komorek raka endometrium
z wykorzystaniem odpowiednich linii komérkowych skutkowata nasileniem apoptozy,
zmniejszeniem tempa wzrostu guza oraz obnizeniem zdolnosci do formowania kolonii
(ang. colony-forming ability) [21]. Nalezy mie¢ jednak na uwadze fakt, iz transfekcji
dokonuje si¢ wprowadzajac do komorek typ dziki genu TES, co pozwala na oceng
fizjologicznej funkcji testyny, a w niepewnym stopniu pozwala przektadaé¢ uzyskane
rezultaty na potencjalnie zmieniong funkcje produktu bialkowego zmutowanego genu
TES. Dowod na mozliwg role testyny w patogenezie rakéw nosogardia stanowi
korelacja pomigdzy obnizonym poziomem ekspresji TES, a obecnoscig przerzutow
do wezlow chtonnych, przerzutéw odleglych oraz stopniem zréznicowania komorek
nowotworowych [134]. Badania dotyczace poziomu ekspresji genu 7ES w pierwotnych
rakach zotadka wykazaty krotszy sredni catkowity czas przezycia w grupie pacjentow
z obnizong jego ekspresja w porOwnaniu z grupa pacjentdéw wykazujacych dodatnig

ekspresj¢ omawianego genu. Ponadto przy uzyciu estymatora Kaplana-Meiera
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wykazano, iz brak ekspresji genu 7ES jest istotnym negatywnym czynnikiem
prognostycznym pierwotnego raka zoladka [135]. Zhu i wsp. przeprowadzili natomiast
badania z wykorzystaniem materialu klinicznego uzyskanego od pacjentéw z rakiem
jelita grubego (RJG). W analizowanej grupie chorych zaden =z pacjentow
nie otrzymywal terapii przeciwnowotworowej przed pobraniem wycinkow
1 postawieniem ostatecznej diagnozy RJG. Wykazano, iz obnizona ekspresja testyny
wigze si¢ z nizszym stopniem zroznicowania histologicznego nowotworu oraz wyzszym
stadium zaawansowania choroby nowotworowej ocenianej w skali TNM. Analiza
krzywej przezycia z wykorzystaniem estymatora Kaplana-Meiera wykazata ponadto,
1z pacjenci z niska ekspresja testyny charakteryzowali si¢ krotszym catkowitym czasem
przezycia w porownaniu do grupy z jej wysoka ekspresjg [18]. Dostepne sg rowniez
wyniki badan przeprowadzonych przez grupe naukowcéw z Chin w zespole Wang
1 wsp., ktorzy prowadzili analiz¢ ekspresji testyny z wykorzystaniem linii
komorkowych NSCLC. W swoich badaniach wykazali obnizenie poziomu 7ES mRNA
oraz stezenia biatka testyny na liniach komérkowych NSCLC. Z kolei skuteczna
transfekcja genu TES skutkowata wzrostem stezenia badanego biatka, co w efekcie
przekladato si¢ na istotne statystycznie zahamowanie proliferacji komorek
nowotworowych, zmniejszenie inwazyjnosci oraz zdolno$ci do tworzenia przerzutow.
Zaobserwowano réwniez, iz u myszy, ktorym inokulowano komoérki nowotworowe
NSCLC wykazujace nadekpresj¢ genu TES, rozwdj guza byl istotnie wolniejszy,
a jego masa mniejsza [22]. Wyniki badan przeprowadzonych przez Popiel-Kopaczyk
1 wsp. na materiale klinicznym uzyskanym od pacjentek z rakiem szyjki macicy
wskazuja na odwrotng korelacje ekspresji testyny 1 biatka Ki-67, co znajduje w pelni
racjonalne uzasadnienie w funkcji testyny jako biatka hamujacego proliferacje
komoérkowa poprzez wptyw na cykl komoérkowy [19].

Badania dotyczace patogenezy raka szyjki macicy wskazuja na role testyny
w hamowaniu proliferacji komorkowej poprzez wplyw na cykl komorkowy
1 zatrzymywanie komorek w fazie G1 [21]. Z kolei w przypadku ostrej biataczki
limfoblastycznej (ALL) z komorek B  reekspresja genu TES wigzata
si¢ z zahamowaniem cyklu komoérkowego w fazie G2/M, co bylo niezalezne
od aktywnosci biatka supresorowego TP53 [8]. Biatko TES miato ponadto wpltyw
na przebieg choroby nowotworowej poprzez indukowanie procesOw apoptozy
niezaleznie od szlaku aktywacji, zarowno w torze zewnatrz jak i wewnatrzpochodnym,

co zaobserwowano analizujac pacjentki z rakami gruczotu piersiowego oraz jajnika
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[136]-137]. Nadekspresja testyny w przypadku raka jelita grubego wigzata
si¢ z aktywacja szlaku sygnalowego kinaz aktywowanych mitogenami p38-MAPK
(ang. p38 mitogen-activated protein kinase), co skutkowalo nasileniem proceséw
apoptozy oraz ostabieniem proliferacji komorek nowotworowych [135]. Hamowanie
przez badane biatko aktywno$ci metaloproteinazy MMP-2 (ang. matrix
metalloproteinase-2), zaangazowanej w degradacj¢ btony podstawnej, moze wigzaé
si¢ ze zmniejszeniem inwazyjnosci komoérek nowotworowych oraz ostabieniem
procesOw angiogenezy w obrgbie guza, a w efekcie obnizeniem ryzyka powstania
przerzutéw odleglych [13]. Obnizenie ekspresji genu TES z wykorzystaniem specjalnie
skonstruowanych plazmidéw wigzalo si¢ z ostabieniem ekspresji biatek adhezyjnych
(E-kadheryny) oraz nasileniem ekspresji N-kadheryny, wimentyny i Snail, zwigzanych
z procesem przejScia epitelialno-mezenchymalnego (ang. Epithelial-Mesenchymal
Transition — EMT). Obecno$¢ powyzszych markerow, §wiadczacych o zjawisku EMT,
wigzata si¢ z gorszym rokowaniem u pacjentek z rakiem endometrium [14].

Wzrost poziomu ekspresji testyny w niedrobnokomérkowych rakach ptuc
oraz wyniki analizy wskazujagce na role testyny jako niekorzystnego czynnika
prognostycznego sa zaskakujace w $wietle znanych informacji na temat jej roli
w procesach fizjologicznych. Funkcja testyny wydaje si¢ by¢ dobrze poznana,
czego dowodem sg liczne publikacje naukowe, ktore powstaty na przestrzeni ostatnich
lat. Uzyskane rezultaty, wskazujace na wzrost ekspresji testyny w komorkach
nowotworowych NSCLC, przecza wigkszo$ci opublikowanych rezultatow zwigzanych
z badaniami dotyczacymi ekspresji TES. Majac na uwadze potencjalne zastrzezenia
dotyczace uzyskanych rezultatow, postanowiono przeprowadzi¢ ocen¢ nasilenia
ekspresji testyny w komorkach nowotworowych NSCLC, niezaleznie przy uzyciu
mikroskopii $wietlnej oraz z zastosowaniem komputerowej analizy obrazu,
co doktadnie opisano w sekcji dotyczacej metodyki przeprowadzonych badan.
Uzyskane w ten sposob rezultaty w pelni ze soba korelowaly. Podjete starania
utwierdzaja w przekonaniu, iz uzyskane rezultaty prawdopodobnie nie sg dzielem
przypadku ani efektem blednej analizy, lecz rzeczywiscie moga wynikac
z zaobserwowanej 1 niejasnej nadekspresji testyny w NSCLC. Podobnej obserwacji
dokonat zespot Han i wsp. stwierdzajac nadekspresj¢ 7ES na liniach komorkowych raka
zotadka, nie dokonujac jednak analizy poziomu produktu biatkowego [133].

Nalezy mie¢ réwniez na uwadze fakt, iz nie jest to pierwsza obserwacja wskazujaca

na podwyzszong ekspresj¢ w komodrkach nowotworowych biatka powszechnie
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uwazanego za biatko supresorowe. Dostgpne s3 liczne prace dowodzace,
ze nagromadzenie biatka nazywanego ,straznikiem genomu” i bedacego jednym
z najwazniejszych biatek supresorowych, jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym,
zwigzanym ze zwigkszong inwazyjno$cig oraz zdolno$ciag do tworzenia przerzutow.
Opis ten dotyczy biatka TP53 [138]. Obecnie fakt akumulacji biatka TP53 w réznych
rodzajach nowotworow jest zjawiskiem coraz lepiej poznanym. Dane uzyskane
z wykorzystaniem modeli zwierzecych w kontek$cie onkogennych wlasciwosci
zmutowane] formy biatka TP53 (ang. MUT TP53) wskazuja na kluczowa rolg
posttranslacyjnych modyfikacji tego biatka w nabywaniu przez nie zdolnosci
do stymulowania procesOw nowotworzenia [138—141]. Ponadto silna ekspresja
zmutowane] formy biatka TP53 skutkowa¢ moze hamowaniem ekspresji biatka typu
dzikiego o wlasciwosciach supresorowych (ang. wild-type), co jest jedng z mozliwych
hipotez wyjasniajacych zjawisko nabywania funkcji promujacej procesy nowotworzenia
w przypadku niektérych nieprawidtowych izoform biatka TP53 [138]. Obecnie uznaje
sie, ze istniejg 3 glowne konsekwencje mutacji biatka TP53 (oraz generalnie mutacji
genow kodujacych biatka supresorowe), do ktorych naleza:

1. utrata petnionej funkcji (ang. loss-of-function, LOF),

2. nabycie nowej funkcji, takze mogacej stymulowac procesy kancerogenezy

(ang. gain-of-function, GOF),

3. zmieniona funkcja biatka skutkujgca jego antagonistycznym dzialaniem wobec

typu dzikiego (ang. dominant-negative, DN) [142].

Zarowno GOF jak 1 DN wigza¢ si¢ moga z patologiczng akumulacja
nieprawidlowej izoformy danego biatka, a przez to przektada¢ si¢ na niekorzystne
rokowanie oraz przebieg choroby nowotworowe;.

W przypadku biatka TP53 obserwowana akumulacja biatka o nieprawidtowe;j
budowie, wykazujacego wiasciwosci stymulujace procesy nowotworzenia, wigze
si¢ z jego zmniejszong podatnos$cig na degradacje przez fizjologiczne mechanizmy
komorkowe [143]. Hipoteza ta znajduje potwierdzenie w badaniach prowadzonych
przez Rodriguez i wsp., w ktoérych zaobserwowano, iz zmieniona forma biatka TP53
podatna jest na acetylacje przy resztach lizynowych, czego nie obserwowano
w przypadku typu dzikiego biatka. Modyfikacja ta wptywa prawdopodobnie
na powinowactwo biatka TP53 do DNA, czego odzwierciedleniem jest jej zmieniona

funkcja obserwowana w przypadku komoérek nowotworowych [144].
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Hipoteza wyjasniajaca uzyskane rezultaty sa przytoczone powyzej rozwazania
dotyczace akumulacji biatka TP53 w pewnych typach nowotworéw oraz obserwowana
zmieniona funkcja tego biatka 1 w efekcie nabywanie przez nie wilasciwosci
stymulowania procesOw nowotworzenia. Opisano roézne warianty transkrypcyjne
dla genu TES skutkujace ekspresja wielu réznych izoform biatka testyny,
jednak dotychczas brak jest danych wskazujacych na zmieniong funkcje izoform
testyny czy role zmienionego biatka w indukowaniu 1 promowaniu procesu
transformacji nowotworowej [24]. Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na fakt, iz badanie
wykonane przy uzyciu RT-PCR dotyczy pomiaru ilo$ci 7ES mRNA, co odpowiada
procesowi transkrypcji, natomiast metody IHC oraz WB analizuja produkt biatkowy
w komorkach nowotworowych, co stanowi odzwierciedlenie procesu translacji. Mozna
w tym miejscu zacytowac artykut opublikowany w renomowanym czasopi§mie Nature,
w ktorym podj¢to probe scharakteryzowania procesow ekspresji genow w komorkach
ludzkiego organizmu, oceniajac jednoczasowo poziom mRNA oraz obecnos¢ i ilos¢
produktu biatkowego badanych genow [145]. Na podstawie przeprowadzonych
dla danych gendéw pomiarow stabilnosci odpowiednich mRNA oraz czasu pottrwania
biatek, bedacych produktami ich ekspresji, wyodrebniono 4 gtéwne grupy genow:

1. grupa: stabilne mRNA, produkt biatkowy o dtugim czasie pottrwania

2. grupa: niestabilne mRNA, produkt biatkowy o dlugim czasie pottrwania

3. grupa: stabilne mRNA, produkt biatkowy o krétkim czasie pottrwania

4. grupa: niestabilne mRNA, produkt biatkowy o krotkim czasie pottrwania

Do grupy 4. charakteryzujacej si¢ niskg stabilno$cig mRNA oraz krotkim czasem
pottrwania zaliczaja si¢ przede wszystkim geny kodujgce biatka bedace
m.in. czynnikami transkrypcyjnymi, enzymami modyfikujacymi chromatyne czy biatka
zaangazowane w regulacje cyklu komoérkowego [145]. Funkcja testyny jako bialtka
supresorowego, zaangazowanego w regulacj¢ procesOw apoptozy oraz proliferacji
komorkowej, pozwala przypuszcza¢, ze prawdopodobnie gen kodujacy biatko TES
rowniez moze przynaleze¢ do grupy 4 w powyzsze] charakterystyce. Kolejnym
wnioskiem plynacym z cytowanego powyzej artykutu jest stwierdzenie, iz gldownym
mechanizmem regulujacym obecno$¢ danego biatka w komorce sg procesy translacji,
a nie transkrypcji. Wytlumaczeniem tego faktu jest maksymalna optymalizacja
wydatkoéw energetycznych komorki na procesy ekspresji genow, gdyz procesy translacji
1 syntezy biatek zuzywaja srednio az 90% energii spozytkowanej na proces ekspresji

genow, podczas gdy procesy transkrypcji zaledwie okoto 10%. Dla komorki regulacja
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na poziomie translacji pozwala na unikni¢cie zb¢dnego wydatkowania energii [145].
Powyzsze mechanizmy prowadzi¢ moga do rozbiezno$ci migdzy obserwowang iloscia
specyficznego mRNA w komorce 1 stezeniem jego produktu biatkowego. Moze miec
to miejsce zwlaszcza w sytuacji, gdy na drodze mechanizméw posttranslacyjnych
lub zmiany sekwencji aminokwasow (np. na skutek zaistnialej mutacji w obrgbie
danego genu), dojdzie do wydtuzenia czasu pottrwania danego biatka i zwigkszenia
jego stabilnosci.

Niewykluczone, iz posttranslacyjne zmiany bialka testyny w komorkach
nowotworowych lub mutacje genu TES skutkuja nieprawidtowa strukturg produktu
biatkowego 1 w efekcie zmniejszong jego podatno$cig na degradacje, a w rezultacie
jego akumulacja w komorce. Hipotetycznie, w $Swietle zaprezentowanych powyzej
zaleznosci migdzy stabilno$cia mRNA a czasem pottrwania produktu biatkowego
konkretnego genu, wydluzony czas pottrwania biatka na skutek dotychczas
niewyjasnionych mechanizméw, powodowalby rozbiezno§¢ uzyskanych rezultatow
metodami RT-PCR oraz IHC 1 WB. Zwtlaszcza, ze wyniki uzyskane przy uzyciu metody
IHC korespondujg z rezultatami uzyskanymi przy pomocy metody WB.

Zroéznicowany poziom ekspresji genu 7ES na poziomie biatka i mRNA moze by¢
réwniez efektem ujemnego sprzezenia zwrotnego, w ktorym hamowanie transkrypcji
TES wynikatloby z patologicznie duzej ilosci zmienionego biatka w komorkach
nowotworowych NSCLC.

Niezaleznie od opisanych powyzej wynikéw badah i prowadzonych rozwazan
oczywistym jest fakt, iz konieczne sg dalsze badania dotyczace roli ekspresji testyny
w niedrobnokomorkowych rakach ptuc oraz poszukiwanie potencjalnych mechanizmow
epigenetycznych, mogacych mie¢ istotny wpltyw na supresorowe funkcje tego biatka.

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano zwigkszong ekspresje
surwiwiny w NSCLC, zar6wno w typie gruczotowym jak i plaskonabtonkowym.
Duan i wsp. w przeprowadzonej metaanalizie obejmujacej niemal 30 oryginalnych prac
badawczych dotyczacych roli ekspresji surwiwiny w NSCLC wykazali zwigzek
pomig¢dzy dodatnig ekspresja omawianego bialka a nizszym stopniem zréznicowania
histologicznego  nowotworu, wyzszym stadium zaawansowania nowotworu
w klasyfikacji TNM oraz obecnos$cig przerzutoéw w weztach chtonnych [132]. Cytowana
powyzej metaanaliza ma pewne ograniczenia, do ktorych nalezg brak analizy warto$ci
prognostycznej pozytywnej ekspresji surwiwiny oraz fakt, iz zaledwie w niewielkiej

czesci analizowanych prac pacjenci nalezeli do rasy kaukaskiej. Roznice w przebiegu
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1 rokowaniu NSCLC w przypadku rasy kaukaskiej i azjatyckiej sa niejasne i stabo
poznane. W omawianej metaanalizie brak jednoznacznego wniosku dotyczacego
zwiazku pomiedzy danymi kliniczno-patologicznymi pacjentow a lokalizacja ekspresji
surwiwiny. W zalezno$ci od analizowanej pracy czgs¢ badaczy sktaniata si¢ do uznania
ekspresji surwiwiny za rokowniczo pozytywna w przypadku stwierdzenia ekspres;ji
cytoplazmatycznej, inni uznawali ekspresj¢ cytoplazmatyczno-jadrowa za pozytywna,
z kolei jeszcze inni analizowali ekspresje cytoplazmatyczng 1 jgdrowa osobno [132].

Whnioski z przeprowadzonej metaanalizy pozostajag w ogdlnej zgodzie
z uzyskanymi w niniejszej rozprawie doktorskiej rezultatami. Nie wykazano zwigzku
catoSciowe] ekspresji surwiwiny z danymi kliniczno-patologicznymi pacjentow,
jednak po uwzglednieniu lokalizacji jej ekspresji udowodniono, iz jadrowa ekspresja
surwiwiny wigze si¢ z wiekszg $rednicg guza, czestszym zajeciem weztow chlonnych,
wyzsza cecha T w klasyfikacji TNM oraz wyzszym stadium zaawansowania
klinicznego nowotworu. Analiza krzywej przezycia roéwniez wykazala, iz pacjenci
z umiarkowang lub silng jadrowa ekspresjg surwiwiny naleza do grupy o istotnie
gorszym rokowaniu. Uwaza si¢, ze biatko surwiwina (izoforma AEx3 [35]) obecna
w jadrze komoérkowym pelni funkcje anty-apoptotyczne [37], co pozostaje w zwigzku
logicznym z uzyskanymi wynikami. Ponadto uwaza si¢, ze zwigkszona ekspresja
surwiwiny w komorkach nowotworowych moze by¢ jednym z wazniejszych czynnikow
odpowiedzialnych za zmniejszenie skutecznos$ci chemioterapii w trakcie leczenia
przeciwnowotworowego [60]. W niniejszej pracy nie wykazano zwigzku miedzy
nasileniem ekspresji surwiwiny w cytoplazmie a danymi kliniczno-patologicznym
pacjentow. Analizujgc dostepng literature przedmiotu mozna spotkac si¢ z wnioskami,
1z cytoplazmatyczna ekspresja surwiwiny moze nie mie¢ w ogole lub mie¢ znikomy
wpltyw na komoérki nowotworowe oraz prognozowanie w NSCLC [146].

Istnieja doniesienia, iz palenie papierosow (a wlasciwie to znajdujaca
si¢ w papierosach nikotyna) powoduje hamowanie procesow apoptozy poprzez
nasilenie ekspresji miedzy innymi biatka surwiwiny [147]. W prezentowanych
wynikach odsetek czynnych palaczy byt istotnie wyzszy w grupie z jadrowa ekspresja
surwiwiny o silnym lub umiarkowanym jej nasileniu, co pozostaje w zgodzie
z przytoczonymi wynikami badan. Pacjenci, ktérzy kontynuowali palenie papierosow
w poréwnaniu z tymi, ktorzy zerwali z natogiem juz po postawieniu diagnozy
(jednak jeszcze przed rozpoczgciem leczenia), charakteryzowali si¢ gorszym rokowanie

oraz istotnie krotszym czasem przezycia [ 148].
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W przeprowadzonych badaniach podjeto si¢ réwniez proby analizy nasilenia
procesow apoptozy w NSCLC oceniajac indeks apoptotyczny (Al). Dokonano oceny
poziomu ekspresji kaspazy-3 jako kaspazy wykonawcze] procesu apoptozy, bedacej
aktywowang w procesie programowanej $mierci komoérki niezaleznie od szlaku
aktywacji, zarOwno w torze zewnatrz jak 1 wewnatrzpochodnym [102-103].
Langendijka i wsp. prowadzac badania w grupie pacjentow z nieoperacyjnymi NSCLC
w stadium III zaawansowania klinicznego poddanych radioterapii wykazali, iz wysoki
indeks apoptotyczny wigzal si¢ z krotszym czasem przezycia oraz czestszym
wystepowaniem przerzutdow odlegtych w analizowanej grupie chorych [100].
Takze badacze w zespole Tormidnen i1 wsp. wykazali, iz zwigkszony indeks
apoptotyczny jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym w grupie pacjentow
z NSCLC [106]. Zacytowane prace analizowaly zwigzek pomiedzy nasileniem
proceséw apoptozy a danymi kliniczno-patologicznymi pacjentow z NSCLC,
jednak wyciagnigte wnioski nie odnosza si¢ do typu histologicznego rakéw pluc.
Z kolei w prezentowanych rezultatach istotng zalezno$¢ migdzy nasileniem procesow
apoptozy, a wyzszym stadium zaawansowania klinicznego oraz krotszym czasem
przezycia wykazano wylacznie dla typu plaskonablonkowego raka ptuc,
czego nie udowodniono w przypadku raka gruczotowego. Niezaleznie od typu
histologicznego analiza krzywych przezycia pacjentéw nie potwierdzita znaczenia
poziomu ekspresji kaspazy-3 jako negatywnego czynnika prognostycznego.

Odwrotne  wnioski  dostarcza  analiza  badan  przeprowadzonych
przez Dworakowska i wsp., w ktorych nie wykazano znaczenia indeksu apoptotycznego
jako niezaleznego czynnika prognostycznego. Dopiero wspolna analiza nasilenia
procesOw apoptozy oraz indeksu proliferacyjnego przektadata si¢ na gorsze rokowanie
pacjentow z NSCLC. Probg wyjasnienia uzyskanych rezultatow jest hipoteza,
1z w grupie pacjentdw z nowotworami ptuc o wysokim indeksie proliferacyjnym, duze
nasilenie apoptozy jest zjawiskiem wtornym i nie jest rozpatrywane jako mechanizm
obronny przed procesem nowotworowym [101]. Jednak hipotezie tej zaprzeczaja
wnioski ptynace z badan przeprowadzonych przez Tanaka i wsp., gdzie wykazano,
iz zaré6wno niski jak i bardzo wysoki indeks apoptotyczny byt korzystnym czynnikiem
prognostycznym (w odniesieniu do przypadkdw z posrednimi wartoSciami Al).
Odpowiedzig na tak uzyskane rezultaty ma by¢ niski indeks proliferacyjny w grupie
pacjentow z niskim Al oraz ochronne dziatanie procesow apoptozy w grupie pacjentow

z wysokim Al, gdzie procesy programowanej $mierci komorki maja przewazad
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nad proliferacja komoérek nowotworowych. Co wazne, Ci sami autorzy udowodnili,
1z do nasilenia procesOw apoptozy przy zwigkszonej proliferacji komorkowej dochodzi
tylko w sytuacji, gdy zachowane sg prawidtowo dziatajagce mechanizmy indukujace
apoptoze [98]. W prezentowanych powyzej rezultatach obserwowano istotng dodatnig
korelacje ekspresji kaspazy-3 oraz bialka Ki-67 w komodrkach nowotworowych
niezaleznie od typu histologicznego NSCLC. Przemawia to za nasileniem apoptozy
jako skutkiem rownoczasowego wzrostu proliferacji komoérkowej w tym typie
nowotworu.

Analiza dostgpnej literatury nie pozwala jednoznacznie stwierdzi¢ wartosci
prognostycznej indeksu apoptotycznego w NSCLC. Obserwacje ptynace z cytowanych
prac moga wskazywac, iz rozpatrywanie nasilenia apoptozy jako niezaleznego czynnika
prognostycznego moze mie¢ ograniczong warto$¢, poniewaz jest to prawdopodobnie
tylko obserwacja sumarycznego efektu wszystkich zjawisk zachodzacych w komorce
nowotworowej. Potwierdzeniem ztozono$ci omawianego zjawiska z pewnos$cig sg prace
Tanaki oraz Dworakowskiej, ktorzy wyjasniaja, iz nasilenie proliferacji komorkowe;j
nie zawsze idzie w parze z nasileniem procesdéw apoptozy, a wysoki indeks
apoptotyczny jako czynnik prognostyczny musi by¢ rozwazany rowniez w kontekscie
prawidlowosci dzialania mechanizméw molekularnych programowanej $mierci
komorki.

Uzyskane 1 zaprezentowane powyzej wyniki wskazuja ponadto na wzrost poziomu
ekspresji biatka Ki-67 w komodrkach nowotworowych NSCLC niezaleznie od podtypu
histologicznego. W przypadku SCC stwierdzono, iz pacjenci z wysoka ekspresja
badanego biatka charakteryzowali si¢ wigksza $rednicg guza oraz wigkszym obszarem
martwicy. Zaobserwowano wyzsze stadium zaawansowania choroby nowotworowej
oraz czgstsze zajecie weztow chtonnych w tej grupie, jednak wartos¢ te byty nieistotne
statycznie 1 stanowity wylacznie trend. W przypadku AC nie zaobserwowano istotnych
réznic w zalezno$ci od nasilenia ekspresji Ki-67. Analiza krzywej przezycia
nie potwierdzita znaczenia biatka Ki-67 jako niekorzystnego czynnika
prognostycznego. Uzyskane rezultaty, pomimo istotno$ci zaledwie niewielkiej czgsci
sposrdd analizowanych danych klinicznych, pozostaja w ogdlnej zgodzie z danymi
literaturowymi wskazujagcymi na Ki-67 jako niekorzystny czynnik prognostyczny
1 dowodzacymi zwigzku omawianego bialka z zaawansowaniem choroby

nowotworowe;j.
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Na podstawie metaanalizy przeprowadzonej przez Xie 1 wsp. wykazano,
iz w przypadku raka nerki, silna ekspresja Ki-67 w komorkach nowotworowych
zwigzana byla z istotnie krotszym catkowitym czasem przezycia, czasem przezycia
wolnym od wznowy oraz czasem przezycia do zgonu wywolanego chorobg
nowotworowg. Nasilona ekspresja omawianego biatka zwigzana byta ponadto
z wyzszym stadium zaawansowania choroby nowotworowej, wyzszym odsetkiem
przerzutéw odlegtych oraz wyzszym stopniem ztosliwosci raka nerki w skali Fuhrmana
[75]. Rowniez w przypadku nowotwordw gruczotu piersiowego wykazano, iz silna
ekspresja Ki-67 koreluje z wyzszym stopniem ztosliwosci histologicznej, krétszym
czasem przezycia wolnym od wznowy oraz calkowitym czasem przezycia [76, 78-79].
W grupie pacjentek z odsetkiem ekspresji Ki-67 w komorkach nowotworowych >15%
stwierdzano ponadto istotnie czesciej obecnos$¢ przerzutéw odlegtych [77]. W grupie
pacjentéw z czerniakiem (melanoma) w obrgbie blony §luzowej jamy ustnej wysoki
poziom ekspresji Ki-67 w komorkach nowotworowych zwigzany byl z istotnie
krétszym catkowitym czasem przezycia [80]. Szentkuti 1 wsp. wykazali, iz w grupie
pacjentow z rakami plaskonabtonkowymi okolicy gtowy 1 szyi, wysoka ekspresja Ki-67
zwigzana byla z krotszym catkowitym czasem przezycia oraz czgstszym zajeciem
weztow chlonnych [81]. W przypadku nowotworéw podscieliskowych przewodu
pokarmowego chorzy z wysoka ekspresja omawianego biatka charakteryzowali
si¢ istotnie krotszym czasem przezycia bez wznowy [82]. W grupie chorych
z nowotworami trzustki, z obecnoscig przerzutow odlegtych, wysoki indeks
proliferacyjny (oceniany z wykorzystaniem poziomu ekspresji Ki-67 w komorkach
nowotworowych) wigzat si¢ z istotnie krétszym czasem przezycia wolnym od progresji
w analizowanej grupie pacjentow [83]. Analiza przeprowadzona z wykorzystaniem
materiatu  klinicznego uzyskanego od pacjentow z wczesnym rakiem gruczolu
krokowego wykazata, iz wysoki poziom ekspresji Ki-67 wiaze si¢ z wyzszym stadium
zaawansowania klinicznego, czg¢stszym naciekaniem komodrek nowotworowych
na pecherzyki nasienne oraz poza torebke gruczolu krokowego, a takze wyzszym
stopniem w skali Gleasona. (ang. Gleason Score — GS). Ponadto silna ekspresja Ki-67
wigzata si¢ z istotnie krétszym czasem przezycia wolnym od wznowy oraz krotszym
catkowitym czasem przezycia w analizowanej grupie pacjentow [84]. Z kolei
inna grupa badaczy donosita o przydatnosci oceny poziomu ekspresji Ki-67 w ocenie

prawdopodobienstwa wznowy biochemicznej raka gruczolu krokowego, co miatoby

89



poméc w wyborze odpowiedniej terapii adjuwantowej oraz kwalifikacji pacjentow
do $cistego nadzoru onkologicznego [85-87].

W  odniesieniu do NSCLC wykazano, iz silna ekspresja antygenu Ki-67
w komorkach nowotworowych zwigzana byta z niekorzystnym rokowaniem, krotszym
czasem przezycia wolnego od choroby oraz krotszym czasem przezycia wolnego
od wznowy po zabiegu resekcji guza [88-92]. Podobne rezultaty uzyskano analizujac
grupe pacjentOw pochodzenia azjatyckiego z rozpoznanym NSCLC, jednak istotnym
ograniczeniem dla rzetelnego wyciagni¢cia wnioskéw byta niewielka grupa
analizowanych przypadkéw klinicznych [149]. Dowiedziono réwniez, iz poziom
ekspresji Ki-67 w komorkach nowotworowych NSCLC zwigzany byt z istotnie
wyzszym ryzykiem powstania przerzutow do mozgu [150]. Retrospektywna analiza
z wykorzystaniem danych ponad tysigca pacjentow z NSCLC potwierdzita przydatnos¢
oceny poziomu ekspresji antygenu Ki-67 jako markera prognostycznego,
jednak rownoczesnie podkreslona zostata koniecznos$¢ stosowania odmiennych punktow
odciecia indeksu proliferacyjnego dla réznych typéw NSCLC [93]. Przeprowadzono
dodatkowe analizy, uwzgledniajace sugerowane w powyzszej pracy badawcze]
odmienne punkty odcigcia w analizie krzywej przezycia, jednak uzyskane rezultaty

réwniez nie byly istotne statystycznie.
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8. Silne i slabe strony przeprowadzonych badan.

Niewatpliwie najstabszg strong przeprowadzonych badan jest niezgodno$¢
uzyskanych rezultatow z danymi literaturowymi oraz wynikami uzyskanymi
przez innych badaczy z réznych osrodkow. Wykazanie wzrostu ekspresji testyny
w komorkach nowotworowych NSCLC kontrastuje z prezentowanymi w dyskusji
wynikami innych grup badawczych. W zgodno$ci pozostaje zaobserwowany trend
wskazujacy na zmniejszenie stezenia 7ES mRNA w NSCLC oraz wyniki analizy
poziomu ekspresji pozostatych biatek.

Silng strong wykonanych badan jest potwierdzenie uzyskanych rezultatow
poprzez przeprowadzenie niezaleznej analizy materiatu klinicznego przy pomocy
mikroskopii $wietlnej oraz komputerowej analizy obrazu. Roéwniez wykorzystanie
zréznicowanych metod badawczych, takich jak reakcja immunohistochemiczna, metoda
Western blot, reakcja fancuchowa polimerazy DNA w czasie rzeczywistym,
zastosowanie mikroskopii konfokalnej, wykorzystanie linii komorkowych czy ocena
indeksu apoptotycznego, podnosza wartos¢ niniejszej rozprawy doktorskiej.
Nie bez znaczenia jest rowniez duza grupa badawcza stanowigca tacznie 203 przypadki
NSCLC, wzbogacona o pelne dane kliniczno-patologiczne, w tym o analiz¢ czasu
przezycia. Majagc na uwadze duza wage analizowanego zagadnienia klinicznego,
jakim jest rak ptuca, postanowiono rowniez przeprowadzi¢ szczegdlowq analize tematu,

czego efektem jest obszerna bibliografia zawierajaca liczne pozycje literaturowe.
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9. Whioski.

. Nasilona ekspresja testyny wigze si¢ z wyzszym zaawansowaniem choroby
nowotworowej w grupie pacjentow z NSCLC, zwlaszcza w typie SCC.
Zalezno$ci takiej nie wykazano w odniesieniu do AC.

. Analiza poziomu ekspresji testyny nie znajduje zastosowania w ocenie
rokowania pacjentéw z NSCLC.

. Zmiana nasilenia ekspresji testyny moze mie¢ zwigzek z rozwojem NSCLC.

. Dodatnia korelacja pomigdzy ekspresja testyny oraz surwiwiny i Ki-67 wskazuje
na zmieniong funkcj¢ badanego biatka w NSCLC.

Jadrowa  ekspresja  surwiwiny, w  przeciwienstwie do  ekspresji

cytoplazmatycznej, jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym w NSCLC.
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11. Streszczenie w jezyku polskim.

Nowotwory pluc stanowig najczestsza przyczyne zgonu z powodu chordb
nowotworowych w Polsce niezaleznie od pici. Wsréd przyczyn zachorowania
na nowotwory pluc najwazniejszym 1 najlepiej udowodnionym czynnikiem ryzyka
jest czynne palenie tytoniu. Wsrod pozostalych czynnikéw ryzyka nalezy wymienié
bierne palenie tytoniu, narazenie na substancje szkodliwe (azbest, otow, kadm, arsen,
nikiel), a takze ekspozycje na promieniowanie jonizujace.

W klasyfikacji nowotwordéw pluc wyrdznia si¢ dwa zasadnicze typy rakow ptuc:
rak drobnokomoérkowy (SCLC) oraz raki niedrobnokomoérkowe (NSCLC), w obrebie
ktorych dodatkowo wyodrgbnia si¢ podtypy histologiczne: rak gruczotowy (AC),
rak ptaskonabtonkowy (SCC) i rak wielkokomérkowy (LCC).

Testyna ulega ekspresji w komodrkach wszystkich prawidlowych tkanek
cztowieka. Liczne przeprowadzone dotychczas badania wskazuja na supresorowag
funkcj¢  biatka testyny, zwigzang z wieloma ro6znymi mechanizmami
wewnatrzkomorkowymi. Biatko to lokalizuje si¢ w cytoplazmie komodrkowej,
gdzie za posrednictwem licznych biatek peini role w adhezji komorek do macierzy
pozakomorkowej oraz w oddzialywaniach mig¢dzykomoérkowych, a takze wptywa
na procesy apoptozy. Wykazano obnizony poziom ekspresji testyny w rakach gruczotu
piersiowego, raku jelita grubego, rakach endometrium, rakach nosogardla,
nowotworach glowy i szyi, raku zoladka, ostrej biataczce limfoblastycznej z komorek B
(ALL B-cell) oraz glejakach. W przypadku NSCLC dostepne sg ograniczone dane
uzyskane z wykorzystaniem linii komorkowych, jednak brak jest szczegotowych badan
przeprowadzonych na materiale klinicznym

W analizie postanowiono dodatkowo uwzgledni¢ poziom ekspresji surwiwiny
(jako inhibitora apoptozy), biatka Ki-67 (stuzacego do oceny indeksu proliferacyjnego)
oraz kaspazy-3 (pozwalajgcej na ocene nasilenia procesOw apoptozy).

Celem moich badan byla ocena poziomu ekspresji TES na poziomie biatka
(z zastosowaniem metod immunohistochemicznej oraz Western blot) oraz mRNA
(metoda RT-PCR) w NSCLC, a takze ocena korelacji ekspresji testyny z pozostalymi
badanymi  biatkami  oraz = danymi  kliniczno-patologicznymi  pacjentow.
Do przeprowadzenia analizy statystycznej uzyto oprogramowania Statistica oraz

programu GraphPad Prism 5.0.
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Badania przeprowadzono na materiale stanowigcym 203 przypadki NSCLC (83
przypadki SCC, 120 przypadkow AC) i uzyskanym od pacjentdow operowanych
z powodu NSCLC w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej przy Dolnoslagskim Centrum
Choréb Pluc we Wroctawiu. Do badan wykorzystano rowniez linie komorkowe NSCLC
oraz fibroblastow ludzkich. Materiat kontrolny stanowily prawidlowe tkanki
z marginesu cigcia chirurgicznego.

Z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej wykazano jadrowa ekspresje TES
w NSCLC. Analiza wynikow uzyskanych z  zastosowaniem  metody
immunohistochemicznej wykazata, iz w grupie pacjentéw z NSCLC typu SCC wysoki
poziom ekspresji testyny wigzal si¢ z wieksza $rednicg guza oraz wyzszym stadium
zaawansowania choroby nowotworowej. W grupie pacjentow z NSCLC typu AC,
poza wigksza $rednicg guza, nie wykazano innych zalezno$ci z danymi kliniczno-
patologicznymi. Analiza krzywej przezycia pacjentow z NSCLC, w zaleznosci
od poziomu ekspresji testyny w komoérkach nowotworowych, nie wykazala istotnych
roznic niezaleznie od podtypu histologicznego. Analiza poziomu badanego biatka
z wykorzystaniem metody WB wskazywala na wyzszy poziom testyny w NSCLC
w porownaniu z kontrolg, jednak tylko w odniesieniu do SCC wartos¢ byta istotna
statystycznie. Nie wykazano istotnego zwigzku poziomu 7ES mRNA z danymi
kliniczno-patologicznymi pacjentow.

Jadrowa ekspresja surwiwiny wigzata si¢ z wyzszym stadium zaawansowania
choroby nowotworowej, wigksza S$rednicg guza oraz istotnie czgstszym zajeciem
weztéw chtonnych Ponadto analiza krzywej przezycia wskazywala na gorsze rokowanie
w tej grupie chorych.

Nie zaobserwowano istotnych zaleznosci mi¢dzy nasileniem ekspresji kaspazy-3
oraz biatka Ki-67 w komorkach nowotworowych NSCLC, rowniez analiza krzywe;j
przezycia pacjentow nie wykazata istotnych roznic w zaleznos$ci od poziomu
ich ekspresji.

Uzyskane w niniejszej rozprawie doktorskiej rezultaty sa zaskakujace w $wietle
posiadanych informacji dotyczacych roli testyny jako biatka supresorowego.
Prezentowane dane stoja w opozycji do danych literaturowych i sugeruja, iz funkcja
testyny w NSCLC moze by¢ zupelnie odmienna, a jej wysoki poziom ekspresji moze
by¢ czynnikiem niekorzystnego rokowania i wigza¢ si¢ wyzszym zaawansowaniem
choroby nowotworowej. Dane te jednoznacznie dowodza, iz konieczne sg dalsze

badania dotyczace roli testyny w NSCLC.
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12. Streszczenie w jezyku angielskim.

» L estin expression in non-small cell lung carcinoma”

Lung tumors are the most common cause of death due to cancer in Poland
regardless of gender. Among the causes of lung tumors, active smoking is the most
important and well-established risk factor. Other risk factors include passive smoking,
exposure to harmful substances (asbestos, lead, cadmium, arsenic, nickel), as well
as exposure to ionizing radiation.

There are two main types of lung cancers: small cell lung carcinoma (SCLC)
and non-small cell lung carcinoma (NSCLC), which further includes histological
subtypes such as adenocarcinoma (AC), squamous cell carcinoma (SCC), and large cell
carcinoma (LCC).

Testin (TES) is expressed in cells of all normal human tissues. Numerous studies
conducted so far indicate a suppressor function of TES, associated with many different
intracellular mechanisms. This protein is located in the cytoplasm, where it plays a role
in cell adhesion to the extracellular matrix and in intercellular interactions, as well
as affects apoptosis processes. A decreased level of TES expression has been
demonstrated in breast gland cancer, colorectal cancer, endometrial cancer,
nasopharyngeal cancer, head and neck tumors, stomach cancer, acute B-cell
lymphoblastic leukemia (ALL B-cell) and gliomas. Limited data obtained from cell
lines are available for NSCLC, however, there is a lack of detailed studies conducted
on clinical material.

In addition, the study also considered the expression level of survivin
(as an apoptosis inhibitor), Ki-67 protein (used to assess the proliferation index),
and caspase-3 (allowing the assessment of the intensity of apoptosis processes).

The aim of the study was to evaluate the expression level of TES at the protein
level (using immunohistochemical and Western blot methods) and mRNA (RT-PCR
method) in NSCLC, as well as to assess the correlation of testin expression with other
tested proteins and clinical-pathological data of patients. Statistica software
and GraphPad Prism 5.0 were used for statistical analysis.

The study was conducted on material consisting of 203 cases of NSCLC
(83 cases of SCC, 120 cases of AC) obtained from patients operated on due to NSCLC

in the Chest Surgery Clinic at the Lower Silesian Centre for Pulmonary Diseases
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in Wroctaw. NSCLC cell lines and human fibroblasts were also used for the study.
Normal tissue from the surgical margin was used as control material.

Using confocal microscopy, nuclear expression of 7ES was shown in NSCLC. Analysis
of the results obtained using IHC showed that in the group of patients with SCC-type
NSCLC, a high level of testin expression was associated with a larger tumor diameter
and a higher stage of cancer. In the group of patients with AC-type NSCLC, apart from
a larger tumor diameter, no other clinical-pathological correlations were observed.
Survival curve analysis of NSCLC patients, based on the level of testin expression
in tumor cells, did not show significant differences regardless of the histological
subtype. Analysis of the level of the tested protein using WB method indicated a higher
level of testin in NSCLC compared to the control, but only in relation to SCC was
the value statistically significant. There was no significant correlation between TES
mRNA level and clinical-pathological data of patients.

Nuclear expression of survivin was associated with a higher stage of cancer,
larger tumor diameter, and significantly more frequent lymph node involvement.
Furthermore, survival curve analysis indicated worse prognosis in this group of patients.

There were no significant correlations between the intensity of caspase-3 and
Ki-67 protein expression in NSCLC tumor cells. Additionally, survival curve analysis
did not show significant differences based on their expression levels.

The results obtained in this dissertation are surprising in light of the existing
information on the role of testin as a tumor suppressor protein. The presented data
contradict the literature and suggest that the function of testin in NSCLC may
be completely different, and its high level of expression may be a factor of unfavorable
prognosis and associated with more advanced cancer. These data clearly demonstrate

the need for further studies on the role of testin in NSCLC.
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