L

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byfg CORE

provided by Via Medica Journals

VIA MEDICA PRACA ORYGINALNA

Irena Porgbska', Monika Kosacka', Ewa Wyrodek? Renata Jankowska'

'Klinika Pulmonologii i Nowotworéw Ptuc Akademii Medycznej we Wroctawiu
Kierownik: prof. dr hab. med. R. Jankowska

Katedra Immunologii Klinicznej Akademii Medycznej we Wroctawiu
Kierownik: prof. dr hab. med. A. Hartozinska-Szmyrka

Ekspresja hiatek p53, bel-2 1 nm23 w plaskonabtonkowym raku pluca

Expression of p53, bcl-2 and nm23 proteins in squamous cell lung cancer

Praca sfinansowana z projektu badan wlasnych AM im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu nr 1079 i 378

Abstract
Introduction: The evaluation of lung cancer molecular profiles is an essential element of the therapeutic process in that type
of neoplasm. The analysis of apoptotic and metastasis-linked proteins is an important goal because of the key role of those
processes in carcinogenesis. The aim of this study was to evaluate apoptosis regulatory proteins p53 and bcl-2 and
antimetastatic marker nm23 expression in squamous cell lung cancer, taking into account the clinical and pathological data.
Material and methods: Thirty tissue specimens from patients undergoing therapeutic or diagnostic thoracic surgery were
included in the study. All markers were assessed with immunohistochemistry method on paraffin-embedded tissue.
Results: Nm23 expression was observed less frequently in specimens with cancer cell emboli in blood vessels or lymph nodes
metastasis. In cancers with lymph nodes metastasis, the coexpression of p53 and bcl-2 was found statistically more often than
in lymph nodes negative cases. There was no correlation between p53, bcl-2 and nm23 expression and 2-years survival time.
Conclusions: Our study indicates a marked heterogeneity of p53, bcl-2 and nm23 expression in squamous cell lung cancer
and the potentially unfavorable influence of p53 and bcl-2 coexpression. Less frequent nm23 expression seems to be
connected with morphological signs of metastatic process.
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Streszczenie
Wstep: Poznanie profilu molekularnego raka ptuca jest niezbednym elementem postepu w terapii tej choroby. Szczegdlnie
istotna jest charakterystyka markerdw apoptozy i zjawiska tworzenia przerzutéw ze wzgledu na kluczowa role tych proce-
sow w rozwoju nowotworu. Celem pracy byta ocena ekspresiji biatek: p53 i bcl-2, produktéw gendw regulujacych proces
apoptozy oraz antymetastatycznego biatka nm23 w ptaskonabtonkowym raku ptuca wraz z okresleniem zwigzku badanych
markeréw z podstawowymi parametrami klinicznymi i patologicznymi.
Materiat i metody: Do badan zakwalifikowano 30 preparatéw tkankowych raka ptuca pochodzacych od pacjentéw poddanych
resekcji migzszu ptuca. Oznaczenia badanych biatek wykonano metodg immunohistochemiczng w preparatach parafinowych.
Whyniki: Ekspresja antymetastatycznego biatka nm23 wystepowata rzadziej w przypadkach cechujgcych sie obecnoscig
zatoréw z komoérek raka w naczyniach krwiono$nych oraz przerzutami w weztach chtonnych. W guzach z przerzutami do
weztéw chtonnych znamiennie czg$ciej stwierdzono fenotyp p53+/bcl-2+ niz w przypadkach bez przerzutéw. Ekspresja
badanych biatek nie wykazata zwigzku z przezyciem w dwuletniej obserwacji.
Whioski: Rezultaty badan wskazujg na znaczng heterogennos$¢ ekspresji badanych markeréw w obrebie raka ptaskonabton-
kowego ptuca oraz potencjalnie niekorzystny wptyw koekspresji p53 i bcl-2. W ptaskonabtonkowym raku ptuca zmniejszenie
ekspresji nm23 wykazuje wyrazny zwigzek z morfologicznymi wyktadnikami procesu przerzutowania.

Stowa kluczowe: p53, bcl-2, nm23, immunochistochemia, rak ptuca
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Wstep

Rak ptuca to najczesciej wystepujgcy na Swie-
cie nowotwor ztosliwy. Rokowanie w raku pluca
pozostaje niekorzystne. Zgodnie z danymi epide-
miologicznymi 5-letnie przezycie uzyskuje sie za-
ledwie u 10-15% pacjentéw [1]. Postep onkologii
klinicznej, ktéry znaczaco poprawil rokowanie
w nowotworach o innej lokalizacji narzadowej, nie
przynidst oczekiwanego zwiekszenia skutecznosci
leczenia raka ptuca, dlatego wcigz trwaja wielokie-
runkowe badania dotyczace biologii tego nowotwo-
ru. Szczegblnie wazne jest poznanie molekularne-
go profilu raka ptuca, co wobec postepu biotechno-
logii umozliwi racjonalne wykorzystanie juz istnie-
jacych oraz zaprojektowanie i zastosowanie nowych
metod terapii celowanej odpowiedniej dla raka ptu-
ca. Do realizacji tej koncepcji leczenia jest niezbed-
ne scharakteryzowanie markeréw zwigzanych
z podstawowymi procesami komérki nowotworo-
wej, szczegblnie apoptoza i przerzutowaniem.

Centralna role w regulacji apoptozy pelni su-
presorowy gen p53 nazywany straznikiem integral-
nosci genomu, a mutacje w tym genie stanowia
jedng z najobszerniej opisanych zmian molekular-
nych w nowotworach zlosliwych. Konsekwencja
mutacji jest synteza funkcjonalnie nieprawidlowe-
go biatka p53, co powaznie uposledza zdolnos¢ ko-
moérek do naprawy DNA oraz inicjacji apoptozy
w razie braku naprawy defektu genetycznego [2]. Mi-
tochondrialne biatko bcl-2 jest zaangazowane
w pdzna, sygnalowa faze apoptozy zainicjowanej
przez biatko p53, co stanowi ostatni etap umozli-
wiajacy ochrone przed wykonawcza faza wyroku
$mierci komérki, za ktéra odpowiedzialne sa ka-
spazy [3]. Nadmierna ekspresja onkoproteiny bcl-2
przyczynia sie do powstrzymania zainicjowanego
procesu apoptozy, co ttumaczy proonkogenna
funkcje tego biatka [3]. Zmniejszenie zdolnosci
komorek do programowanej Smierci w reakcji na
czynniki uszkadzajgce, czego konsekwencjg moze
by¢ przetrwanie kloné6w komérek ze zmienionym
kodem genetycznym, jest obecnie uwazane za klu-
czowy element w powstawaniu nowotworéw zlo-
sliwych.

Gen nm23 i jego biatkowy produkt nm23 pet-
nia funkcje ograniczajaca powstawanie przerzu-
téw. Szczegétowy mechanizm antymetastatyczne-
go dziatania nm23 nie jest poznany. Wyniki badan
wskazujg na mozliwo$¢ interakcji biatka nm23
szczegblnie w zakresie kinaz centrosomalnych,
regulacji dziatania GTP-az oraz bezposredniego
dzialania na kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA).
Konsekwencja tych mechanizméw moze byé po-
sredni wplyw na wzbudzenie i zwiekszenie zdol-

nosci do apoptozy oraz zmniejszenie ruchliwosci
komoérek [4].

Rozpowszechnienie wystepowania bialek re-
gulatorowych apoptozy w rakach pluca bylo tema-
tem wielu badan, jednak dane dotyczace wynikéw
reakcji immunohistochemicznych w odniesieniu
do parametréw klinicznych i patologicznych prze-
prowadzone odrebnie dla raka ptaskonablonkowe-
go pluca sg nieliczne [5]. Kontrowersyjna pozostaje
réwniez rola nm23 w raku ptuca, szczegdlnie wo-
bec faktu, ze znaczenie nm23 moze by¢ odmienne
w nowotworach wywodzacych sie z réznych na-
rzadow, a nawet z tego samego narzadu, ale o od-
miennym utkaniu histologicznym [4].

Biorac pod uwage biologiczne znaczenie p53,
bcl-2 i nm23 w powstawaniu i progresji raka ptu-
ca, a szczegblnie niedostatek danych dotyczacych
typu plaskonabtonkowego, za cel pracy przyjeli-
$my probe oceny immunohistochemicznej ekspre-
sji powyzszych biatek w ptaskonabtonkowym raku
pluca w relacji do podstawowych parametréw kli-
nicznych i patologicznych, jak: stopien kliniczne-
go zaawansowania, wielko§é guza, obecno$c¢ prze-
rzutow w wezlach chlonnych oraz zatoréw z ko-
morek nowotworowych w naczyniach krwiono-
$nych. Przeprowadzono ponadto wstepng analize
wplywu obecnosci p53, bcl-2 i nm23 w komérkach
guza na rokowanie. Poréwnano 2-letnie przezycie
z ekspresja kazdego z trzech badanych biatek
z osobna. Nastepnie oceniono przezycie w grupie
chorych z obecna jednoczesng ekspresja bcl-2 1 p53
w odniesieniu do pozostalych chorych.

Materiat i metody

Do badania zakwalifikowano 30 chorych na
plaskonabtonkowego raka pluca hospitalizowa-
nych w Dolnoslaskim Centrum Choréb Pluc we
Wroctawiu. Material tkankowy pobrano w trakcie
zabiegu radykalnej resekcji miazszu ptuca (lobek-
tomia lub pulmonektomia, uzupeiniona o neoadiu-
wantowa chemioterapie lub uzupelniajaca radiote-
rapie w przypadkach przerzutéw do weztéw chton-
nych srédpiersia) lub diagnostycznej torakotomii.
Chorzy w stadium IIIB byli poddani chemioterapii
opartej na cisplatynie wraz z radioterapia, pacjenci
w stadium IV — chemioterapii paliatywnej opartej
na cisplatynie. Rozpoznanie histopatologiczne raka
oparto na kryteriach World Health Organization
(WHO) [6], a stopienn zaawansowania okreslono
wedtug aktualnej klasyfikacji TNM [7]. Charaktery-
styke badanej grupy przedstawiono w tabeli 1.

Ekspresje badanych markeréw molekularnych
w poréwnaniu ze stadium zaawansowania wedtug
klasyfikacji TNM przeprowadzono odrebnie dla
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczna 30 chorych na ptasko-
nabtonkowego raka ptuca

Table 1. Characteristic of 30 patients with squamous cell

lung cancer
Cecha Liczba przypadkéw Odsetek (%)
Feature Number of cases  Percentage
Pte¢/Gender
Mezczyzni/Men 24 80
Kobiety/Women 6 20
Wiek/Age
< 60 rz./year 12 40
> 60 rz./year 18 60
Guz/Tumor
T 6 20
T2 18 60
T3 2 7
T4 4 13
Wezly chtonne/Lymph nodes
NO 13 43
N1 7 23
N2 10 34
Przerzuty odlegte/Metastases
Mo 28 93
M1 2 7
Stadium choroby/Stage
I (AiB) 9 30
I1(AiB) 9 30
A 6 20
nBilv 6 20
Zatory w naczyniach krwiono$nych
Carcinomatous emboli
Nieobecne/Absent 16 53
Obecne/Present 14 47

stadiow I, II i IIIA, stadia IIIB i IV analizowano
facznie ze wzgledu na malg liczbe przypadkow.
Przeprowadzono odrebna analize ekspresji p53,
bcl-2 i nm23 uwzgledniajaca wylacznie ceche N
(NO v/s N1+ N2), wielko$¢ guza — cecha T1 v/s T2
(wytaczono przypadki T3 i T4 ze wzgledu na mata
liczebno$¢ grup). Uwzgledniajac doniesienia
o nowych histologicznych czynnikach rokowni-
czych [8], przeanalizowano wystepowanie bada-
nych bialek w odniesieniu do obecnosci zatoréw
w naczyniach krwionoénych guza. Oceniano czas
przezycia chorych w czasie 2-letniej obserwacji.
Badania immunohistochemiczne wykonano
na materiale utrwalonym w parafinie metodg ABC
(awidyna/biotyna) z uzyciem przeciwciat monoklo-
nalnych dla p53 i bcl-2 (odpowiednio klon DO7
ibcl-2/100/D5, oba z firmy Novocastra Laboratories
Ltd, UK) i streptawidyna/peroksydaza z uzyciem
poliklonalnego anty-nm23 (Polyclonal Rabbit Anti
Human nm23 Protein DAKO A 0096). Preparaty
o grubosci 5 um odparafinowywano w ksylenie, na-

stepnie poddawano dziataniu serii alkoholi o ma-
lejacym stezeniu i przeplukiwano woda destylo-
wang. W nastepnym etapie wykonano procedure
odstoniecia antygenu p53 i bcl-2 w kuchence mi-
krofalowej (800 W, 2 X 15 min) z uzyciem buforu
cytrynianowego (pH 6,0), a biatka nm23 — w tazni
wodnej (96°C, 30 min). Nastepnie blokowano ak-
tywnos¢ endogennej peroksydazy w celu immuno-
barwienia p53 i bcl-2 kwasem nadjodowym
(2,28%, 30 s) oraz borowodorkiem sodu (0,02%,
2 min), a dla nm23 — nadtlenkiem wodoru (3%,
10 min). Dalsze procedury wykonano zgodnie z in-
strukcja podang przez producenta. Preparaty inku-
bowano z przeciwcialem pierwotnym w tempera-
turze pokojowej (p53 i bcl-2 — 30 min, nm23 —
60 min), a wizualizacji reakcji dokonano z uzyciem
3-3’-dwuaminobenzydyny (DAB) i podbarwieniu
preparatow hematoksyling. Kontrole negatywna
stanowila procedura z pominieciem pierwotnego
przeciwciata. Efekt reakcji immunohistochemicz-
nej oceniano w mikroskopie §wietlnym. Jako p53
dodatnig uznano jadrowa akumulacje w co naj-
mniej 10% komorek, ekspresje biatka bcl-2 i nm23
oceniono pozytywnie w przypadku reakcji cytopla-
zmatycznej obejmujacej co najmniej 20% komorek.

Wyniki pracy opracowano statystycznie z uzy-
ciem CSS Statistica for Windows (v. 5,0, Sta-Soft
Inc. Tulusa OK). Zalezno$ci miedzy badanymi
parametrami analizowano z uzyciem testu y* uzu-
pelnionym w niezbednych przypadkach o popraw-
ke Yatesa. Réznice miedzy prébkami uwazano za
znaczace dla p < 0,05. Krzywe przezycia wykre-
$lono wedlug metody Kaplana-Meiera.

Wyniki

Ekspresja p53, bcl-2 i nm23 w raku
plaskonablonkowym

Obecnos¢ biatka p53 stwierdzono w obrebie
jader komérkowych w przypadku 20 (66%) rakéw
plaskonablonkowych. W zadnym z analizowanych
preparatéw nie stwierdzono podbarwienia cytopla-
zmy komérek. Zwracata jednak uwage wyrazna
heterogennos¢ reakcji barwnej zaréwno w zakre-
sie odsetka dodatnich komérek (od 10 do 100%),
jak i intensywnos$ci odczynu, cho¢ przewazaty
przypadki o wysokim (> 50%) odsetku dodatnich
komérek.

Ekspresje bialka bcl-2 wykazano w 17 (57%)
przypadkach. Biatko bcl-2 wykryto w obrebie cy-
toplazmy, a odsetek dodatnich komérek — podob-
nie jak dla p53 — wykazywal duza zmiennos$é
i miescil sie w przedziale od 20 do 100%. W wiek-
szoéci analizowanych preparatéw stwierdzano
dodatkowo obecnosé bel-2 dodatnich limfocytow,

www.pneumonologia.viamedica.pl 133



Pneumonologia i Alergologia Polska 2009, tom 77, nr 2, strony 131-137

co zakwalifikowano jako kontrole dodatnig testu
immunohistochemicznego.

Ekspresje nm23 wykryto w cytoplazmie komé-
rek w 22 (73%) przypadkach raka i podobnie do
immunoreaktywnosci regulatoréw apoptozy
stwierdzono znaczne zr6znicowanie reakcji barw-
nej. Odrebnie przeanalizowano czesto$¢ wystepo-
wania niekorzystnej koekspresji, w ktérej niepra-
widlowemu biatku p53 towarzyszy jednoczesna
ekspresja bcl-2 (p53+/bcl-2+4) — tak scharaktery-
zowany fenotyp guza stwierdzono u 12 (38%) pa-
cjentéw.

Poréwnanie ekspresji p53, bcl-2 i nm23
z parametrami kliniczno-patologicznymi

W komorkach guzéw, ktérym towarzyszyly za-
tory z komérek nowotworowych w naczyniach
krwionosnych, statystycznie istotnie rzadziej wykry-
wano ekspresje nm23 w poréwnaniu z rakami nie-
wykazujacymi tej cechy (54 vs. 88%, p = 0,034). Tego
typu zalezno$ci nie wykryto dla p53 i bcl-2.

Na rycinie 1 przedstawiono ekspresje bada-
nych markeréw w zaleznosci od stanu wezléw
chtonnych. W grupie rakow z obecnoscia przerzu-
tow w weztach chtonnych (N+) w poréwnaniu
z grupa rakow bez przerzutéow (NO) guzy pierwotne
znamiennie czesSciej cechowaly sie jednoczesna
obecnoscia bialek p53 i bcl-2 (fenotyp p53+/bcl-2+,
odpowiednio 53 vs. 15%, p = 0,042). Analiza po-
jedynczych markeréw wskazata na niemal dwu-
krotnie wyzszy odsetek bcl-2 dodatnich przypad-
kéw w grupie N+ anizeli NO i r6znica ta zblizata
sie do poziomu istotnosci statystycznej (odpowied-
nio 65 i 38%, p = 0,078). Natomiast w przypad-
kach raka z obecnos$cia przerzutéw w weztach

(%)
OO+ttt

Odsetek dodatnich przypadkdw
Percentage of positive cases

p53 bcl-2 nm23
ENO WN+

p53+/bcl-2+

Rycina 1. Odsetek p53, bcl-2 i nm23 dodatnich przypadkéw
w zalezno$ci od cechy N raka ptaskonabtonkowego piuca

Figure 1. Percentage of p53, bcl-2 and nm23 positive cases
in relation to N status of squamous cell lung cancer

chtonnych biatko nm23 wykrywano wyraznie,
cho¢ nieznamiennie statystycznie rzadziej niz
u chorych bez przerzutéw (65 vs. 84%, p = 0,05).
Ekspresja biatka p53 byla poré6wnywalna w grupie
N+ i NO (odpowiednio 61 i 71%; ryc. 1).

Nie wykazano korelacji ekspresji p53, bcl-2
inm23 oraz fenotypu p53+/bcl-2+ z cecha T1 lub
T2. Nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji
pojedynczych markeréw w zaleznosci od stopnia
zaawansowania w klasyfikacji TNM, z wyjatkiem
biatka bcl-2, ktérego obecnosé¢ wykrywano cze-
$ciej w rakach o stopniach zawansowania III i IV
w poréwnaniu ze stadiami I i IT (odpowiednio 33%
dla stadium I, 44% — dla II, 100% — dla IITA
i 60% — dla IIIB i IV), jednak obserwowane réz-
nice nie byly istotne statystycznie. W badanej gru-
pie 2 lata przezylo 16 chorych (7 w stadium I,
5 wll, 2 wlIIA i 2 w grupie IIIB i IV), co stanowi
53%. W zadnym z analizowanych przypadkéw nie
stwierdzono zwiazku ekspresji p53, bcl-2 i nm23
Z przezyciem (ryc. 2).

Omadwienie

Patologiczne biatko p53 ma wydtuzony okres
pottrwania, wskutek czego ulega akumulacji w ja-
drze komoérki i moze by¢ wykrywalne metodami
immunohistochemicznymi, a tak scharakteryzowa-
na immunoreaktywnos$¢ z komercjalnie dostepny-
mi przeciwcialami wykazuje wysoka zgodnos¢
z obecno$cia mutacji typu zmiany sensu (missense
mutation) w genie p53 [9]. Wyniki naszych badan
wskazujgce na wysoki, bo wynoszgcy 66% odse-
tek p53 dodatnich rakéw ptaskonabtonkowych sa
zgodne z obserwacjami innych autoréw [10, 11].
Co wiecej, wydaje sie, ze w tym typie histologicz-
nym raka ptuca ekspresja biatka p53 wystepuje
czeSciej niz w calej grupie niedrobnokomérkowe-
go raka ptuca (NDRP) oraz gruczolakorakach [11-
—13]. Znaczenie tego faktu pozostaje niejasne, nie
mozna wykluczy¢, ze patologiczne biatko p53 pel-
ni szczegblnie istotng role w powstawaniu raka
plaskonabtonkowego, bedac molekularnym wy-
ktadnikiem karcinogennego dziatania dymu tyto-
niowego. Udowodniono bowiem, Ze benzopiren
obecny w dymie tytoniowym tworzy selektywne
addukty genu p53, implikujac powstanie i utrwa-
lenie na przykitad mutacji punktowej TG [14].
Nieco wieksze rozbieznosci stwierdzono w odnie-
sieniu do biatka bcl-2. Wiekszos¢ autorow wska-
zuje na nizszy odsetek bcl-2 dodatnich NDRP w po-
réwnaniu z naszymi danymi, ale niewiele publi-
kacji dotyczy odrebnie raka ptaskonablonkowego.
Zblizona czesto$¢ wystepowania bcl-2 w tym ty-
pie nowotworu wykryli Yaren i wsp. [15]. Zaob-
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Rycina 2. Skumulowana proporcja przezywajgcych wg Kaplana-Meiera, uwzgledniajgca ekspresje biatek: nm23 (A), bcl-2 (B), p53 (C)

i koekspresje p53 oraz bcl-2 (D)

Figure 2. Cumulative Kaplan-Meier proportion of survival according to nm23 (A), bcl-2 (B), p53 (C) proteins expression and coexpression of

p53 and bcl-2 (D)

serwowany przez nas wysoki odsetek bcl-2 dodat-
nich guzéw moze Swiadczy¢ o znaczacym udziale
tego biatka w powstaniu raka ptaskonabtonkowe-
go. Zatory z komorek raka, powstajace w wyniku
przenikania komoérek guza do naczyn krwionos-
nych, sg morfologicznym wyktadnikiem jednej
z najwazniejszych cech nowotworu ztoéliwego —
zdolnos$ci do tworzenia przerzutéw odlegtych.
Zgodnie z ostatnio opublikowanymi danymi wy-
krycie inwazji naczyn krwionoénych réznicuje
pacjentéw w obrebie dotad istniejgcych stadiéw
TNM i moze stanowi¢ dodatkowy czynnik rokow-
niczy [8]. Negatywny zwiazek miedzy ekspresja
nm23 i obecnoscig zatoréw z komérek raka w naczy-
niach krwionoénych wynikajacy z naszych badan,
moze potwierdza¢ hamujgca role tej proteiny w two-
rzeniu przerzutéw. Znaczenie nm23 w procesie prze-
rzutowania podkreslaja inni autorzy, szczegélnie
cenne sg obserwacje Ohta i wsp. [16] wskazujace, ze
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utrata ekspresji nm23 moze by¢ czynnikiem predyk-
cyjnym mikroprzerzutéw w NDRP.

W dostepnej literaturze istnieje wiele publi-
kacji analizujacych zwigzek p53, bcl-2 i nm23
z parametrami TNM NDRP, podczas gdy zaledwie
pojedyncze prace analizuja ten zwigzek odrebnie
dla podtypu plaskonabtonkowego. W naszej pra-
cy nie stwierdziliSmy zwiazku ekspresji biatka p53
z cecha N, co potwierdzajg obserwacje innych au-
torow zar6wno w odniesieniu do catej grupy NDRP
[13, 17], jak i raka ptaskonabtonkowego [5]. Rela-
cje immunorektywnosci biatka bcl-2 z cechg N
pozostaja niejasne. Przewaza poglad o braku zalez-
no$ci badZ negatywnej korelacji ekspresji proteiny
bcl-2 z obecnoscia przerzutéow raka pluca do we-
zléw chtonnych [13, 15], a jedynie nieliczni auto-
rzy wskazujg na dodatnig korelacje ekspres;ji tej on-
koproteiny z obecnoécia przerzutéw NDRP do we-
zléw chtonnych [18]. Niestety, w wyzej cytowa-
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nych publikacjach autorzy badajgcy zwigzek bcl-2
z cechami TNM raka ptuca nie przedstawiali od-
rebnej analizy dla podtyp6éw histologicznych
NDRP.

Wykryty przez nas znaczaco wyzszy odsetek
fenotypu p53+/bcl-2+ w grupie guzéw z przerzu-
tami w weztach chtonnych sugeruje, Ze wzmozo-
na ekspresja biatka bcl-2 przy jednoczesnym za-
hamowaniu proapoptotyczej roli p53 moze charak-
teryzowac¢ komorki o szczegélnie duzej zdolnosci
do rozprzestrzeniania w organizmie. Zmniejszenie
zdolnosci do apoptozy zwieksza mozliwosé prze-
zycia komoérek w warunkach potencjalnego nara-
zenia na czynniki uszkadzajace w zloZzonym pro-
cesie tworzenia przerzutéow.

Brak istotnego wptywu ekspresji p53 i bcl-2 na
ceche T w NDRP potwierdzaja inni autorzy, przy czym
szczegblnie cenne sa dane Piyathilake i wsp. [5],
ktorzy przedstawili wyniki dotyczace biatka p53
w raku ptaskonabtonkowym. W cytowanej pracy
opisano, podobnie jak w naszej analizie, ze w gru-
pie chorych przewazaly przypadki NDRP o wcze-
snym stopniu zaawansowania z cecha T1 lub T2,
co wplywa na fakt, ze ocena zmniejszenia zdolno-
$ci do apoptozy na ceche T pozostaje trudna do wy-
jasnienia.

Zwigzek ekspresji biatka nm23 z zaawansowa-
niem choroby nowotworowej budzi wiele watpli-
wosci zaré6wno w calej grupie NDRP, jak i w po-
szczegblnych typach histologicznych. W odnie-
sieniu do raka plaskonablonkowego Bosnar i wsp.
nie wykazali zwigzku bialka nm23 z wielkoscia
guza ani ze stopniem zaawansowania [19], a Lai
i wsp. stwierdzili, Zze wyzsza ekspresja nm23 wyste-
puje u chorych bez przerzutéw do weztéw chlon-
nych $rédpiersia [20]. Ponadto wiele doniesien
wskazuje na korzystny wplyw potaczenia dwéch
lub wiecej oznaczen na wytonienie grupy chorych
obciazonych szczegblnie duzym ryzykiem rozsie-
wu choroby nowotworowej. Chen i wsp. stwierdzi-
li, Ze mniejsza ekspresja proteiny nm23 i kadhery-
ny E koreluje z wyzszym stadium zaawansowania
i obecnos$cia przerzutéw do weztéw chtonnych
[21]. Do bardzo podobnych wnioskéw doszli rok
wcze$niej Kogan i wsp. [22].

Ocena rokowania w raku ptaskonabtonkowym
opiera sie przede wszystkim na klasyfikacji TNM,
podczas gdy rola marker6w molekularnych pozo-
staje niewyja$niona. Doniosta rola opornosci na
apoptoze w procesie transformacji nowotworowej
implikuje potencjalnie negatywny wpltyw ekspre-
sji p53 i bcl-2 na czas przezycia. W naszym mate-
riale nie potwierdziliémy negatywnego wplywu
ekspresji p53 i bcl-2 na czas przezycia chorych na
plaskonabtonkowego raka ptuca. Obszerna meta-

analiza dokonana przez Mitsuami i wsp. potwier-
dza brak wplywu nieprawidtowosci w zakresie
genu i biatka p53 na rokowanie w ptaskonabtonko-
wym raku pluca, ale jednoczesnie autorzy wykazali
tego typu negatywne znaczenie rokownicze w odnie-
sieniu do gruczolakoraka ptuca. Wskazuje to na fakt,
ze znaczenie biatek regulatorowych apoptozy moze
by¢ odmienne w réznych histologicznie rakach ptu-
ca [9]. Rokownicza warto$¢ biatka bcl-2 w raku ptuca
pozostaje bardzo niejasna. Pomimo hamujacego dzia-
tania biatka bcl-2 na proces apoptozy, przewaza opi-
nia o braku oddziatywania lub pozytywnym wpty-
wie obecnosci tej proteiny na rokowanie w raku ptu-
ca [23] i ten poglad jest zgodny z naszymi wynikami.

Zwiagzek ekspresji biatka nm23 z rokowaniem
w raku pluca pozostaje dyskusyjny. Wiekszos¢
prac opiera si¢ na badaniach chorych na NDRP, bez
podzialu na raka plaskonablonkowego i gruczola-
koraka. Cze$¢ badaczy wskazuje na odwrotna ko-
relacje miedzy stopniem ekspresji biatka nm23
a rokowaniem [24], jednak inni autorzy podaja
w watpliwo$¢ te zalezno$c¢ [25]. Nadzieje budzi jed-
noczesne oznaczenie ekspresji proteiny nm23
i innych markeréw biatkowych. Hsu i wsp. wyka-
zali, ze u chorych na raka ptuca zdecydowanie
dtuzsze przezycie obserwuje sie w grupie, w kto6-
rej wspolistnieje ekspresja nm23 z brakiem ekspre-
sji FAK (focal adhesion kinase) w komérkach guza
[26]. Stosunkowo nieliczne doniesienia wskazuja
raczej na brak zwiazku ekspresji bialka nm23
z rokowaniem w raku ptaskonabtonkowym [19], co
potwierdzajg nasze obserwacje.

Wydaje sie, ze zwiazek immunohistochemicz-
nej oceny ekspresji p53, bcl-2 i nm23 z cechami
TNM oraz rokowaniem w ptaskonabltonkowym
raku pluca jest obecnie daleki od wyjasnienia.
W badaniach nabtonka oskrzelowego wykazujacego
zmiany przednowotworowe wykazano czesta nad-
ekspresje biatka bcl-2, co wiecej, nawet w nabton-
ku bez zmian dysplastycznych komérki warstwy
podstawnej wykazywaly ekspresje bcl-2 [27, 28].
Fakty te wskazuja na to, ze ujawnienie sie wykry-
walnej immunohistochemicznie obecno$ci bcl-2
wystepuje wczesnie w karcinogenezie raka pluca,
w tym szczeg6lnie ptaskonablonkowego. Interesu-
jaca hipoteze dotyczgca tego faktu przedstawili
Ohmura i wsp., wskazujac, ze nadekspresja bcl-2
pojawia sie na skutek narazenia na czynniki uszka-
dzajace jako bezposrednia konsekwencja niestabil-
nosci genetycznej powodowanej przez te czynni-
ki, przy jednoczesnej aktywacji mechanizméw
przywracajacych stabilnosé¢, na przyklad aktywa-
cji telomeraz [13]. Takze pojawienie sie nieprawi-
dtowego biatka p53 opisywano w zmianach po-
przedzajacych powstanie raka ptaskonablonkowe-
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go [5]. W zwiazku z powyzszym wydaje sie, ze
wczesne pojawienie sie nadekspresji bcl-2 i obec-
no$¢ nieprawidtowego biatka p53 ma znaczenie
przede wszystkim dla promocji procesu nowotwo-
rowego, a mniejsza role odgrywa w progresji, co
dodatkowo ttumaczy tak duze rozbieznosci w oce-
nie wplywu tych markeré6w na rokowanie. Subiek-
tywno$¢ oceny wyniku reakcji immunohistoche-
micznej oraz niepelna reprezentacja wszystkich
stadi6w zaawansowania w grupach badanych,
w tym szczeg6lnie matly udzial przypadkow o wy-
sokim stopniu zaawansowania, stanowig dodatko-
we aspekty utrudniajgce interpretacje ekspresji
markeréw molekularnych.

Whioski

Na podstawie osiagnietych wynikéw badan
wykazano zwiazek jednoczesnej obecnosci biatka
p53ibcl-2 w guzie pierwotnym z obecnoscia prze-
rzutéw do wezléw chtonnych. Stwierdzono ponad-
to, ze brak obecno$ci proteiny nm23 w guzie pier-
wotnym koreluje z istnieniem przerzutéw w we-
zlach chlonnych oraz zatoréw z komérek raka
w naczyniach krwiono$nych, co moze stanowi¢ po-
twierdzenie hamujacego wplywu tego biatka na
tworzenie przerzutow w odniesieniu do ptaskona-
blonkowego raka ptuca. Obiecujace wyniki niniej-
szej analizy implikujq potrzebe dalszych pogtebio-
nych badan nad wyodrebnieniem dodatkowych
czynnikéw molekularnych charakteryzujacych guz
pierwotny, majacych potencjalny wplyw na jego
biologiczne cechy. Moze to by¢ pomocne w przy-
szlosci w projektowaniu indywidualnych schema-
tow terapeutycznych w celu podniesienia efektyw-
nosci leczenia raka ptuca.
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