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Rokownicze znaczenie wystepowania biatka mdm2
w niedrobnokomoérkowym raku pluca

Dorota Dworakowskal, Ewa Jassem?2, Klaus Hermann Wiedorn3,
Rafat Dziadziuszko#, Carsten Boltze>, Andrzej Karmolifiski®,
Jan Skokowski’7, Alexander Bosse3, Jacek Jassem#

Cel pracy. W pracy oceniono rokownicze znaczenie wystepowania biatka mdm?2 (w powigzaniu z poprzednio okreslong
ekspresjq biatka p53) u chorych na niedrobnokomorkowego raka ptuca (NDKRP).

Material i metody: Badana grupa obejmowata 123 chorych na NDKRP poddanych doszczetnej resekcji migzszu
plucnego. Ekspresja biatka mdm?2 zostala oceniona immunohistochemicznie, z wykorzystaniem przeciwciala monoklonalnego
(klon IF2, Oncogene Science).

Wyniki. Obecnosc¢ biatka mdm?2 stwierdzono w 40 przypadkach (33%), natomiast wspolwystepowanie biatka mdm?2
z biatkiem p53 - w 19 (15%). Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy obecnoscig biatka mdm?2 a cechami klinicznymi chorych,
Jak rowniez wplywu ekspresji biatka mdm?2 (rozpatrywanego pojedynczo oraz lgcznie z biatkiem p53) na czas do nawrotu
choroby oraz na czas catkowitego przezycia. W analizie jedno- i wieloczynnikowej stopieri zaawansowania klinicznego
nowotworu oraz stopien jego zréznicowania byly niezaleznymi czynnikami rokowniczymi.

Whnioski. Wyniki badania sugerujg brak rokowniczego znaczenia ekspresji biatka mdm?2 u chorych leczonych operacyjnie
z powodu NDKRP.

Stowa kluczowe: mdm?2, niedrobnokomdrkowy rak ptuca, rokowanie

Wprowadzenie Jedna z najdoktadniej zbadanych zmian genetycz-
nych w NDKRP sg zaburzenia genu P53. Gen ten, okre-
Slany jako ,straznik genomu”, jest zlokalizowany w re-
gionie 17p13 i koduje fosfoproteing jadrowa o masie 53

kDa (393 aminokwasy). Gen P53 uczestniczy w kontroli

Pomimo znacznego rozwoju metod terapeutycznych, ro-
kowanie w niedrobnokomdrkowym raku piuca (NDKRP)
pozostaje niezadowalajace [1]. Uwaza sie, ze lepsze zrozu-

mienie biologii raka ptuca, a w szczegdlnoSci zaburzef
molekularnych wystepujacych w tym nowotworze, moze
w przyszioSci zwigkszy¢ skutecznos¢ leczenia.
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cyklu komorkowego, naprawie nici DNA, réznicowaniu
komorek, starzeniu si¢, angiogenezie, a w szczegdlnosci
w apoptozie. Produkt biatkowy genu P53 powoduje zatrzy-
manie cyklu komoérkowego w odpowiedzi na uszkodzenie
DNA poprzez indukowanie ekspresji GADDA45,
p21WAFI/CIPL PCNA i mdm?2 [2]. Poza mutacjami czyn-
no$¢ tego genu moga zaburza¢ inne mechanizmy, m.in.
zmiany lokalizacji subkomdrkowej p53, taczenie bialka
p53 z biatkami wirusowymi lub wigzanie biatka p53 z on-
koproteing komérkowa mdm?2 [2, 3].

Gen MDM2/HDM?2 (mouse/human double minute)
to zachowany w procesie ewolucji onkogen zlokalizowany
w regionie 12q13-14. Po raz pierwszy zostal on ziden-
tyfikowany w nowotworowej linii komorek mysich
Balb/c okreslanej jako 3T3DM, w ktérej MDM?2 ulegato
amplifikacji i nadmiernej ekspresji [4]. Aktywno$¢ on-
kogenetyczna MDM?2 wynika z nadmiernej ekspresji
biatka mdm?2, ktéra moze zachodzi¢ w trzech mechani-
zmach: amplifikacji genu MDM?2, nasilonej transkrypcji
MDM2mRNA lub nasilonej translacji biatka mdm?2.
Obecnie niewiele wiadomo na temat fizjologicznej roli
MDM?2 [5].
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Produkt biatkowy MDM?2 jest onkoproteing o ma-
sie 90 kDa, fizycznie zwigzana z p53 i hamujaca czyn-
noS$¢ wrp53. W fibroblastach mysich wykazano, ze nad-
mierna ekspresja bialka mdm2 moze si¢ wigzac z transfor-
macja nowotworowa [3]. Biatka mdm?2 i p53 tworza
autoregulacyjng petle sprzezenia zwrotnego, w ktorej p53
zwicksza stezenie mdm?2, natomiast mdm2 hamuje eks-
presje i aktywnos¢ pS3 [3, 6, 7]. Mdm2 odgrywa istotng ro-
le nie tylko w jadrze (tworzac kompleks z wt lub mtp53)
[3, 5], lecz takze poprzez dziatania miedzykomorkowe

[8].

Rokownicze znaczenie ekspresji biatka mdm?2 u cho-
rych na NDKRP leczonych operacyjnie pozostaje nieja-
sne, zwlaszcza w powigzaniu z wystepowaniem biatka p53.
Higashiyama i wsp. [9] sugerowali, ze nadmierna ekspre-
sja biatka mdm?2 skojarzona z brakiem ekspres;ji biatka
p53 — paradoksalnie wigzala si¢ z lepszym rokowaniem.
Jednak w innych badaniach obecnos¢ biatka mdm?2 zwia-
zana byla z przerzutami do weztéw chtonnych [10] lub
nie miata wplywu na przezycie [11]. Ze wzgledu na to,
ze wartoS¢ rokownicza ekspresji biatka mdm2 stanowi
wciaz przedmiot kontrowersji, postanowiliSmy ocenic t¢
kwesti¢ u chorych na NDKRP poddanych resekcji migz-
szu plucnego.

Material i metody

Badana grupa sktadata si¢ ze 123 chorych na NDKRP, u ktorych
w latach 1994-1998 wykonywano doszczg¢tna resekcje miazszu
plucnego w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej Akademii Me-
dycznej w Gdansku. Probki guzéw utrwalane byly w formalinie
a nastepnie zatapiane w parafinie. Trzech niezaleznych patolo-
gow (A.K., KH.W. i C.B.), na podstawie wycinkow barwionych
hematoksylina-eozyna, ocenialo typ i stopien zréznicowania no-
wotworu. Stopien zaawansowania choroby (pTNM) okreslano po
badaniu patologicznym guza pierwotnego i regionalnych we-
ztow chionnych.

Ekspresje¢ bialek mdm?2 [12] i p53 [13] oceniano immunohi-
stochemicznie przy uzyciu metod opisanych w poprzednich pra-
cach naszego zespolu. Stosowano przeciwciala monoklonalne:
klon IF2 — przeciwko mdm2 i Pab 1801 — przeciwko p53 firmy
Oncogene Science. Preparaty wybarwione metodami immunohi-
stochemicznymi oceniane byly przez dwoch niezaleznych obser-
watorow (K.H.W. i C.B.). Obecno$¢ biatka mdm?2 w jadrach ko-
morkowych, niezaleznie od jej nasilenia, uznawana byla za wynik
dodatni (=1%). Baza danych obejmowata nastepujace cechy:
wiek i ple¢ chorych, palenie tytoniu, typ histologiczny i stopien
zrdznicowania guza, stopiefi zaawansowania nowotworu w skali
pTNM, date zabiegu operacyjnego, leczenie uzupetniajace, date
i lokalizacj¢ nawrotu choroby, informacje o przezyciu obejmuja-
ca ostatnia obserwacje lub date zgonu, a takze ekspresje biatek
mdm?2 i p53.

Statystyka

Zwiazek pomiedzy ekspresja mdm?2 i pS3 a cechami klinicznymi
oceniono za pomocg testow chi? i Fishera. Czas przezycia do
nawrotu choroby (disease-free survival — DFS) obliczano od dnia
zabiegu operacyjnego do dnia stwierdzenia nawrotu lub do dnia
zgonu, w zaleznosci od tego, ktore z tych zdarzen wystapito
wezesniej. Catkowity czas przezycia (overall survival — OS) obli-
czano od dnia zabiegu operacyjnego do dnia ostatniej obserwa-
cji lub dnia zgonu. Analiza przezycia objeto wszystkich zmar-
tych chorych, niezaleznie od przyczyny zgonu. Krzywe przezycia

sporzadzano przy uzyciu metody Kaplana—Meiera i poréwny-
wano za pomoca testu log-rank. Analiz¢ wieloczynnikowa prze-
prowadzono przy uzyciu modelu regresji Coxa, przy czym za
znamienne uwazane byly wartoSci p ponizej 0,05.

Wyniki

Ekspresje biatka mdm2 w jadrze wykryto w 40 probkach
(33%). Wspolwystepowanie biatek mdm?2 i p53 wykryto
w 19 przypadkach (15%). Nie zaobserwowano zaleznosci
pomiedzy ekspresja bialek mdm?2 i p53, niezaleznie od
przyjetego punktu odcigcia.

W analizie chi? nie stwierdzono zaleznoSci pomig-
dzy ekspresja biatka mdm?2 (analizowana pojedynczo lub
facznie z p53) a cechami klinicznymi obejmujacymi wiek
i pte¢ chorych, stopiefi zaawansowania klinicznego no-
wotworu, typ histologiczny oraz stopief zréznicowania
guza (Tab. I). Poniewaz tylko 6 chorych (5%) w bada-
nej grupie nigdy nie palilo papieroséw, nie oceniono za-
leznosci pomiedzy ekspresja biatka mdm?2 i nalogiem pa-
lenia tytoniu.

Tab. 1. Zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem biatka mdm2
a cechami klinicznymi chorych (test chi2)

Cecha mdm2 (-) mdm2(+) p

Wiek
>60 lat 41 15 0.29
=60 lat 42 25

Plec¢
kobiety 20 11 0.85
mezczyzni 63 29

Stopien zaawansowania

klinicznego
I 39 17 0.77
11 6 5
IIIA 35 16
IIIB + IV 3 2

Posta¢ histologiczna raka
plaskonablonkowy 41 23 0.48
gruczolakorak 24 3
wielkokomorkowy 10 2
gruczolowo-ptaskonablonkowy 8 2

Stopien zroznicowania raka
Gl 13 7 0.86
G2 50 22
G3 20 11

pS3
(-) 39 21 0.70
(+) 44 19

Do chwili przeprowadzenia niniejszej analizy (czer-
wiec 2005 r.) u 29 chorych (24%) nie stwierdzono na-
wrotu choroby. Mediana DFS dla calej grupy wynosifa
28 miesiecy, a prawdopodobienstwo rocznego i pigciolet-
niego DFS - odpowiednio 61% i 31%. Mediana DFS
wsrdd pacjentdw z ekspresja i bez ekspresji biatka mdm2
wynosila odpowiednio 12 i 31 miesigcy, a prawdopo-
dobiefistwo pigcioletniego DFS — odpowiednio 25%
i 35% (p=0,22). Nie zaobserwowano rdéznic pod wzgle-
dem DFS pomiedzy czterema mozliwymi fenotypami
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Tab. II. Wplyw obecnosci bialka mdm?2 i p53 na czas do nawrotu choroby oraz na calkowity czas przezycia

Podgrupy chorych Liczba (%) Czas do nawrotu choroby Catkowity czas przezycia
P WR p WR
(95% ZU) (95% ZU)

mdm2-/p53- 39 (32%)

vs pozostali 0,72 1,08 (0,64-1,52) 0,67 1,10 (0,66-1,54)
mdm2-/p53+ 44 (36%)

vs pozostali 0,14 0,72 (0,29-1,15) 0,09 0,69 (0,24-1,12)
mdm?2+/p53- 21 (17%)

vs pozostali 0,37 1,27 (0,75-1,79) 0,28 1,34 (0,83-1,86)
mdm2+/p53+ 19 (15%)

vs pozostali 0,52 1,20 (0,66-1,76) 0,51 1,20 (0,65-1,76)

WR - wspdlczynnik ryzyka, 95% ZU — zakres ufnosci

Tab. I11. Analiza wieloczynnikowa obejmujaca wplyw analizowanych cech
na czas do nawrotu oraz na calkowity czas przezycia

Cecha Czas do nawrotu choroby Catkowity czas przezycia

p WR (95% ZU) p WR (95% ZU)
Pteé 0,77 0,94 (0,53-1,35) 0,93 0,98 (0,57-1,39)
Wiek 0,07 1,40 (1,03-1,76) 0,06 1,50 (1,12-1,87)
Posta¢ histologiczna raka 0,42 1,06 (0,92-1,21) 0,50 1,05 (0,90-1,20)
Stopief zaawansowania
klinicznego <0,001 1,52 (1,36-1,69) <0,001 1,58 (1,40-1,74)
Stopien zroznicowania raka 0,01 1,47 (1,17-1,77) 0,003 1,60 (1,30-1,92)
Ekspresja biatka mdm?2 0,56 0,84 (0,51-1,27) 0,75 0,94 (0,56-1,32)
Ekspresja biatka p53 0,64 0,92 (0,58-1,27) 0,67 0,93 (0,58-1,28)

WR - wspolczynnik ryzyka, 95% ZU — 95% zakres ufnosci

mdm?2/p53 (mdm2-/p53-, mdm2-/p53+, mdm2+/p53-,
mdm?2+/p53+) (Tab. II).

W chwili wykonywania analizy, przy medianie czasu
obserwacji wynoszacej 71 miesiecy (zakres od 52 do 113),
zyto 31 chorych (25%). Mediana OS dla catej grupy wy-
nosita 34 miesiace, a prawdopodobienstwo przezycia jed-
nego roku i pigciu lat — odpowiednio 70% i 35%. Me-
diana OS w grupie chorych z ekspresja i bez ekspres;ji
mdm?2 wynosita odpowiednio 16 i 38 miesiecy, a prawdo-
podobienstwo przezycia pieciu lat — odpowiednio 24%

Nie zaobserwowano istotnych réznic w czasie catko-
witego przezycia pomigdzy poszczegdlnymi grupami pa-
cjentéw o czterech mozliwych fenotypach mdm?2/p53
(Tab. II). Catkowite przezycie oraz czas do nawrotu cho-
roby byly jednak nieznamiennie dluzsze w grupie cho-
rych z fenotypem mdm?2-/p53+ (rysunki 1A.i1B.).

W analizie jedno- i wieloczynnikowej stopien za-
awansowania klinicznego nowotworu oraz stopiefi jego
zrdznicowania byly niezaleznymi czynnikami rokowniczy-
mi dla DFS i OS (Tab. III).
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Ryc. 1A. Krzywa przezycia Kaplana-Meyera dla fenotypu
p53(+)/mdm2(-) w poréwnaniu do pozostalych chorych
— czas do nawrotu choroby

Ryc. 1B. Krzywa przezycia Kaplana-Meyera dla fenotypu
p53(+)/mdm2(-) w poréwnaniu do pozostalych chorych
— calkowity czas przezycia
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Dyskusja

W naszym badaniu ekspresj¢ biatka mdm?2 stwierdzono
w 33% przypadkéw NDKRP. Czestos¢ wystepowania eks-
presji mdm?2 w innych badaniach dotyczacych raka ptuca
wykazywata duze zréznicowanie w granicach od 6% do
78% [9-11, 14-16]. Tak znaczne rozbieznosci moga by¢
spowodowane kilkoma czynnikami. Wydaje sig, ze jed-
nym z nich moze by¢ rodzaj przeciwciala pierwotnego
oraz systemu detekcyjnego. W przedstawionej pracy zasto-
sowano technike APAAP (alkaline phosphatase anti-al-
kaline phosphatase), podczas gdy inni autorzy stosowali
system kompleksow ABC (avidin-biotin-peroxidase) [9,
14] lub SAB (streptavidin-biotin-peroxidase) [11, 17]. Po-
dobnie jak w przypadku innych prac [9, 10, 14, 15, 17],
w niniejszym badaniu do wykrywania biatka mdm?2 stoso-
wano klon IF2. Przeciwciato to rozpoznaje -NH,-konco-
wy region mdm?2. Inni autorzy stosowali klon 1B10 rozpo-
znajacy —COOH-koncowy region biatka mdm?2 [10, 15]
lub klon SMP14, rozpoznajacy epitopy mdm?2 zlokalizo-
wane pomiedzy aminokwasami 154 i 167 mdm?2 [11]. Po-
niewaz dostepne przeciwciala przeciwko biatku p53 nie
rozrozniaja rodzaju nagromadzonego biatka p53 (typu
,,dzikie” lub zmutowane), w badaniach dotyczacych eks-
pres;ji tego biatka w NDKRP nie mozna okreSli¢ mechani-
zmu jego gromadzenia. Podobnie nieznana pozostaje
przyczyna nadmiernej ekspresji mdm2, zwlaszcza w kon-
tekScie autoregulacyjnej petli sprzezenia zwrotnego
z udzialem mdm?2 i p53.

W przedstawionej pracy za dodatnie uznawaliSmy
jedynie te probki, w ktorych ekspresja biatka mdm?2 doty-
czyla jader komorkowych. Niektorzy autorzy do tej ka-
tegorii zaliczali takze lokalizacje biatka poza jadrem, np.
w cytoplazmie [14]. Rézne byly takze punkty odcigcia.
Poszczeg6lni autorzy za dodatnie uznawali probki, w kto-
rych ekspresja wystepowala w >0% [14], >5% [18] lub
>10% komorek nowotworowych [9, 10, 15]. Marchetti
i wsp. [14] nie podali punktu odciecia dla mdm?2, nato-
miast dla biatka p53 wartos¢ ta wynosita >50%. Wszystkie
te czynniki uniemozliwiaja przeprowadzenie miarodaj-
nej, wspoOlnej analizy wynikow uzyskanych w poszczegol-
nych badaniach.

Wspolwystepowanie biatka mdm?2 i pS3 oceniano je-
dynie w kilku badaniach. W pigciu z nich [9, 10, 15, 16, 19]
nie stwierdzono zaleznosci pomig¢dzy ekspresja tych bialek
natomiast w jednym obecnos¢ mdm?2 bylta zwiazana z sil-
na ekspresja p53 [14]. W naszym badaniu wspotwyste-
powanie mdm?2 i p53 zaobserwowano w 15% przypad-
kow. Nie stwierdzono zaleznoSci pomigdzy ekspresja obu
bialek, nawet po uwzglednieniu najsilniejszej ekspresji
p53 (>50%). Niektorzy autorzy sugerowali, ze funkcja
mdm?2 wykracza poza regulacje p53 [10]. Istnieje prawdo-
podobienstwo, ze mdm2 moze odgrywaé niezalezng od
pS3 role w powstawaniu nowotworu, oraz ze nadmierna
ekspresja tego protoonkogenu moze prowadzi¢ do prze-
ksztalcenia nowotworowego, nawet jesli nie wystepuja in-
ne zaburzenia genetyczne [8].

W przedstawionej pracy, podobnie jak w materiale
Ko i wsp. [11], nie zaobserwowalismy zaleznosci pomigdzy

ekspresja mdm?2 i p53 a cechami klinicznymi chorych (za-
roéwno we wspolnej, jak i w pojedynczej analizie obu bia-
fek). Niektore badania wykazaly silniejsza ekspresje biat-
ka mdm?2 w gruczolakorakach pluca [9, 14], w innych na-
tomiast (w tym takze w naszym) nie udato si¢ wykazac
takiej zaleznosci [11, 16, 17]. Podobnie jak inni autorzy [9,
19], nie zaobserwowali$my zalezno$ci pomiedzy mdm?2
a stopniem zrdznicowania guza lub stopniem zaawanso-
wania nowotworu. Czestsze wystgpowanie przerzutow do
wezlow chlonnych towarzyszace nadekspresji mdm?2
(p<0,005), jak i fenotypowi mdm2+/p53+ (p<0,001)
opisali Gorgoulis i wsp. [10]. Akiawa i wsp. [16] wykazali
natomiast, ze obecnos¢ biatka mdm?2 wiaze si¢ z ekspre-
sja biatka p2lWAFI/CIP1 | stopniem zaawansowania choroby,
lecz nie z obecnoscig biatka p53.

W badanej grupie chorych nie zaobserwowaliSmy
wplywu ekspresji mdm2 na DFS oraz OS. Wedlug naszej
wiedzy opublikowano tylko pi¢¢ badan oceniajacych eks-
presje bialka mdm2 w NDKRP, z ktorych tylko trzy obej-
mowaly analiz¢ wartoSci rokowniczej tej cechy.

Wspolna analiza ekspresji mdm2 i p53 w naszym
materiale nie wykazala wartoS§ci rokowniczej ktoregokol-
wiek z badanych fenotypéw. Obserwacje te nalezy jed-
nak interpretowac ostroznie ze wzgledu na stosunkowo
niewielka liczbe chorych w poszczegdlnych podgrupach.
Akiawa i wsp. [16] nie zaobserwowali wartoSci rokow-
niczej ekspresji mdm2/p53 u 112 chorych na NDKRP, po-
mimo czgstszego wystepowania nadmiernej ekspresji
mdm?2 w chorobie zaawansowanej. Ko i wsp. [11] nie
wykazali wplywu ekspresji biatek mdm2 i p53 oraz muta-
cji genu P53 na czas przezycia, jakkolwiek obecno$é
MDM?2mRNA byta zwigzana z lepszym rokowaniem. Hi-
gashiyama i wsp. [9] sugerowali, ze wylaczna ekspresja
mdm?2 nie miala wplywu na czas przezycia (p=0,62), jed-
nak fenotyp mdm2+/p53- byt zwiazany z lepszym roko-
waniem (p=0,039). Gorgoulis i wsp. [10] wykazali gor-
sze rokowanie i czgstsze przerzuty do weztow chtonnych
w przypadku fenotypu mdm2+/p53+, lecz badanie to nie
obejmowalo analizy przezycia.

Podsumowujac, wyniki naszego badania sugeruja, ze
kliniczne znaczenie ekspresji bialka mdm?2 pozostaje wat-
pliwe, niezaleznie od wystgpowania lub braku ekspresji
biatka p53.
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