Ocena prognostycznego znaczenia ekspresji wybranych biatek i genéw dziatajacych w sieci
TP53 u pacjentek z rakiem jajnika
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WSTEP — Gen TP53 nalezy do gendéw supresorowych transformacji nowotworowej i
jest czesto zmutowany w rakach jajnika. Biatko TP53 bierze udziat w zatrzymaniu cyklu
komodrkowego, indukcji apoptozy, regulacji transkrypcji gendw i naprawie uszkodzert DNA. W
sieci TP53 dziatajg miedzy innymi biatka MDM2, HUWE1 i 14-3-3¢, ktére wptywajg na poziom
i aktywnos¢ biatka TP53, a tym samym na proliferacje i apoptoze komoérek raka. Te dwa
parametry wptywajg z kolei na prognoze i odpowiedZ nowotwordw na leczenie chemiczne.
Zaburzenie ekspres;ji tych biatek moze odgrywac istotng role w kancerogenezie.

CELE — Celem niniejszej pracy byto poszukiwanie markeréw przebiegu choroby lub
wrazliwosci na leczenie chemiczne w zaawansowanych rakach jajnika w duzej grupie
pacjentek. Badania polegaty na analizie poziomu ekspresji biatek regulujgcych poziom TP53:
MDM2, HUWE1 i 14-3-30. Celem byta ocena poziomu tych biatek jako potencjalnych
czynnikdw prognostycznych i predykcyjnych u pacjentek z rakiem jajnika oraz weryfikacja
tych wynikédw na poziomie mRNA. Poza tym wykonano analize korelacji ekspresji genéw
MDM2/HUWE1/SFN i TP53.

MATERIAL i METODY - Badania immunohistochemiczne przeprowadzono na
archiwalnym materiale tkankowym (bloczki parafinowe) pochodzacym od 239 pacjentek.
Pacjentki byly leczone z zastosowaniem paklitakselu lub docetakselu z dodatkiem cisplatyny
lub karboplatyny. Ocene ekspresji biatek wykonano pétilosciowo w kategoriach od 0
(negatywna) do 3 (intensywna) z pomocg mikroskopu $wietlnego. Dla biatka HUWE1
arbitralnie przyjeto punkt odciecia w potowie skali (ID score 1.5), natomiast dla pozostatych
biatek ekspresja zostata skategoryzowana jako wysoka (2/3) vs niska (0/1). Analize ekspresji
MmRNA wykonano na materiale mrozonym pochodzgcym od 74 pacjentek. Postuzono sie
metodgq ilosciowego PCR (Real-Time qPCR). Poziom ekspresji byt mierzony przy uzyciu sond
typu TagMan znakowanych barwnikiem fluorescencyjnym. Analizy statystyczne zostaty
wykonane przy uzyciu jedno i wieloczynnikowego modelu proporcjonalnego ryzyka Cox’a

(ocena parametréw prognostycznych) oraz jedno i wieloczynnikowego modelu regresji



logitowej (ocena parametrow predykcyjnych). Ekspresje poziomu biatek traktowano jako
zmienng kategoryzowang, natomiast ekspresje gendéw jako zmienng ciggtg. We wszystkich
modelach wieloczynnikowych uwzgledniono nastepujace zmienne: wiek, typ histologiczny,
stopien zaawansowania klinicznego, stopien zrdznicowania histologicznego, status TP53 i
wielko$¢ pozostawionych resztek po zabiegu operacyjnym. Dla zmiennych istotnych
statystycznie w modelu Cox’a wykreslono krzywe przezycia Kaplana-Meiera. Powigzanie
ekspresji biatek z czynnikami kliniczno-patologicznymi zbadano przy pomocy testow
randomizacyjnych. Analize korelacji pomiedzy ekspresja badanych genéw a genem TP53
wykonano za pomocg testu Pearsona.

WYNIKI — MDM2: wysoki poziom biatka MDM?2 stwierdzono u 16% pacjentek z
zaawansowanym rakiem jajnika. Pacjentki z nadekspresja tego biatka miaty 4-krotnie
mniejsze  prawdopodobieAstwo  platynowrazliwosci  oraz  3,5-krotnie  mniejsze
prawdopodobienistwo catkowitej remisji w podgrupie z prawidtowym TP53. Wysoki poziom
ekspresji mRNA zwiekszat prawie 1,5-krotnie prawdopodobienstwo zgonu pacjentek bez
akumulacji TP53. Stwierdzono silng ujemng korelacje pomiedzy ekspresjag genu MDM?2 i
TP53. Poza tym guzy z akumulacjg biatka TP53 charakteryzowaty sie niskim poziomem biatka
MDM2. HUWE1: wysoki poziom biatka HUWE1 zaobserwowano u 68% pacjentek i wykazano
jego wptyw na czas catkowitego przezycia pacjentek z rakiem jajnika. Pacjentki z podgrupy
TP53+, charakteryzujgce sie wysokim poziomem HUWE1, miaty prawie 2-krotnie wyzsze
ryzyko zgonu. Natomiast wysoki poziom ekspresji genu HUWE1 wykazat negatywny wptyw na
czas catkowitego przezycia, czas wolny od choroby oraz prawdopodobieristwo
platynowrazliwosci u pacjentek z podgrupy z prawidtowym TP53. Nie stwierdzono wptywu
ekspresji HUWE1 na czynniki kliniczno-patologiczne oraz korelacji pomiedzy ekspresjg genow
HUWE1 i TP53. 14-3-36: wysoki poziom biatka 14-3-3c stwierdzono w 67% przypadkdw raka
jajnika oraz wykazano u tych pacjentek ponad 3-krotnie wieksze prawdopodobienstwo
catkowitej remisji. Te zalezno$é zaobserwowano jedynie u pacjentek bez akumulacji biatka
TP53. Natomiast poziom ekspresji odpowiedniego genu — SFN wykazat negatywny wptyw na
ryzyko wznowy niezaleznie od statusu TP53. Nie stwierdzono wptywu poziomu ekspresji 14-
3-30 na czynniki kliniczno-patologiczne oraz korelacji pomiedzy ekspresjg gendw SFN i TP53.

WNIOSKI — Biatka MDM?2 i HUWE1 sg odpowiedzialne za ubikwitynacje i degradacje
TP53. Niniejsze badania sugerujg, ze wysoki poziom ich ekspresji oraz odpowiednich genéw

moze mie¢ negatywny wptyw na rokowanie lub przebieg kliniczny raka jajnika, zaleznie od



statusu TP53. Natomiast wysoki poziom biatka 14-3-30, odpowiedzialnego za stabilizacje
TP53 oraz innych biatek komdrkowych, moze pozytywnie wptywac na prawdopodobieristwo
remisji pacjentek z rakiem jajnika. Z drugiej strony wysoki poziom mRNA SFN moze by¢
zwigzany ze ztym rokowaniem. Badane biatka i geny mogg by¢ potencjalnymi markerami

przebiegu choroby oraz wrazliwosci na leczenie w rakach jajnika.



