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Wykaz skrotow:

ACF
AMH
AP-1
APC

BAMBI

BMPR1A

BMPs
cDNA
CIMP
CIN
CKlale
CMSs

C-MYC
Co-SMAD
Ct

CTGF
DCC
DNDM

ESGE

EUS
FGF2

FKBP12
FOBT
GDFs
GSK-38

ang. aberrant crypt foci — zmienione patologicznie krypty jelitowe

ang. anti-Miillerian hormone — hormon antymiillerowski

ang. activator protein 1 — biatko aktywujace 1

ang. adenomatous polyposis coli — gen kodujacy biatko supresorowe
APC

ang. bone morphogenetic protein and activin membrane-bound inhibitor
— zwigzany z blong inhibitor sygnalizacji BMP i aktywin

ang. bone morphogenetic protein receptor type 1A — gen kodujacy biatko
BMPR1A

ang. bone morphogenic proteins — biatka morfogenetyczne kosci

ang. complementary DNA — komplementarne DNA

ang. CpG island methylator phenotype — fenotyp metylatora wysp CpG
ang. chromosomal instability — niestabilno$¢ chromosomowa

ang. casein kinase 1o/ — Kinaza kazeinowa lo/e

ang. consensus molecular subtypes — powszechnie przyjete podtypy
molekularne raka jelita grubego

ang. MYC proto-oncogene — gen kodujacy biatko C-MYC

ang. co-operating SMAD — posredniczace biatko SMAD

ang. threshold cycle — cykl progowy real-time PCR

ang. connective tissue growth factor — czynnik wzrostu tkanki tgczne;j
ang. deleted in colorectal carcinoma — gen kodujacy biatko DCC

ang. DNA demethylating complex — kompleks biatek demetylujacych
DNA

ang. European Society of Gastrointestinal Endoscopy — Europejskie
Towarzystwo Endoskopii Przewodu Pokarmowego

ang. endoscopic ultrasound — ultrasonografia endoskopowa

ang. basic fibroblast growth factor — podstawowy czynnik wzrostu
fibroblastow

ang. FK506-binding protein — biatko wigzace FK506

ang. fecal occult blood test — test na obecnos$¢ krwi utajonej w kale

ang. growth and differentiation factors — czynniki roznicowania wzrostu

ang. glycogen synthase kinase-3f — izoforma f Kkinazy syntazy
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Gy

HATs
HDACs
HNPCC

H-RAS

I-SMADs
K-RAS

LAPs
LEF
LLC
LTBP
MAPKSs
MET

MLH1
MMR
MUTYH
MRI

MSH2
MSHG6
MSI
MSS
NBI
NLPZ
Nodal

N-RAS

glikogenu 3

grej — jednostka dawki pochtonigtego promieniowania (ilo§¢ energii
promieniowania pochtonietej przez kilogram materii)

ang. histon acetyl transferase — acetylotransferazy histonowe

ang. histon deacetylases — deacetylazy histonowe

ang. hereditary non-polyposis colorectal cancer — dziedziczny rak jelita
grubego niezwigzany z polipowatoscig (zespot Lyncha)

ang. HRas proto-oncogene, GTPase — gen kodujacy biatko H-Ras
o aktywnosci GTPazy

ang. inhibitory SMADs — inhibitorowe biatka SMAD

ang. KRAS proto-oncogene, GTPase — gen kodujacy bialtko K-Ras
o aktywnosci GTPazy

ang. latency associated peptides — biatka zwigzane z latencja

ang. lymphoid enhancer factor — czynnik wzmacniajacy leukocyty

ang. large latency complex — duzy kompleks latentny

ang. latent TGF-g binding protein — latentne biatko wigzace TGF-f

ang. mitogen-activated protein kinases — kinazy aktywowane mitogenami
ang. mesenchymal-epithelial transition — przejScie mezenchymalno-
nablonkowe

ang. MutL homolog 1 — gen kodujacy biatko MLH1

ang. mismatch repair — mechanizm naprawy niesparowanych zasad

ang. mutY DNA glycosylase — gen kodujacy biatko MUTYH

ang. magnetic resonance imaging — obrazowanie metodg rezonansu
magnetycznego

ang. MutS homolog 2 — gen kodujacy biatko MSH2

ang. MutS homolog 6 — gen kodujacy biatko MSH6

ang. microsatellite instability — niestabilno$¢ mikrosatelitarna

ang. microsatellite stable — stabilno$¢ mikrosatelitarna

ang. narrow band imaging — obrazowanie w waskim pasmie Swiatta
niesteroidowe leki przeciwzapalne

ang. nodal growth differentiation factor — biatko syntetyzowane
w komorkach wezta zarodkowego

ang. NRAS proto-oncogene, GTPase — gen kodujacy biatko N-Ras
o aktywnosci GTPazy



PET
PGE2
PI3Ks
PMS1
PMS2

pz

ROS
RPM
R-SMADs

SBE

SIK

SLC

SMADA4
STK11/LKB1
STR

STRAP

TCF
TGF-4
TIMP

Tm
TME
TP53
UCH37
USP4
USP11

USP15

VD

ang. positron emission tomography — pozytonowa tomografia emisyjna
ang. prostaglandin E2 — prostaglandyna E2

ang. phosphoinositide 3-kinases — kinazy 3-fosfatydyloinozytolu

ang. PMS1 homolog 1 — gen kodujacy biatko PMS1

ang. PMS1 homolog 2 — gen kodujacy biatko PMS2

par zasad

ang. reactive oxygen species — reaktywne formy tlenu

ang. revolutions per minute — ilo$¢ obrotow na minute

ang. receptor-regulated SMADs — aktywowane przez receptor biatka
SMAD

ang. SMAD-binding element — sekwencja rozpoznawana przez biatka
SMAD

ang. salt-inducible kinase — kinaza aktywowana solg

ang. small latency complex — maty kompleks latentny

ang. SMAD family member 4 — gen kodujacy biatko SMAD4

ang. serine/threonine kinase 11 — gen kodujacy biatko STK11/LKB1

ang. short tandem repeats — krotkie powtorzenia tandemowe

ang. serine-threonine kinase receptor-associated protein — biatko
zwigzane Z receptorem o aktywnosci kinazy serynowo-treoninowej

ang. T-cell factor — czynnik specyficzny dla komorek T

ang. transforming growth factor g — transformujacy czynnik wzrostu S8
ang. tissue inhibitor of metalloproteases — tkankowy inhibitor
metaloproteinaz

ang. melting temperature — temperatura topnienia

ang. tumor microenvironment — mikrosrodowisko nowotworu

ang. tumor protein p53 — gen kodujacy biatko supresorowe p53

ang. ubiquitin C-terminal hydrolase — C-koncowa hydrolaza ubikwityny
ang. ubiquitin-specific protease 4 — proteaza 4 specyficzna
dla ubikwityny

ang. ubiquitin-specific protease 11 - proteaza 11 specyficzna
dla ubikwityny

ang. ubiquitin-specific protease 15 - proteaza 15 specyficzna
dla ubikwityny

ang. virtual colonoscopy — kolonoskopia wirtualna



VEGF ang. vascular endothelial growth factor — czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyniowego

WHO ang. World Health Organization — Swiatowa Organizacja Zdrowia



CZESC TEORETYCZNA
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1. Wstep

Wraz z postepem cywilizacyjnym rak jelita grubego stat si¢ powaznym problem
zdrowotnym, szczegélnie w Krajach wysoko rozwinietych. Jak podaje Swiatowa
Organizacja Zdrowia w samym 2018 roku liczba nowo rozpoznanych rakow jelita
grubego na $wiecie przekroczyta 1800 000 przypadkow. Wediug ogoélnoswiatowych
statystyk rak jelita grubego jest drugim najczestszym nowotworem Kobiet i trzecim
najczestszym nowotworem megzezyzn. Ogromna skala problemu sktania wielu badaczy
do poszukiwania podstaw kancerogenezy.

Wsréd czynnikéw sprzyjajacych rozwojowi raka jelita grubego wymieniane sa
zardbwno czynniki modyfikowalne, takie jak niska aktywnos$¢ fizyczna, otytosc, palenie
papierosow, nadmierne spozywanie alkoholu czy nieprawidlowe nawyki zywieniowe,
jak 1 czynniki niemodyfikowalne, zwigzane z genetycznym podtozem nowotworzenia.
Wsrod nich mozna wymieni¢ mutacje w genach supresorowych, protoonkogenach
1 genach zaangazowanych w szlaki naprawy DNA.

Szczegoblnie istotny jest szlak sygnatowy TGF-£ (ang. transforming growth
factor f), ktory w zaleznosci od stadium zaawansowania choroby, opisywany jest
W pismiennictwie, jako supresor lub promotor nowotworzenia. TGF-f jako supresor
indukuje apoptoze, hamuje cykl komorkowy, jak rowniez ekspresje czynnikéw wzrostu,
cytokin i chemokin. TGF-4, jako promotor determinuje przej$cie mezenchymalno —
nabtonkowe (MET ang. mesenchymal — epithelial transition), zwigksza aktywno$¢
proteaz, zmniejsza odpowiedZz immunologiczng, sprzyja angiogenezie, moduluje

strukture cytoszkieletu i macierz zewnatrzkomoérkowa.
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2. Rak jelita grubego

Jelito grube jest koncowym odcinkiem przewodu pokarmowego mierzacym
okoto 100 — 125 centymetréw. Do najistotniejszych funkcji jelita grubego zalicza si¢
wchlanianie wody i elektrolitbw oraz formowanie, a nastgpnie usuwanie Stolca.
Glownymi jonami resorbowanymi zwrotnie w jelicie grubym sg jony Na® i CI,
a wydalanymi K* i HCOs". Wraz z wodg absorbowane zwrotnie sg réwniez sole kwasow
z6kciowych, glukoza, mocznik oraz leki. Wchtaniane sa dodatkowo witaminy, ktore nie
ulegty absorpcji w jelicie cienkim, takie jak biotyna, kobalamina, witamina K czy kwas
pantotenowy. Jelito grube uczestniczy takze w metabolizmie amoniaku, ktory
wchtaniany jest w okreznicy i zyta wrotng transportowany do watroby, gdzie nastepuje
jego koncowa detoksykacja do mocznika i glutaminy [Szczeklik, 2017; Szmidt, 2010].

Jelito grube zostato podzielone pod wzgledem anatomicznym na trzy odcinki:

a) Katnica (tac. cecum). Pierwszy, zlokalizowany nad prawym talerzem biodrowym
odcinek jelita grubego, oddzielony od jelita kretego zastawka kretniczo —
katnicza (tac. valva ileocecalis). W dolnej czeSci katnicy miesci sie wyrostek
robaczkowy bogaty w grudki limfatyczne;

b) okreznica: wstepujaca (tac. colon ascendens), poprzeczna (tac. colon
transversum), zstepujaca (tac. colon descendens) oraz esowata (tac. colon
sigmoideum);

c) odbytnica (tac. rectum) i kanat odbytu (tac. canalis analis).

Krew do katnicy, okreznicy wstepujacej i poprzecznej doprowadzana jest
poprzez tetnice krezkowa gorna. Z kolei tetnica krezkowa dolna odpowiada
za ukrwienie dalszej czeSci jelita [Szczeklik, 2017; Szmidt, 2010].

W obrgbie $ciany jelita grubego mozna wyodrebni¢ cztery rozne warstwy: btone
sluzowa, tkanke podsluzowa, blong migsniowg oraz surowiczg. W obrazie
mikroskopowym btony §luzowej widoczne sg liczne cewy gruczotowe (in. krypty)
zbudowane z komorek nabtonkowych — kolonocytow, ktore otoczone sg tkanka taczng
tworzaca blaszke wilasciwg. Blone sluzowa wyscielajg komorki kubkowe produkujace
Sluz, ktorego zadaniem jest protekcja przed draznigcym dziataniem substancji

znajdujacych si¢ w kale oraz pomoc w tworzeniu mas katowych i ich sprawnym pasazu
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jelitowym [Szczeklik, 2017; Wronkowski, 2008].

NIEZEOSLIWE NOWOTWORY JELITA GRUBEGO

Uwypuklenia btony §luzowej zwroécone w kierunku $wiatta jelita okre§lane sg
terminem polipow (tac. polypus coli). Polipy zalicza si¢ do niezto§liwych nowotworow
jelita grubego. W obrgbie ich budowy mozna wyszczegdlnié¢ cztery czesci: podstawe
(szeroka w polipach nieuszyputowanych), szypule, szyje 1 glowg.

W pismiennictwie funkcjonujg rézne klasyfikacje roznicujace polipy pod wzgledem
ich morfologii (Rycina 1) czy obrazu mikroskopowego (Rycina 4) [Szczeklik, 2017,
Szmidt, 2010].

Rycina 1. Podziat polipéw za wzgledu na budowe morfologiczng [Szmidt, 2010].

Polipy jelita grubego
(lac. polypus coli)

uszypulowane nieuszypulowane / siedzgce
(tac. pohpus pendulum) (lac. polypus sedens)

Wedhug réznych zrdédet, 96% przypadkéw rakow jelita grubego rozwija si¢ na tle
gruczolaka uszypulowanego, natomiast 3% na tle rzadziej wystepujacego gruczolaka
nieuszyputowanego, ktory wigze si¢ z wyzszym ryzykiem transformacji ztosliwej
[Szmidt, 2010].

Powaznym problemem diagnostycznym sa tatwe do przeoczenia w trakcie

wigkszosci badan przesiewowych gruczolaki ptaskie, zwane inaczej gruczolakami
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dywanowymi (ang. flat adenoma), ktore w odréznieniu od pozostalych polipéw nie

tworza charakterystycznych uwypuklen do $wiatta jelita. Dodatkowo wyréznia

je wigksze ryzyko transformacji w nowotwor ztosliwy. W rozpoznaniu gruczolakoéw

ptaskich istotne jest duze doswiadczenie i staranno$¢ wykonywanego przez lekarza

badania endoskopowego. W diagnostyce tych gruczolakow szczegdlnie przydatne moze

by¢ barwienie btony $luzowej jelita grubego lub przeprowadzanie badan obrazowych

z wykorzystaniem réznych dtugosciach fal swiatta, jak np. badanie NBI (ang. narrow

band imaging), ktore pozwalaja na lepsze rozrdznianie struktur tkankowych [Szmidt,
2010; Srivastava, 2019].

Rycina 2: Zasada metody NBI (ang. narrow band imaging) [Srivastava, 2019].

Gtebokosé przenikania
sSwiatta w zaleznosci

Fale krotkie

Fale diugie

A Charakterystyka spektralna
od diugosci fali $wiatfa konwencjonalnego

Szerokosc pasma jest zawezona, aby ograniczyc gtebokos¢ przenikania

300

Naczynia wlosowate
na powierzchni btony
$luzowej

@
Charakterystyka spektralna
Swiatla o zawezonym pasmie
B ag: N llllllllllllllllll

400

Zyly w blonie
podsluzowej

50

600

700 800 (nm)

f
Obraz uzyskany metodg NBI
Naczynia wlosowate
na powierzchni biony sluzowej
widoczne w kolorze brgzowym,

zyly w blonie podsluzowej
w kolorze biekitnym
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Rycina 3: Pordwnanie obrazu btony §luzowej jelita uzyskanego w tradycyjnym badaniu
endoskopowym (lewa strona) z obrazem uzyskanym w badaniu NBI (prawa

strona) [https://linkd.pl/zuaa].

Rycina 4. Podziat polipéw ze wzgledu na budowe histologiczng [Szmidt, 2010].

Polipy jelita grubego
(tac. polypus coli)

hiperplastyczne /

gruczolakowe
metaplastyczne &

cewkowe
(fac. adenoma tubulare)

kosmkowe
(tac. adenoma villosum)

cewkowo — kosmkowe
(tac. adenoma
tubulovillosum)
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Polipy hiperplastyczne nie sa wynikiem zmian genetycznych, a efektem
przyspieszonego dojrzewania komoérek nabtonkowych w kryptach jelitowych
i ich spowolnionej migracji do =zewnetrznej czeSci blony Sluzowej. Moga
by¢ sprowokowane zaburzeniami metabolicznymi, niedokrwieniem badz toczacym si¢
procesem zapalnym w komorkach nablonka. Te nierozlegte polipy o wielkosci
ok. 5 mm powstajg w wyniku zgrubienia btony $§luzowej, ktorej komorki nie wykazuja
cech atypii. Mimo to mogg sta¢ si¢ podtozem rozwoju gruczolakéw i raka jelita grubego
[Szmidt, 2010].

Polipy gruczolakowe, mimo ze zaliczane sg do nieztosliwych polipéw
nowotworowych moga wigza¢ si¢ ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju zaawansowanej
neoplazji. Ryzyko transformacji do raka jest tym wyzsze, im wigksza jest $rednica
polipa. Oszacowano, ze polipy o $rednicy mniejszej niz 1 cm wigzg si¢ z 0,5-1,0%
ryzykiem rozwoju raka a s$rednica powyzej 2 cm zwigksza prawdopodobienstwo
do 10-50%. Okoto 75% stwierdzanych gruczolakéw to twarde, uszypulowane
gruczolaki cewkowe (tac. adenoma tubulare) o gtadkiej powierzchni. Z kolei 10%
stanowig duze, migkkie, wydzielajace $luz i posiadajace liczne wypustki gruczolaki
kosmkowe (tac. adenoma villosum). Pozostate, okre$lane mianem gruczolakéw
cewkowo — kosmkowych (tac. adenoma tubulovillosum), wykazujg cechy obu wyzej
opisanych typow i stanowig okoto 15% wszystkich gruczolakéw [Szmidt, 2010].

Polipy zbudowane z prawidtowych komorek, ale wystepujacych w zmienionych
proporcjach lub charakteryzujacych sie¢ nieuporzadkowanym rozmieszczeniem
przestrzennym, okresla si¢ terminem polipow hamartomatycznych. Wariantem polipa
hamartomatycznego jest polip Peutza i Jeghersa, charakterystyczny dla chorych
Z zespotem o tej samej nazwie [Szmidt, 2010].

Kolejng przedinwazyjng postacia nowotworu jelita grubego jest rak
powierzchowny (ang. superficial carcinoma), w ktérym naciek atypowych komorek
ograniczony jest do blaszki wtasciwej blony Sluzowej i nie tworzy przerzutow (Tis,
tac. carcinoma in situ). Jest to tak zwany wczesny rak jelita grubego i zgodnie
z kliniczng klasyfikacja TNM opisuje si¢ go jako TINxMx, co jest rOwnoznaczne
z inwazyjnym rakiem ograniczonym do warstwy podsluzowej. O polipie zto§liwym
zaczyna si¢ méwi¢ w momencie, gdy komorki rakowe penetrujg blaszke migsniowsa

btony $§luzowe;j i zaczynajg naciekac¢ warstwe podsluzowa [Szmidt, 2010].
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W obrgbie 40% gruczolakéw kosmkowych, 20% gruczolakow cewkowo-
kosmkowych oraz 5% gruczolakow cewkowych rozpoznaje si¢ ogniska raka. Stopien
zaawansowania wczesnego raka ocenia si¢ w oparciu o klasyfikacje Hagitta

lub o0 cz¢sciej stosowang klasyfikacje japonska [Szmidt, 2010].

Tabela 1: Klasyfikacje oceny stopnia zaawansowania wczesnego raka jelita grubego
[Szmidt, 2010].

Klasyfikacja Hagitta

Stopien Glebokos¢ naciekania komorek rakowych
1 gtowa polipa uszyputowanego
2 szyja polipa uszyputowanego
3 szyputa polipa uszyputowanego
podstawa polipa uszyputowanego lub dowolna czesé¢ polipa
) nieuszyputowanego
Klasyfikacja japonska
Stopien Glebokos$¢ naciekania komorek rakowych

sm1l  1/3 gornej czesci warstwy podsluzowe;
sm2  1/3 srodkowej czes$ci warstwy podsluzowe;j

sm3  1/3 dolnej czgséci warstwy podsluzowej

Ryzyko tworzenia przerzutow jest niewielkie w przypadku rakow w polipie
uszypulowanym o stopniach 1, 2 i 3 klasyfikacji Hagitta oraz stopniach sml i sm2
klasyfikacji japonskiej, przy jednoczesnym braku innych niekorzystnych czynnikow
rokowniczych. Zalicza si¢ do nich: duza glebokos¢ nacieku komorek nowotworowych,
niski i $redni stopien ich zréznicowania oraz zdolno$¢ do naciekania naczyn
krwionosnych i limfatycznych. Za wystarczajacy sposob leczenia rakéw w polipie
uznaje si¢ endoskopowa polipektomie.

Polipy w czwartym stopniu klasyfikacji Hagitta oraz sm3 klasyfikacji japonskiej
wigzg si¢ z 10% ryzykiem tworzenia przerzutow, dlatego najlepszym sposobem

postepowania W przypadku tych zmian jest resekcja fragmentu jelita [Szmidt, 2010].
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NOWOTWORY ZLOSLIWE JELITA GRUBEGO

Polipy zbudowane z nabtonka btony S$luzowej lub glgbszych warstw $ciany
jelita, wykazujace dodatkowo cechy dysplazji, okreslane sg mianem polipow
nowotworowych. Najczgstszymi polipami nowotworowymi u ludzi sg gruczolaki
zbudowane z komorek nabtonka gruczotowego o cechach dysplazji. Moment, w ktérym
komorki dysplastyczne zaczynajg naciekac¢ tkanke podsluzowa uznaje si¢ za poczatek
rozwoju raka inwazyjnego — gruczolakoraka (tac. adenocarcinoma). Przyjmuje sie,
ze od etapu polipa do powstania przemiany ztosliwej moze mingé od 7 do 12 lat
[Szczeklik, 2017; Szmidt, 2010].

Ryzyko transformacji w gruczolakoraka wzrasta wraz ze S$rednicg polipa.
W przypadku polipow o $rednicy mniejszej niz 1 cm szansa na powstanie raka
inwazyjnego jest niska i wynosi 0,5 — 1%. Prawdopodobienstwo to wzrasta
do 10 — 50% w przypadku polipow o srednicy wickszej niz 2 cm. Ryzyko transformacji
zlosliwej jest wyzsze w przypadku czeSciej spotykanych polipow siedzacych,
niz polipéw uszyputowanych a gruczolaki kosmkowe (tac. adenoma villosum) wiazg sig
z wigkszym zagrozeniem transformacji nowotworowej, niz gruczolaki cewkowe
(tac. adenoma tubulare) [Szczeklik, 2017; Szmidt, 2010].

Okoto 85% przypadkéw raka jelita grubego to gruczolakoraki, ktore w 90%
wywodzg si¢ z gruczolakow. Jedna pigta nowotworow jelita grubego pod wzgledem
stopnia ztosliwosci komodrkowej jest stabo zréznicowana lub niezr6znicowana, co wigze
si¢ z gorszym rokowaniem dla pacjenta. Od 10 do 20% gruczolakorakéw posiada
zdolno$¢ wydzielania duzych iloSci mucyny, ktéra moze by¢ gromadzona
wewnatrzkomorkowo — (rak  sygnetowatokomorkowy,  tac.  adenocarcinoma
mucocellulare) ITub usuwana na zewnatrz komorki (rak  §luzotworczy,

tac. adenocarcinoma mucinosum) [Szczeklik, 2017; Domagata, 2006; Krus, 2007].
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2.1. Epidemiologia

Wedhug danych WHO (ang. World Health Organization) w 2018 roku rak jelita
grubego byl trzecim najczesciej diagnozowanym, a przy tym drugim o najwyzszej
$miertelnosci nowotworem na S$wiecie. SzczegéOlnie niepokojaco wyglada wzrost
czestosCi  wystepowania raka jelita grubego W  krajach  rozwinigtych,
do ktorych zaliczamy m.in.. USA, Kore¢ Potudniowa, Japoni¢, Australic, Nowg
Zelandi¢ 1 wickszos¢ krajow europejskich. Nie zaobserwowano tej tendencji w krajach
rozwijajacych si¢, co przypisywane jest odmiennym nawykom zywieniowym i innym
uwarunkowaniom $rodowiskowym [Rawla, 2019]. Zaobserwowano réwniez
zwigkszong predyspozycje do rozwoju raka jelita grubego u Zydoéw aszkenazyjskich
i Afroamerykanow [Wronkowski, 2008].

W Polsce rak jelita grubego jest druga najczestszg przyczyng zgonow

na nowotwory zto§liwe u m¢zczyzn i trzecig u kobiet. W 2018 roku zmarto z powodu
tej jednostki chorobowej przeszto 14,0 tysiecy osob, a prawdopodobienstwo
zachorowania na raka jelita grubego w ciggu catego zycia dla populacji ogdlnej oscyluje
w granicach 5-6% [Szmidt, 2010].
Niepokojacy jest fakt, ze z roku na rok zapadalnos¢ i umieralnos$¢ na raka jelita grubego
niezmiennie rosnie. Wedlug danych dostgpnych w bazie GLOBOCAN w 2018 roku
zachorowato w naszym kraju 24,5 tysigca 0sob, co stanowito 13,2% przypadkow
wszystkich nowotwordéw. Niezaleznie od pici stwierdza si¢ czestsze wystgpowanie
rakow zlokalizowanych w okreznicy niz odbytnicy. Zaobserwowano rowniez,
ze prawdopodobienstwo zachorowania na nowotwor jelita grubego wzrasta wraz
z wiekiem. Zwiegksza si¢ W czwartej dekadzie zycia, a szczyt zachorowalno$ci przypada
po 80. roku zycia [Szczeklik, 2017; Solnica, 2014; Szmidt, 2010].
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2.2. Etiologia

Od 65% do 85% wszystkich przypadkoéw raka jelita grubego stanowig raki
sporadyczne, 10-30% przypadkow to raki dziedziczne, 1-5% raki powstale na tle
zespotu Lyncha, a okoto 0,5% raki o etiologii rodzinnej polipowatosci gruczolakowej
(FAP, ang. familial adenomatous polyposis).

Na rozwo6j sporadycznych rakoéw jelita grubego wpltywa wiele elementow,
przy czym najwigksza wage przypisuje si¢ czynnikom epidemiologicznym,
srodowiskowym, genetycznym i mieszanym [Szmidt, 2010].

Do czynnikéw epidemiologicznych zaliczamy m.in. wiek pacjenta (wzrost
czestosci zachorowan z wiekiem), zbyt duzg mase ciata, niewielkg aktywno$¢ fizyczna,
pochodzenie, wykonywany zawod czy uwarunkowania rodzinne [Szmidt, 2010].

Uznanym czynnikiem §rodowiskowym jest niewtasciwy sposob odzywiania.
Szczegolnie szkodliwa wydaje si¢ by¢ dieta oparta 0 czerwone miegso, bogata
w nasycone kwasy tluszczowe, a uboga w owoce i warzywa. Niekorzystnie dziata
deficyt btonnika i pierwiastkow, takich jak wapn czy selen. Z kolei azotany, stuzace
do konserwacji produktow spozywczych, w wyniku wewnatrzosobniczych przemian
metabolicznych, stajg si¢ zrodtem szkodliwych nitrozoamin. Rowniez nieprawidlowa
obrobka termiczna moze generowaé¢ powstawanie wielu zwigzkow rakotworczych.
W wyniku pieczenia badz wedzenia produktéw spozywczych, podobnie jak podczas
palenia tytoniu, powstaja we¢glowodory aromatyczne, w tym przede wszystkim silnie
rakotworcze benzopireny. Wyzsze ryzyko zachorowania niesie za sobg otylosé
i naduzywanie alkoholu, ktére dwu- a nawet trzykrotnie zwigkszaja
prawdopodobienstwo rozwoju raka jelita grubego. Nieodpowiednia dieta negatywnie
dziata rowniez na mikrobiote jelitowa i stymuluje synteze prekursoréw kancerogenow,
€O W potaczeniu z wydtuzonym pasazem jelitowym predysponuje do inicjowania zmian
nowotworowych. Dziataniem wyzej wymienionych czynnikow zewnatrzpochodnych
thumaczy si¢ roznice W czestosci rozpoznawania raka jelita grubego w poszczegdlnych
rejonach $wiata [Szczeklik, 2017; Wronkowski, 2008; Yamada, 2006; Partyka, 2010].
O ich istotnej roli w patogenezie moze $wiadczy¢ obserwowany wzrost czestosci
wystepowania raka jelita grubego u obywateli krajow o niskiej zachorowalnosci
po emigracji do krajow o wyzszej zapadalnosci, co tlumaczy si¢ zmiang trybu zycia

I nawykow zywieniowych [Yamada, 2006].
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W przebiegu kilku choréb uwarunkowanych genetycznie istnieje zwigkszone
ryzyko transformacji ztosliwej, jak ma to miejsce w zespole Peutza i Jeghersa
oraz polipowatosci mlodzienczej. Przyczynami tych zespotdow sa mutacje w genach
SMAD4 (ang. SMAD family member 4), BMPR1A (ang. bone morphogenetic protein
receptor type 1A) oraz STK11/LKB1 (ang. serine/threonine kinase 11) [Szczeklik, 2017].
Zwigkszone ryzyko rozwoju raka jelita grubego obserwowane jest takze u o0sob,
u ktorych odnotowano wsrod krewnych 1° jego przypadki — niezaleznie od rozpoznania
ktorego$ z wyzej wymienionych zespotow o podtozu genetycznym [Szmidt, 2010].

Do mieszanych czynnikéw etiologicznych zalicza si¢ migdzy innymi,
zwickszajaca  500-krotnie ryzyko raka jelita grubego, ureterosigmoidostomie
wykonywang w nastepstwie chirurgicznej resekcji raka pecherza moczowego.
Zwigkszone zagrozenie opisywane jest réwniez u pacjentOw po przeprowadzonej
cholecystektomii oraz po wielokrotnej ekspozycji narzadow jamy brzusznej
na promieniowanie jonizujace [Szmidt, 2010].

Do stanow przednowotworowych wlicza si¢ réwniez obecno$¢ pojedynczych
gruczolakow i/lub nieswoistych chordb zapalnych jelit, w tym choroby Lesniowskiego
I Crohna oraz wrzodziejacego zapalenia jelita grubego [Szczeklik, 2017; Yamada, 2006;
Szmidt, 2010]. Trwajace dwie dekady wrzodziejace zapalenie jelita grubego zwigksza
ryzyko transformacji nowotworowej o 5%, a trwajace pig¢ lat dtuzej — nawet o 12%
[Partyka, 2010].

Niewielka czg$¢ rakow jelita grubego ma charakter dziedziczny,
jak w przypadku rodzinnej polipowatosci gruczolakowatej (FAP), czy polipowatosci
jelita grubego zwigzanej z genem MUTYH [Kotos, 2016]. Do dziedzicznych rakow
jelita grubego zaliczamy takze inne zespoty polipowatosci rodzinnej oraz zespot Lyncha
[Szczeklik, 2017].

Zespoty polipowatosci rodzinnej stanowig okoto 1% przypadkow raka jelita
grubego [Yamada, 2006]. Wtacza si¢ do tej grupy miedzy innymi rodzinng
polipowato$¢ gruczolakowata FAP wraz z jej wariantami — zespotem Gardnera
1 zespotem Turcota. Pierwszy z nich, poza obecnoscig wielu polipow o typie
gruczolakow, charakteryzuje powstawanie Kostniakow i nowotwordéw tkanek miekkich.
W zespole Turcota, obok gruczolakowatosci jelita grubego, opisywane sa nowotwory
ztosliwe osrodkowego ukladu nerwowego. Podlozem FAP s3 mutacje w genach APC

(ang. adenomatous polyposis coli) i MUTYH (ang. mutY DNA glycosylase),
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ktore stwierdza si¢ odpowiednio u 90% i 8% chorych [Szczeklik, 2017]. Osoby
z rodzinng polipowatoscig gruczolakowata wykazuja prawie 100% ryzyko rozwoju raka
jelita grubego do 40. roku zycia [Rawla, 2019].

Zespot  Lyncha, czyli dziedziczny rak jelita grubego niezwigzany
z polipowato$cig (HNPCC ang. hereditary non-polyposis colorectal cancer), sprzezony
jest ze zmianami w obrebie genéw naprawczych DNA, czyli grupa genéw mismatch
repair (MMR): MLH1 (ang. MutL Homolog 1) i MSH2 (ang. MutS Homolog 2) w 80%,
MSH6 (ang. MutS Homolog 6) w 10-12%, PMS1 i PMS2 (ang. PMS1 Homolog 1
i PMS1 Homolog 2) w 2-3%. Prawdopodobienstwo rozwoju raka jelita grubego na tle
HNPCC wynosi od 25% do 70%. Zespoét Lyncha odpowiada za okoto 1-3%
przypadkow raka jelita grubego, ale wigze si¢ réwniez z wiekszym zagrozeniem
rozwoju nowotworow ztosliwych innych narzadow, w tym: moézgu, zotadka, trzustki,
drog zotciowych, jelita cienkiego, jajnika, trzonu macicy, skory oraz uktadu moczowego

[Szczeklik, 2017; Yamada, 2006].

2.3. Patogeneza

Kancerogeneza jest patologicznym procesem prowadzacym do rozwoju
nowotworu. Przyczyna jego powstania jest postepujagca kumulacja wieloletnich
i trudnych do przewidzenia uszkodzen sekwencji DNA w kolejnych genach
odpowiedzialnych za proliferacj¢, roéznicowanie, kontrole cyklu komoérkowego
czy apoptoze [Francuz, 2016]. W rezultacie dochodzi do zaburzen cyklu komérkowego
prawidtowej komorki i przejscie jej na tzw. tor mutacyjny. Pojawienie si¢ pierwszych
zmian w obrebie genow kontrolujgcych cykl komorkowy nazywane jest fazg inicjacji
kancerogenezy. W wyniku przekazania mutacji komérkom potomnym powstaje klon
zbudowany z komorek charakteryzujacych si¢ niekontrolowanym i nieograniczonym
podzialem komoérkowym — tak zwana faza promocji. Z czasem komorki te na skutek
zmian w kolejnych genach nabierajg zdolnosci do naciekania okolicznych tkanek
I tworzenia przerzutow odlegltych, przechodzac tym samym w faze progresji
nowotworzenia [Tomasetti, 2017; Wronkowski, 2008].

Na kancerogeneze¢ sktada si¢ wiele etapow, a proces transformacji prawidtowe;j

tkanki, poprzez stadium gruczolaka, w raka jelita grubego trwa wiele lat. W komorce
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dochodzi do kumulacji licznych zmian genetycznych i epigenetycznych. Wsrod szlakow
prowadzacych do rozwoju raka jelita grubego wymienia si¢ niestabilnos¢
chromosomowg CIN (ang. chromosomal instability), niestabilno$¢ mikrosatelitarng MSI
(ang. microsatellite instability) oraz niestabilno$¢ epigenetyczng CIMP (ang. CpG
island methylator phenotype) [Pino, 2010; Mojarad, 2013].

Wszystkie  wymienione szlaki wzajemnie si¢ przenikaja powodujac,
ze W genomie pojedynczej komorki nowotworowej moze dochodzi¢ do mutacji nawet
w 15 genach ,.kandydujacych”, bezposrednio zwigzanych z rozwojem raka i 61 rzadziej
spotykanych genach ,pasazerskich”, o posredniej roli w onkogenezie. Tak duza
ztozono$¢ 1 roznorodnos¢ zmian w genach $wiadczy 0 nieprzewidywalno$ci
kancerogenezy oraz sprawia, ze wplyw pojedynczej mutacji na caly proces staje si¢
trudny do okreslenia [Markowitz, 2009].

Rycina 5: Szlaki kancerogenezy prowadzace do rozwoju raka jelita grubego [Pino,
2010; Mojarad, 2013].

NIESTABILNOSC
MIKROSATELITARNA
(MSI)

NIESTABILNOSC NIESTABILNOSC
CHROMOSOMOWA EPIGENETYCZNA
(CIN) (CIMP)
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SZLAK KANCEROGENEZY CIN (NIESTABILNOSC CHROMOSOMOWA)

Klasyczny model rozwoju raka jelita grubego wg Fearona i Vogelsteina zaktada
wspotwystepowanie mutacji w genach supresorowych inicjujacych proces rozwoju
gruczolaka, takich jak APC, DCC (ang. deleted in colorectal carcinoma) czy TP53
(ang. tumor protein p53) oraz naktadajacych si¢ na nie mutacji protoonkogendéw
np. K-RAS (ang. KRAS proto-oncogene, GTPase), N-RAS (ang. NRAS proto-oncogene,
GTPase), H-RAS (ang. HRas proto-oncogene, GTPase) i C-MYC (ang. MYC proto-
oncogene, bHLH transcription factor), ktoére warunkuja dalsza progresje zmian.
(Rycina 6) [Szczeklik, 2017; Szmidt, 2010]. Szacuje si¢, ze transformacja gruczolaka
do nowotworu ztosliwego trwa wtedy od 10 do 20 lat [Rawla, 2019].

Rycina 6: Klasyczny model rozwoju sporadycznego raka jelita grubego wg Fearona
i Vogelsteina [Tobias, 2013].
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Jest to najdluzej znany szlak, zwany rowniez szlakiem niestabilnosci
chromosomowej, obserwowany w przypadku wigkszosci (65-70%) spontanicznych
rakow jelita grubego. CIN jest wynikiem kumulacji nieprawidlowosci kariotypowych
oraz typowych mutacji w genach supresorowych i protoonkogenach, ktore aktywuja
inne szlaki kluczowe w patogenezie raka jelita grubego [Pino, 2010].

Krytycznym momentem inicjujacym szlak kancerogenezy wydaje si¢ by¢
mutacja w obr¢bie genu APC. W jej wyniku dochodzi do zakldcenia tworzenia
przez biatko APC kompleksu z elementami szlaku Wnt, m.in. p-katening, aksyng
oraz GSK-34 (ang. glycogen synthase kinase-35) i CKlal/e (ang. casein Kinase lo/e).
Prowadzi to do kumulacji p-kateniny w cytozolu, ktora penetruje do jadra
komorkowego i poprzez czynniki transkrypcyjne LEF (ang. lymphoid enhancer factor)
i TCF (ang. T-cell factor) nasila ekspresje wielu genéw zaangazowanych we wzrost
I iInwazyjnos$¢ komorek [Pino, 2010].

Z kolei mutacje w genie K-RAS blokujg kodowany przez niego enzym w aktywnej
formie zwigzanej z GTP, co prowadzi do aktywacji biatek z grupy Ras, ktore poprzez
inne szlaki sygnatowe wpltywaja na wzrost, proliferacje, roznicowanie, cykl komorkowy
czy hamowanie apoptozy. Mutacje w obrebie genu K-RAS nie sg jednak w stanie
samodzielnie wywota¢ inicjacji kancerogenezy [Pino, 2010].

Kluczowym elementem szlaku CIN jest defekt w genie TP53, ktorego konsekwencja
jest transformacja gruczolaka w raka jelita grubego. Przyczyna w wigkszos$ci sa mutacje
zmiany sensu zlokalizowane w obrebie pigciu szczegdlnie podatnych miejsc tzw. ,,hot
spotow” w kodonach 175, 245, 248, 273 i 282. Mutacje te prowadza do utraty
supresorowej funkcji biatka TP53 o aktywno$ci czynnika transkrypcyjnego,
ktéry wptywa na cykl komoérkowy, angiogenezg, roznicowanie i migracj¢ komorek.
Inaktywacja TP53 prowadzi przede wszystkim do utraty zdolnosci indukcji apoptozy
w odpowiedzi na uszkodzenia DNA i uniemozliwia uruchomienie procesow
naprawczych [Pino, 2010].

W podobnym momencie szlaku kancerogenezy opisywane sa mutacje w innych genach
supresorowych, takich jak SMAD2 czy SMADA4, ktorych produkty biatkowe sa
elementami szlaku TGF-f regulujacego wzrost, rdéznicowanie i apoptoze komorek.
Nie bez =znaczenia jest rowniez nadekspresja takich czynnikow jak COX-2,
ktora poprzez zwigkszenie syntezy VEGF (ang. vascular endothelial growth factor)
I FGF2 (ang. basic fibroblast growth factor) nasila proces angiogenezy [Pino, 2010].

Pomimo tego, kolejnos¢ zmian molekularnych w komorce moze odbiegaé
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od zaproponowanego przez Fearona i Vogelsteina modelu rozwoju sporadycznego raka
jelita grubego, a w szlak CIN moga by¢ zaangazowane roOwniez inne geny,
takie jak PIK3CA, BRAF, DCC, AXIN2, NRAS czy rzadziej HRAS [Pino, 2010; Nguyen,
2018].

SZLAK KANCEROGENEZY MSI (NIESTABILNOSC MIKROSATELITARNA)

Druga mozliwa droga transformacji nowotworowej nablonka jelita grubego

zaktada inaktywacje gendw mutatorowych, ktorych produkty bialkowe zwigzane sa
z naprawg uszkodzonego DNA.
Mutacje w obrgbie genéw naprawczych tzw. MMR (ang. mismatch repair genes),
jak MLH2, MSH1, MSH6 czy PMS2 doprowadzaja do nieograniczonej hiperplazji
komorek nablonkowych poprzez powstanie niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI)
definiowanej jako zmienno$¢ krotkich, wielokrotnych powtorzen nukleotydowych
[Szczeklik, 2017; Yamada, 2006; Szmidt, 2010]. Te rozproszone po calym genomie
powtorzenia mikrosatelitarne — nazywane rowniez krotkimi  powtorzeniami
tandemowymi STR (ang. short tandem repeats) — charakteryzuja si¢ szczegélnie
wysoka czestoscig mutacji, ktore moga powstawaé na przyktad w wyniku poslizgu
polimerazy DNA.

MSI stwierdzana jest w dziedzicznych zespotach, jak ma to miejsce w zespole
Lyncha (opisywany u 3% osob z rakiem jelita grubego), ale moze takze wystepowac
w rakach sporadycznych u 15% chorych. Kumulacja mutacji w obrebie genow
naprawczych skutkuje rozwojem klonu komoérkowego wymykajacego sie
spod mechanizméw kontrolujacych wzrost komorkowy [Szczeklik, 2017; Yamada,
2006; Szmidt, 2010; Kotos, 2016].

W  zalezno$ci od stopnia niestabilno$ci mikrosatelitarnej wyr6znia si¢
nowotwory: MSI-High, MSI-Low oraz MSS (ang. microsatellite stable),
z ktorych kazdy charakteryzuje si¢ roznym rokowaniem. Szlak MSI inicjowany jest
mutacjami somatycznymi w obrgbie genow MMR lub zaburzeniami epigenetycznymi
powstajacymi na przyklad w efekcie hipermetylacji regionu promotorowego genu
MLH1. Wskutek inaktywacji genow MMR zmiany w sekwencji DNA nie moga by¢
korygowane, co moze prowadzi¢ do rozwoju gruczolaka [Kotos, 2016; Nojadeh, 2018].
Kolejnym etapem, umozliwiajagcym przej$cie gruczolaka w raka sa mutacje w genach

TGFBR2 oraz BAX [Markowitz, 2009].
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Ocena MSI w tkance nowotworowej moze by¢ szczegdlnie pomocna
przy okreslaniu celow terapeutycznych i prognostycznych [Nojadeh, 2018].
Wiele doniesien sugeruje, ze raki MSI-H cechuja si¢ lepszym rokowaniem niz MSI-L
czy MSS, jednak wigza si¢ one ze stabszg odpowiedzig na stosowany w leczeniu
5-fluorouracyl. Z tego powodu okreslanie u pacjentow markerow niestabilnoSci
mikrosatelitarnej, jakimi sa np. BAT-25, BAT-26, NR-21 i NR-24, moze sta si¢
podstawg do podjecia decyzji o zastosowaniu chemioterapii adiuwantowej [Dotan,
2011; Murphy, 2006].

SZLAK KANCEROGENEZY CIMP (NIESTABILNOSC EPIGENETYCZNA)

Trzecim szlakiem zaangazowanym w rozwdj raka jelita grubego jest $ciezka
zwigzana z niestabilnoscig epigenetyczng, obejmujaca miedzy innymi proces metylacji
DNA.

Proces przylaczania reszt metylowych do zasad azotowych zachodzi zazwyczaj
w miejscach bogatych w pary cytozyna-guanina, czyli tak zwanych wyspach CpG
obecnych powszechnie w regionach promotorowych genow. W momencie przytaczenia
reszty metylowej do cytozyny dochodzi do inaktywacji promotora, co sprawia,
ze metylacja DNA stanowi jeden z mechanizméw regulujacych ekspresj¢ genow.

W  odréznieniu od komorek prawidlowych, w komorkach raka jelita grubego
zauwazalna jest og6lna hipometylacja genomu z jednoczesna lokalng hipermetylacja
wysp CpG promotorow wybranych gendéw. Zwigkszona metylacja regionow
promotorowych genoéw supresorowych moze powodowac ich funkcjonalng inaktywacje,
podczas gdy hipometylacia DNA moze aktywowac protoonkogeny. Opisywane
zaburzenia wzoru metylacji DNA stanowig jedno z wczesniejszych zdarzen na drodze
kancerogenezy, a nawet moga ja wyprzedza¢ [Markowitz, 2009; Tokarz, 2013].

Grupa nowotworéw o wysokim poziomie metylacji wielu gendw okreslana jest
fenotypem metylatora wysp CpG (CIMP), ktory rozpoznawany jest w okoto 15%
przypadkow raka jelita grubego.
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W zalezno$ci od nasilenia metylacji wyrdznia si¢ dwa fenotypy CIMP:

a) CIMP-high, z hipermetylacja wielu genéw, ktoremu dodatkowo towarzyszy
MSI i mutacje genu BRAF oraz

b) CIMP-low, z mniejszg liczba hipermetylowanych genoéw oraz mutacjami
genu K-RAS [Markowitz, 2009; Tokarz, 2013; Mojarad, 2013].

W pi$miennictwic wymieniane sg rozne grupy genow, ktore sa wykorzystywane
do oceny CIMP. Parker i wsp. jako markery CIMP proponuje pie¢ genéw MLH1, p16,
MINT1, MINT2 i MINT31, natomiast Weisenberg i wsp. opieraja swojg oceng
0 NEUROG1, SOCS1, RUNX3, IGF2 oraz CACNALG [Tokarz, 2013].

Najczgsciej obserwowane zmiany metylacji maja miejsce w genach hMLH1, p16

oraz MGMT. Wyciszenie ekspresji nalezgcego do grupy MMR genu hMLH1 skutkuje
niedoborem biatka odpowiedzialnego za naprawe btednie sparowanych zasad. Efektem
tego jest duze nagromadzenie mutacji, w tym w obrebie sekwencji mikrosatelitarnych,
doprowadzajacych do niestabilnosci MSI.
Z kolei niedobér biatka kodowanego przez MGMT uniemozliwia sprawne usuwanie
grup alkilowych dotaczanych do DNA, a obserwowana u 40% pacjentow
hipermetylacja w obrebie genu supresorowego pl6 powoduje niedobdr biatka
spowalniajacego cykl komorkowy [Tokarz, 2013].

Uwaza si¢, ze z powstaniem gruczolakow =z prawidlowych komorek
nabtonkowych zwigzana jest metylacja w obrgbie promotoréw genow: APC, pl4,
CDH1, DAPK1, JAM2, CNRIP1, ADHFE1, ITGA4, IRF4, TWIST1, ST6GALNACS,
NRG1, FLI1, EYA4, SLC5A8, SFR2, SFR4, SFR5. Moga dzigki temu staé si¢
W przysztosci potencjalnymi markerami wczesnego raka jelita grubego. Natomiast
moment przej$cia gruczolaka w raka kojarzony jest z hipermetylacja takich genow jak:
JAM2, CNRIP1, FLI1, ADHFEL, IRF4, TWIST1, ST6GALNACS5, NRG1 oraz EYA4
[Tokarz, 2013].

Wymienione szlaki prowadzace do rozwoju raka jelita grubego mogg naktadac
si¢ wzajemnie lub wystepowac na réznych etapach przebiegu kancerogenezy. Sktania
to do podejmowania kolejnych badan poszerzajacych aktualng wiedz¢ o mechanizmach,

ktore wptywaja na wyzej omoéwione Sciezki. Doktadniejsze poznanie tych procesow
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moze zaowocowal w przysztosci opracowaniem nowych metod diagnostycznych,
przystuzy¢ si¢ do celow prognostycznych, a nawet sta¢ si¢ kryterium wyboru terapii

dobieranej indywidualnie do profilu zmian genetycznych pacjenta.

Dla wyeliminowania niespdjnosci pomiedzy réznymi klasyfikacjami raka jelita
grubego zaproponowano podzial uwzgledniajacy zmiany w obrebie gendow. Stworzenie
klasyfikacji molekularnej pozwolito na wyodrebnienie czterech podtypow raka jelita
grubego (CMSs, ang. consensus molecular subtypes). Kazdy z nich charakteryzuje sie
odmiennym przebiegiem klinicznym 1 odpowiedzia na leczenie, dzigki czemu
klasyfikacja ta moze sta¢ si¢ cennym narzedziem w zindywidualizowanym doborze
terapii [Nojadeh, 2018].
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Tabela 2: Porownanie podtypow molekularnych raka jelita grubego [Nojadeh, 2018;
Thanki, 2017].

Czestos¢
Podtyp Nazwa wystepowania Charakterystyka nowotworu
[%0]
duza ilo$¢ mutacji; obecnos¢ MSI i CIMP;
najczestsza lokalizacja: prawa strona
okreznicy; duza immunogennos¢;
CMS1 immunologiczny 14 pomyslne rokowanie w przypadku
wykrycia przed powstaniem przerzutow
a zle przy nawrocie choroby; wskaznik
przezy¢ 5-letnich: 73%
lokalizacja: lewa strona okreznicy;
mniejsza niz W CMSI1 ilo$¢ mutacji;
S kanoniczny - fenotyp CIN; aktywacja szlakow Wnt

I Myc; najwyzszy wskaznik przezy¢
5-letnich (77%); lepsze rokowanie
po nawrocie choroby niz CMS1
ilo§¢ mutacji mniejsza niz CMS1,
ale wigksza niz CMS2 i 4; fenotyp CIN;
CMS3 metaboliczny 13 MSI wigksza niz CMS2 i CMS4; komorki
wzbogacone o wiele szlakow metabo-
licznych; wskaznik przezyc¢ 5-letnich: 75%
zwigkszona sygnalizacja szlaku TGF-£;
fenotyp CIN; duza inwazyjno$¢; nasilona
angiogeneza; silna sygnalizacja
prozapalna; staba odpowiedz
CMS4  mezenchymalny 23 na chemioterapi¢; najnizszy wskaznik
przezy¢ 5-letnich (62%); przy przerzutach
oporno$¢ na leczenie przeciwko
receptorom EGFR (niezaleznie od mutacji

KRAS)

Pozostate 13% rakow wykazuje posrednie cechy wymienionych podtypow.
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Rycina 7: Udziat r6znych czynnikéw molekularnych w patogenezie raka jelita grubego

[https:/linkd.pl/z2df].
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2.4. Objawy kliniczne

Polipy zlokalizowane w obrgbie jelita grubego bardzo rzadko manifestuja

objawy i z tego powodu najczgsciej wykrywane sg przypadkowo podczas badania
endoskopowego.
W przypadku polipéw zlokalizowanych w odbytnicy czgstym objawem sg krwawienia,
ktore z czasem mogg doprowadza¢ do rozwoju niedokrwistosci mikrocytarne;.
Dodatkowo moga objawia¢ si¢ obecnoscig Sluzu w kale i uczuciem parcia na stolec.
Innym polipom towarzysza biegunki, objawy niedroznosci lub wgtobienia jelit [Szmidt,
2010].

Statystycznie najczesciej, bo w 30-50% przypadkow, rak jelita grubego
umiejscawia si¢ w odbytnicy. Rzadziej rozpoznawany jest w obrgbie esicy (15-20%),
okreznicy wstepujacej i katnicy (15%), okreznicy poprzecznej (10%), a najrzadziej
w okr¢znicy zstepujacej (5%). Rodzaj oraz nasilenie objawow raka jelita grubego
sg zalezne od lokalizacji nowotworu, ale réwniez od jego typu i stopnia zaawansowania
[Szmidt, 2010].

Woczesne symptomy raka jelita grubego bardzo czgsto sg niespecyficzne i moga
zosta¢ zbagatelizowane przez pacjentdw. Do najczgstszych z nich zaliczamy zmiang
rytmu wyprdznien, przewlekte lub nawracajace biegunki i zaparcia, chroniczne bole
brzucha, zmniejszenie $rednicy stolca, nieustgpujace po wyprdéznieniu uczucie parcia
na stolec oraz ogolne ostabienie lub przemeczenie [Wronkowski, 2008; Leszczynski,
2012].

Manifestacja wyzej wymienionych objawow jest zalezna od lokalizacji

nowotworu.
W przypadku usytuowania raka w prawej potowie okreznicy, jedynym objawem moze
by¢ postepujaca niedokrwisto§¢ z niedoboru zelaza spowodowana utajonym
krwawieniem do $wiatta przewodu pokarmowego. Jesli zmiang nowotworowa objeta
zostanie lewa potowa okr¢znicy obserwowane sa rowniez jawne krwawienia
dostrzegane przez pacjentow podczas wyprdéznien oraz naprzemienne biegunki
| zaparcia. Bardzo wazne jest ustalenie przyczyny obecnosci krwi w kale, poniewaz
stosunkowo czgsto objaw ten jest lekcewazony 1 przypisywany innym schorzeniom
np. chorobie hemoroidalne;j.

Umiejscowienie raka w odbytnicy, z uwagi na jej anatomiczne przewezenie, moze
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objawia¢ si¢ poczatkowo niedroznoscig. Stosunkowo rzadko w przebiegu choroby
pojawiaja si¢ bezposrednio zagrazajace zyciu Krwotoki lub perforacje [Szczeklik, 2017;
Wronkowski, 2008].

2.5. Diagnostyka

BADANIA PRZESIEWOWE W DIAGNOSTYCE RAKA JELITA GRUBEGO

Z definicji, badania przesiewowe maja na celu wykrycie choroby
na jej poczatkowym etapie, przed wystgpieniem jej pierwszych symptomow
w populacji ogolnej. W diagnostyce raka jelita grubego wymieniane sg dwie strategie
badan przesiewowych, ktore powinny by¢ zintensyfikowane po 50. roku zycia, hawet
u 0s6b niebedacych w grupie podwyzszonego ryzyka.

Pierwsza, jednostopniowa, zaktada przeprowadzanie kontrolnej kolonoskopii
co 10 lat, natomiast druga — nazywana dwuetapowg — wykonywanie rokrocznie badania
kalu w kierunku obecnosci krwi utajonej (FOBT, ang. fecal occult blood test)
i dodatkowo kolonoskopii w przypadku dodatniego wyniku testu. Wedtug aktualnych
wytycznych test na krew utajong w kale pelni nadrzedng role wzglgdem kolonoskopii
(tzw. prescrining) i powinien by¢é wykonywany co 2 lata [Szczeklik, 2017;
Wronkowski, 2008; Rawla, 2019].

Istotnym atutem przemawiajacym za FOBT jest wysoka dodatnia warto$¢
predykcyjna testu, poniewaz jego czulo$¢ sigga 95,6%. Zgodnie z dwustopniowa
strategig diagnostyki, kazdy dodatni wynik FOBT powinien w dalszej kolejnosci zosta¢
zweryfikowany w badaniu kolonoskopowym. Dzigki zastosowaniu takiego schematu
badan przesiewowych u osob powyzej 50. roku Zzycia, mozliwe staje si¢ wczesne
wykrycie nowotworu i zmniejszenie umieralnosci pacjentéow o okoto 20-30% [Szmidt,
2010; Szczeklik, 2017; Wronkowski, 2008; Rawla, 2019; Jeziorski, 2005].

Wiele krajow, w tym Polska, wprowadzilo wtasne programy badan
przesiewowych w kierunku diagnostyki raka jelita grubego. Wydaje sie,
ze ich wdrozenie przynosi wymierne efekty, o czym moze $wiadczy¢ chociazby
zmniejszenie umieralnosci Polek na raka jelita grubego od 2010 roku, czy ogolny

spadek $miertelnosci w krajach rozwinietych [Szczeklik, 2017; Wronkowski, 2008;
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Rawla, 2019]. Odrebnosci diagnostyczne badan przesiewowych w kierunku raka jelita
grubego zostaty ujete w Tabeli 3.

W diagnostyce raka jelita grubego kluczowe jest wczesne wykrycie zmian
nowotworowych, zwiekszajace szanse na skuteczne wyleczenie. Z tego powodu

ogromng role przypisuje si¢ badaniom przesiewowym.

Tabela 3: Schemat badan przesiewowych w kierunku wykrywania raka jelita grubego
[Szmidt, 2010].

UJeTon;/Z:Ir\::;wad co 10 lat > 50 roku zycia
a) jeden krewny I° z rozpoznaniem raka jelita grubego
po 60 r. z. — badania przesiewowe od 40 r. z.
pozytywny wywiad b) > 2 krewnych I° z rozpoznaniem raka jelita grubego
rodzinny w Kierunku po 60 r. z. lub jeden krewny I° z rozpoznaniem raka
raka jelita grubego jelita grubego przed 60 r. z. — badania od 40 r. Z.
lub dekad¢ wczesniej niz wiek najmtodszego
krewnego z rozpoznanym rakiem jelita grubego
bozytywny wywiad a) pelna kolonoskopia co 1-2 lata od 20-25 1. z.
rodzinny w kierunku b) gastro.skopia c0.2 lata Ofl 30r. z.
HNPCC c) u kobiet badania przesiewowe wykonywane co rok
w kierunku raka trzonu macicy
pozytywny wywiad
rodzinny w kierunku badanie molekularne oraz kolonoskopia co rok po 12-15 . z.
FAP

kolonoskopia wraz z pobraniem wycinkéw z miejsc
obecnos¢ choroby o
o zmienionych oraz losowych co 1-2 lata po 8 latach
zapalnej jelit _
od rozpoznania choroby
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Podstawowymi obrazowymi badaniami przesiewowym umozliwiajacymi
doktadna ocen¢ powierzchni btony §luzowej i stosowanymi w diagnostyce raka jelita
grubego sa metody endoskopowe. Zaliczamy do nich rektoskopi¢, sigmoidoskopie
oraz kolonoskopi¢. Niewatpliwg zaletg tych badan jest — oprocz doktadnej lokalizacji
raka — rowniez mozliwos¢ pobrania wycinkéw do analizy histopatologicznej
oraz doktadna ocena calego jelita w celu identyfikacji wszelkich zmian
synchronicznych. Czuto$¢ i swoisto$¢ kolonoskopii w wykrywaniu polipow siega
odpowiednio 95 i 99% [Szczeklik, 2017; Wronkowski, 2008; Yamada, 2006].
Odrgbnym badaniem przesiewowym, stosowanym w kombinacji z innymi metodami
diagnostycznymi lub uzupehniajaco dla kolonoskopii, moze by¢ radiologiczne badanie
dwukontrastowe [Szmidt, 2010].

Wskazania do przeprowadzenia kolonoskopii:

a) jawne lub utajone krwawienia w obrgbie dolnego odcinka jelita grubego
(FOBT),

b) diagnostyka zwezen jelita grubego widocznych podczas badan radiologicznych,

c) weryfikacja prawidtowych wynikow rektoskopii i badania radiologicznego
przy jednoczesnym wystepowaniu objawoéw chorobowych,

d) weryfikacja wynikéw watpliwych badania radiologicznego z kontrastem,

e) badania przesiewowe u 0sob z dodatnim wywiadem rodzinnym lub w stanach
przedrakowych,

f) diagnostyka przesiewowa polipow i raka jelita grubego,

g) diagnostyka nowotworow synchronicznych jelita grubego,

h) badania okresowe u 0sob w stanach przedrakowych lub z dodatnim wywiadem
rodzinnym w kierunku raka jelita grubego [Szmidt, 2010].

Doglebna ocena endoskopowa jest istotna ze wzglgdu na mozliwo$¢ wykrycia
polipow w innej lokalizacji (stwierdzanych u 30% pacjentow), a takze drugiego ogniska
raka (stwierdzanego u 1-3% chorych). Wprowadzenie obrazowych badan
przesiewowych przyczynito si¢ do redukcji umieralnosci az o 60-70% [Szczeklik,
2017].
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Przy wykonywaniu kolonoskopii istnieje niewielkie ryzyko powiktan, takich
jak perforacja $ciany jelita lub krwawienia (odpowiednio u 0,2% i 0,9% przypadkow),
ktore wzrasta przy wspotwystepowaniu uchytkéw, rozleglych procesow zapalnych

czy nowotworowych w obrebie jelita [Szmidt, 2010].

Podstawa rozpoznania raka jelita grubego jest mikroskopowa ocena pobranych
endoskopowo wycinkow wraz z ich klasyfikacja 1 oceng stopnia zroznicowania. Istniejg
trzy systemy oceniajgce stopien zaawansowania raka jelita grubego. Kazdy z nich
uwzglednia gleboko§¢ inwazji raka w obrgbie Sciany jelita, obecno$¢ przerzutow
do innych narzadow i regionalnych weztow chtonnych [Szczeklik, 2017; Wronkowski,
2008].

Najpopularniejsza jest kliniczna klasyfikacja TNM oceniajgca wielko$é
i glebokos¢ naciekania $ciany jelita przez zmiang pierwotng (cecha T — tac. tumor),
obecno$¢ przerzutow do regionalnych weztdéw chlonnych (cecha N — tac. nodi)

i przerzutow odlegtych (cecha M — tac. metastases) [Wronkowski, 2008].
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Tabela 4: Klasyfikacja kliniczna TNM oceny stopnia zaawansowania raka jelita

grubego [Wronkowski, 2008; Szmidt, 2010].

Stopien Opis
Tumor (T)

brak mozliwos$ci oceny gtebokosci naciekania $ciany jelita lub niekompletna
T informacja o wielko$ci zmiany pierwotnej
TO nie stwierdza si¢ pierwotnego ogniska raka
Tis rak przedinwazyjny, ograniczony do nabtonka btony §luzowej (rak in situ)
T1 rak nacieka tkanke podsluzowa
T2 rak nacieka bton¢ migeSniowa
T3 rak sigga blony surowiczej, ale nie zajmuje tkanek przyleghtych do jelita
T4a NOWOtwor zajmuje calg grubos¢ Sciany jelita oraz otrzewna trzewng
T4b  nowotwor obejmuje okoliczne narzady lub do nich przylega

Nodi (N)

NX brak mozliwosci oceny regionalnych weztoéw chtonnych
NO regionalne wezty chtonne wolne od komoérek nowotworowych
N1 ogniska metastatyczne w 1-3 regionalnych weztach chtonnych

Nla ognisko metastatyczne tylko w jednym regionalnym wezle chtfonnym

N1b ogniska metastatyczne w 2-3 regionalnych weztach chtonnych

brak ognisk metastatycznych, komorki nowotworowe obecne

Nie w tkance podsurowiczej, krezce lub niepokrytych otrzewna tkankach
N2 ogniska metastatyczne w > 4 regionalnych weztach chtonnych

N2a ogniska metastatyczne w 4-6 regionalnych weztach chtonnych

N2b ogniska metastatyczne w > 7 regionalnych weztach chtonnych

Metastases (M)

Mx niekompletna informacja na temat przerzutow odlegtych
MO brak odlegtych ognisk metastatycznych
M1 obecne odlegte ogniska metastatyczne

M1 ogniska metastatyczne zlokalizowane w jednym narzadzie
a
lub miejscu

M1b ogniska metastatyczne w > 2 narzadach lub miejscach
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Tabela 5: Klasyfikacje oceniajace stopien zaawansowania klinicznego raka jelita
grubego [Szczeklik, 2017; Wronkowski, 2008; Szmidt, 2010].

- Klasyfikacja - 5-letnie
Klasyfikacja Klasyfikacja :
Stopien Astlera- Opis przezycie
Dukesa pTNM
Collera [90]
rak
] ograniczony
0 - - Tis, NO, MO 100
do nabtonka
(rak in situ)
B1 T1, NO, MO LS
nieprzekra-
I A _ 85-100
B2 T2,No, Mo~ czajacy blony
migsniowej
A B2 T3, NO, MO rak
1B B B3 T4a, NO, MO  przekraczaja- 50-80
Inc C1l T4b, NO, MO cy $ciang jelita
T1-T2,
C1
N1/N1lc, MO
A C
T1,
C1
N2a, MO
T3-T4a,
C2
N1/N1lc, MO
T2-T3, N2a,
I B C C1/c2 przerzuty
MO
do weziow 30-60
T1-T2, N2b,
C1 chtonnych
MO
T4a, N2a,
C2
MO
T3-T4a, N2b,
I c C C2
MO
T4b, N1-N2,
MO
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dowolne T,

VA dowolne N,
M1la

dowolne T,

VB dowolne N,
M1b

przerzuty

odlegle
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Istnieje rowniez zaproponowana przez WHO klasyfikacja zlosliwosci
histologicznej Classification of Tumours of the Digestive System, ktorej kryterium
podziatu jest mikroskopowy obraz pobranego endoskopowo wycinka oceniajgcy jego

utkanie oraz parametry cytologiczne komoérek nowotworowych [Damjanov, 2013].

Tabela 6: Klasyfikacja zto§liwosci histologicznej gruczolakorakow wg Classification

of Tumours of the Digestive System [Damjanov, 2013].

Stopien Stopien :
) : ) Obraz mikroskopowy
zlosliwosci  zroznicowania

> 95% komorek stanowig prawidtowe pecherzykowe
lub cewkowe komorki gruczotowe 0 wihasciwym
ksztalcie 1 otwartym $wietle. Komorki rakowe maja
Gl dobry . . . . '
ksztalt szeScianu lub walca, zmienng ilo$¢ prawidlowe;
lub kwasochtonnej cytoplazmy oraz pgcherzykowe jadra
z gruboziarnistg chromatyng jadrowa.
prawidtowe komorki gruczotowe stanowia od 50%
) do 95% wszystkich komorek wycinka. Komorki
G2 umiarkowany o ' -
nowotworowe o opisanej wyzej morfologii tworza
nieregularne skupiska lub zwarte gniazda.
< 50% komorek wycinka  zbudowana  jest
z prawidlowych komorek gruczotowych. Komorki
G3 staby nowotworowe tworzg zbite struktury, wykazuja duza

zmiennos$¢ ksztaltow i moga penetrowa¢ do okolicznych

tkanek.

*  wymieniany przez WHO czwarty stopien zlosliwosci histologicznej G4
(gruczolakoraki niezroznicowane) nie jest uwzgledniany z uwagi na brak cech
morfologicznych, immunohistochemicznych i molekularnych charakterystycznych

dla komorek nabtonka gruczotowego.
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BADANIA UZUPELNIAJACE W DIAGNOSTYCE RAKA JELITA GRUBEGO

Uzupehiajagco do  kolonoskopii  lub  w  przypadku przeciwwskazan
do jej wykonania bywa stosowany wlew dwukontrastowy. Polega on na doodbytniczym
podaniu srodka cieniujgcego np. barytu wraz z powietrzem, co pozwala na lepsza
niz kolonoskopia ocen¢ miejsc powyzej zwezenia Swiatla jelita [Szmidt, 2010].

Inne badania obrazowe, takie jak USG i tomografia komputerowa umozliwiaja
ocen¢ stopnia zaawansowania raka oOraz pomagaja przy Okresleniu obecno$ci
regionalnych i odlegtych ognisk metastatycznych przed interwencja chirurgiczna.
Oceng stopnia zaawansowania nowotworu pierwotnego umozliwia rowniez tomografia
rezonansu magnetycznego (MRI, ang. magnetic resonance imaging), a RTG i TK klatki
piersiowej pozwalajg na wykrycie przerzutow odlegtych [Szmidt, 2010].

Do rozpoznania raka odbytu pomocne bywa nieinwazyjne badanie per rectum,
ktore jednak charakteryzuje si¢ niska czutoscia. W przypadku diagnostyki zmian
nowotworowych w obrgbie tego odcinka jelita grubego szczeg6lnie pomocna jest MRI.
Ocena stopnia zaawansowania nowotworu tej czgsci jelita przeprowadzana jest
za pomocg ultrasonografii endoskopowej (EUS, ang. endoscopic ultrasound)
[Szczeklik, 2017; Szmidt, 2010].

BADANIA DIAGNOSTYCZE W MONITOROWANIU TERAPII

Markery nowotworowe, takie jak antygen karcynoembrionalny CEA
(ang. carcino-embrionic antigen) i antygen CA 19-9, stuzag do monitorowania
skutecznosci leczenia oraz sygnalizuja nawrét choroby [Szczeklik, 2017; Wronkowski,
2008]. Z racji zbyt niskiej czutosci i swoistosci diagnostycznej (odpowiednio 40-50%
I 95%), a takze braku wzrostu stezenia CEA u 10-15% chorych, oznaczanie stezenia
CEA w surowicy nie moze by¢ wykorzystywane do wykrywania raka jelita grubego
[Solnica, 2014].
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BADANIA KONTROLNE PO LECZENIU CHIRURGICZNYM RAKA JELITA
GRUBEGO

Badania kontrolne po zabiegu majg za zadanie jak najszybciej wykry¢ wznowe
choroby oraz potencjalne ogniska metachroniczne. Co istotne, daja takze informacje
zwrotng onkologom i samym pacjentom co do skutecznos$ci podjetej terapii [Szmidlt,

2010].

Tabela 7: Schemat zalecanych badan kontrolnych po leczeniu raka jelita grubego
[Szmidt, 2010].

Badanie Stopien zaawansowania Czestos¢ wykonywania
) ) I, 11 co 6 miesiecy przez 5 lat
wywiad, badanie _ _
] co 3 miesigce przez 2 lata, pdzniej
przedmiotowe ", v

co 6 miesi¢cy przez 3 lata

(A co 6 miesiecy przez 5 lat
ocena stezenia CEA

_ co 3 miesigce przez 2 lata, pdzniej
W surowicy ", v o
co 6 miesigcy przez 3 lata

w ciggu roku od wykonania

) ] ) operacji, nast¢gpnie po 3 latach,
. niezaleznie od stopnia o ‘
kolonoskopia ) a pdzniej co 5 lat (po wykryciu
Zaawansowania )
polipow gruczolakowych kolejna

kolonoskopia po roku)

L [, 1, 11 rokrocznie przez 3 lata
TK klatki piersiowej,

. b ) co 3-6 miesigcy przez 2 lata,
jamy brzusznej,
iodni v pOzniej co 6-12 miesiecy
miednicy
przez 3 lata

Ponowny wzrost stezenia CEA w surowicy krwi po zabiegu, moze $wiadczy¢
0 wznowie choroby i obliguje do przeprowadzenia badania przedmiotowego,

ponownego wykonania kolonoskopii i TK klatki piersiowej, brzucha oraz miednicy.
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W przypadku niewykrycia przyczyny podwyzszonego stezenia CEA we krwi nalezy
rozwazy¢ wykonanie — niestosowanego w standardowym schemacie leczenia
pooperacyjnego — pozytonowg tomografic emisyjng (PET, ang. positron emission
tomography) lub powtérzy¢ TK po uptywie 3 miesiecy [Szmidt, 2010].

Do oceny wznowy po =zabiegach operacyjnych moze by¢ pomocna
radioimmunoscyntygrafia, MRI i PET, ktéra dodatkowo pozwala na wykrycie
nowotworu i precyzyjng lokalizacje przerzutow [Szczeklik, 2017; Leszczynski, 2012].
Jednak ze wzgledu na duze koszty badania Oraz malg ilo$¢ skanerow PET w kraju,

mozliwo$ci stosowania tej metody na szeroka skale sa ograniczone [Szmidt, 2010].

NOWE BADANIA DIAGNOSTYCZNE | DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA

Wraz z rozwojem technik diagnostycznych pojawiaja sie, obok standardowych
badan przesiewowych, rowniez badania molekularne stuzace m.in. do wykrywania
w komoérkach nablonkowych obecnych w kale mutacji niektérych genow
(np. protoonkogenu K-RAS) lub bardziej zaawansowane metody obrazowe,
jak kolonoskopia wirtualna (VD) [Szczeklik, 2017; Bal, 2013]. W zwigzku z mniejszym
obcigzeniem dla pacjenta, wynikajacym ze stosowania VD oraz mozliwosciag
wizualizacji miejsc niedostgpnych dla endoskopu, technika ta wykazuje przewage
nad tradycyjna kolonoskopia. Jednoczesnie zachowuje roéwnie wysoka czutos¢
i swoisto$§¢ diagnostyczng, co tomografia komputerowa. W przypadku polipow
o srednicy powyzej 10 mm czuto$¢ obu technik wynosi 90%, a swoisto$¢ 100%.
Do wykrywania polipéw o $rednicy mniejszej niz <5 mm, VD i TK majg mniejsze
znaczenie z powodu znacznie nizszej czutosci diagnostycznej wynoszacej okoto 59%.
Niewatpliwym ograniczeniem VD jest brak mozliwosci usuwania polipéw i pobierania
wycinkow do badan histopatologicznych ze zmienionych miejsc. Pacjenci poddawani
VD eksponowani Sg rowniez na dwukrotnie Wyzsza dawke promieniowania,
niz w przypadku tradycyjnej tomografii komputerowej. Ta ostatnia znalazta
zastosowanie w przedoperacyjnej ocenie wielkosci nowotworu, okreslaniu stopnia
naciekania okolicznych tkanek, czy wykrywaniu przerzutow odlegltych i w weztach
chtonnych [Szmidt, 2010].

W przysziosci, do s$rodoperacyjnej oceny blony sluzowej jelita grubego

i odpowiedniego doboru marginesu resekcji, pomocna moze sta¢ si¢ tomografia
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optycznej koherencji (OCT, ang. optical coherence tomography). Umozliwia
ona zwizualizowanie powierzchni btony S$luzowej za pomoca odbijajacych sig
od roznych struktur fal podczerwonych [Szmidt, 2010].

Wsrod potencjalnie przydatnych badan przesiewowych, wymieniane sg inne
metody molekularne oceniajace DNA komorek nabtonkowych znajdujacych si¢ w kale.
Zaktadajg one analize 21 mutacji zwigzanych z wystepowaniem raka jelita grubego.
Badanie to nie ustgpuje czutosciag FOBT (94,4% vs 95,6%), a charakteryzuje si¢ lepsza
skutecznoscia w wykrywaniu zaawansowanych nowotworow (51,6% vs 13-40%).
Kolejng zaleta analizy DNA jest fakt, ze do przeprowadzenia badania wystarczy
pobranie jednej probki katu, natomiast do wykonania testu na obecno$¢ krwi utajonej
niezbednych jest od 2 do 6 probek. Wadami badan molekularnych sg ich stosunkowo
wysokie koszty oraz brak aktualnych zalecen, co do czegstosci ich wykonywania
[Szmidt, 2010].

2.6. Leczenie polipow jelita grubego

Obecnos¢ polipow gruczolakowych jelita grubego wymaga ich endoskopowego
usunigcia, a nastgpnie przeprowadzenia specjalistycznego badania mikroskopowego.
Polipektomia uwazana jest za wystarczajacg metode leczenia gruczolakéw i ognisk raka
w obrebie gruczolakow ograniczonych do blony $luzowej i podsluzowej
potwierdzonych w badaniu histopatologicznym. Zabiegi chirurgiczne, polegajace
na czesSciowej resekcji odcinka jelita wraz z okolicznymi weztami chlonnymi,
przeprowadzane sg w Sytuacjach niedoszczetnej polipektomii gruczolaka z rakiem,
wysokiego stopnia ztosliwosci histologicznej polipa oraz w przypadkach naciekania
naczyn krwiono$nych lub chtonnych [Szmidt, 2010].

Wedlug zalecen ESGE (ang. European Society of Gastrointestinal Endoscopy)
z 2013 roku pacjenci po usunigciu gruczolakéw jelita powinni by¢ regularnie
poddawani  kontrolnej  kolonoskopii, celem wykrycia potencjalnych zmian

nowotworowych [Szczeklik, 2017].
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Tabela 8: Schemat wykonywania kontrolnych kolonoskopii po polipektomii [Szmidt,
2010].

Czestotliwos¢ wykonywania
Ilos¢ i Srednica usunietych polipow

kolonoskopii
1-2 gruczolaki < 1 cm po 5-10 latach
> 3 gruczolaki lub przynajmniej jeden > 1 cm
o o _ po 3 latach
lub o wysokim histologicznie zaawansowaniu
> 10 gruczolakow co 2-3 lata

ocena skuteczno$ci usunigcia gruczolaka o
) po 2-6 miesigcach
nieuszyputowanego

Odpowiednio wczesne wykrycie i usunigcie Wszystkich polipow ze §wiatla jelita
grubego zmniejsza ryzyko rozwoju raka o 95%, dlatego duza uwagg przywiazuje si¢
do regularnie wykonywanych badan przesiewowych.

Polipy mtodziencze (np. zesp6t polipowatosci mtodzienczej), polipy Peutza
i Jeghersa, polipy zwigzane z zespotem Cowden i polipy hiperplastyczne zaliczane sa
do polipow nienowotworowych, ktore nie podlegaja transformacji nowotworowe;j.
Standardowym sposobem postgpowania W tych przypadkach jest usunigcie polipow,
bez koniecznosci wykonywania ponadplanowych badan kontrolnych w przysztosci
[Szczeklik, 2017].

2.7. Leczenie raka okreznicy

LECZENIE OPERACYJNE

Podstawowym sposobem postepowania w zaawansowanej postaci operacyjnego
raka jelita grubego jest chirurgiczne usunigcie zmiany z marginesem tkanki zdrowej
I resekcja regionalnych weztow chtonnych. W przypadku rakdéw nieoperacyjnych
leczenie chirurgiczne wybierane jest ze wzgledu na probe zwigkszenia jakoSci zycia

pacjentow.
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Dodatkowo, zabieg operacyjny moze by¢ poprzedzony neoadiuwantowg radio-
i/lub chemioterapig, ktorych celem jest zarowno zmniejszenie objetosci nowotworu,
jak 1 obnizenie ryzyka powstania nawrotow miejscowych [Szczeklik, 2017; Szmidt,
2010].

Resekcja nowotworu wykonywana jest zwykle tradycyjng metoda
laparoskopowa lub — w przypadkach niewielkich i dobrze zréznicowanych nowotworow
— metodg endoskopowsg z dost¢pu przezodbytowego (TEM, ang. transanal endoscopic
microsurgery). Jedynie przy wystepowaniu powaznych przeciwwskazan mozna odstgpic¢
od leczenia operacyjnego na rzecz radykalnej radioterapii [Szczeklik, 2017; Szmidt,
2010].

Dobor leczenia dostosowywany jest indywidualnie do pacjenta, w zaleznosci
od stopnia zaawansowania nowotworu potwierdzonego przed zabiegiem [Szmidt,
2010].

Tabela 9: Zalecenia dotyczace leczenia operacyjnego raka jelita grubego wedlug
National Cancer Institute [Szmidt, 2010].

Stopien :
: Postepowanie
zaawansowania

polip lub zmiana miejscowa — usunigcie z zachowaniem marginesu

0 cigcia

brak mozliwosci usunigcia miejscowego — resekcja fragmentu jelita

resekcja fragmentu jelita z zachowaniem szerokiego marginesu

cigcia z utworzeniem zespolenia pierwotnego

stadium T3 bez dodatkowych czynnikow ryzyka (tj. bez naciekania
naczyn krwionosnych i chtonnych, przebadanie minimum 12
weztow chlonnych, brak perforacji raka w nastepstwie leczenia,
brak niedroznosci jelita i dodatniego marginesu resekcji) — resekcja
fragmentu jelita z zachowaniem szerokiego marginesu ciecia
z utworzeniem zespolenia pierwotnego oraz rozpatrzenie zasadnosci

wlaczenia uzupetniajacej chemioterapii

stadium T4 lub T3 z dodatkowymi czynnikami ryzyka — resekcja
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fragmentu jelita z zachowaniem szerokiego marginesu ciecia
z utworzeniem zespolenia pierwotnego oraz uzupehniajaco

chemioterapia lub badania kontrolne

resekcja fragmentu jelita z zachowaniem szerokiego marginesu
i cigcia z utworzeniem zespolenia pierwotnego oraz uzupelniajgco

chemioterapia

przerzuty operacyjne w obrebie watroby i ptuc:
a) resekcja fragmentu jelita potaczona z usunigciem przerzutow
oraz chemioterapig uzupetniajgca lub
b) przedoperacyjna chemioterapia potaczona =z resekcja
fragmentu jelita, usunieciem przerzutéw oraz uzupetniajaca
chemioterapig lub
c) resekcja jelita z chemioterapig, a nastgpnie usunigcie

przerzutéw i ponowna chemioterapia

przerzuty nieoperacyjne w obrebie watroby i ptuc:
a) Chemioterapia oraz ponowne rozpatrzenic mozliwosci
resekcji,

b) w przypadku niedroznosci — resekcja jelita.

W przypadku lokalizacji nowotworu w katnicy lub okreznicy wstepujacej
przeprowadza si¢ hemikolektomi¢ prawostronng, polegajaca na wycieCiu prawej
polowy okreznicy z pOzniejszym wytworzeniem zespolenia jelita kretego
Z poprzecznicy.

W przypadku umiejscowienia raka w sgsiedztwie zgiecia watrobowego okreznicy
stosuje si¢ poszerzong hemikolektomi¢ prawostronng z usuni¢ciem poprzecznicy.
Hemikolektomi¢ lewostronng przeprowadza si¢ W leczeniu raka okrg¢znicy zstepujacej
oraz niektorych przypadkow raka esicy. Cigglos¢ jelita zachowywana jest dzigki
chirurgicznemu zespoleniu poprzecznicy z okreznicg esowatg lub odbytem.

W sytuacji, gdy zmiany nowotworowe znajduja si¢ w okrgznicy poprzecznej blizej
zgiecia watrobowego stosuje si¢ poszerzong hemikolektomi¢ prawostronna,
a w przypadku lokalizacji blizszej zgiecia sledzionowego poszerzong hemikolektomie

lewostronng.
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Nowotwory esicy usuwane Sg operacyjnie z utworzeniem zespolenia migdzy zstepnica
i odbytnica, a w przypadkach =zajecia gornego odcinka okreznicy esowatej

przeprowadzana jest hemikolektomia lewostronna [Szmidt, 2010].

Subtotalng kolektomie, polegajaca na usunigciu okreznicy wraz z koncowym
odcinkiem kretnicy i goérnym odcinkiem odbytnicy, z utworzeniem zespolenia
kretniczo-odbytniczego, wykonuje si¢ w przypadku:

a) synchronicznych rakow jelita grubego,

b) rakéw metachronicznych, po resekcji fragmentu jelita grubego

W przesziosci,

c) perforacji poczatkowego odcinka jelita grubego na tle niedroznosci,

d) o0sdb z rodzinng polipowatoscia gruczolakows jelita grubego — FAP,

e) niektorych pacjentow z HNPCC [Szmidt, 2010].

LECZENIE UZUPELNIAJACE

Wedlug aktualnych wytycznych chemioterapia stosowana jest uzupeiniajgco
do leczenia chirurgicznego rakéw okreznicy w Il i IV oraz niektorych przypadkach
Il stopnia zaawansowania nowotworu. Dzigki wdrozeniu leczenia uzupetniajacego
zauwazalnie zmniejszata si¢ liczba nawrotow i zgondow pacjentow z 40% do 20%,
a odsetek przezy¢ 5-letnich wzrastat o 10%. W przypadku chorych z odlegtymi
przerzutami do innych narzadéw chemioterapia Stuzy jedynie leczeniu paliatywnemu,
a w przypadkach niskiego stadium zaawansowania leczenie uzupeilniajgce nie jest
w ogole zalecane. Decyzja 0 wiaczeniu cytostatykow do terapii zawsze podejmowana
jest indywidualnie przez lekarza po uwzglednieniu stopnia zaawansowania nowotworu
i obecnosci czynnikéw prognostycznych, takich jak:

a) stan zréznicowania nowotworu,

b) obecnos¢ naciekow do naczyn krwionosnych, limfatycznych i nerwow,

c) zwigkszona ploidalnosci DNA komorek,

d) obecnos¢ transkryptu genu kodujagcego CEA w weztach chtonnych,

e) obecnosci biatek P21, TP53 i syntazy tymidylanowej,

f) obnizona ekspresja genu DCC [Szmidt, 2010].
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Tabela 10: Leczenie uzupehiajace w raku okr¢znicy [Szmidt, 2010].

S Klasyfikacja Klasyfikacja Zalecany schemat leczenia
topien
Dukesa Astlera-Collera uzupelniajacego

0 - - leczenie cytostatykami niezalecane

I - - leczenie cytostatykami niezalecane

zasadno$¢ stosowania chemioterapii
adiuwantowej dyskusyjna — decyzja
o wdrozeniu leczenia nalezy
do lekarza
przez 6 miesiecy 0d operacji 5-FU
I C C1-C2 z kwasem folinowym, kapecytabing
lub oksaliplatyng
chemioterapia paliatywna (stosowana
u 0s6b z dobrym stanem ogdlnym) —
v - D rozne schematy terapii: 5-FU
z kwasem folinowym, irynotekan

z oksaliplatyng lub kapecytabing

Najczesciej stosowanym cytostatykiem jest 5-fluorouracyl (5-FU) podawany
w skojarzeniu z folinianem wapnia, oksaliplatyng oraz pochodna fluoropirymidyny —
kapecytabing. Folinian wapnia, mimo Ze sam nie jest cytostatykiem, stosowany jest
w terapii dla wzmocnienia dziatania fluorouracylu. W raku odbytnicy, gdy leczenie
operacyjne nie zostanie poprzedzone radioterapig oraz przy niekorzystnym rokowaniu,
metoda uzupetniajaca jest radiochemioterapia. Z uwagi na zla odpowiedz na leczenie,
u pacjentow z HNPCC o fenotypie MSI-H nie stosuje si¢ 5-FU. Natomiast w przypadku
nowotworow lokalizowanych w okr¢znicy nie wykorzystuje si¢ radioterapii [Szczeklik,
2017; Wronkowski, 2008; Szmidt, 2010].

Leczenie raka z ogniskami metastatycznymi opiera si¢ na terapii fluorouracylem
(wraz z folinianem wapnia), w skojarzeniu z hamujacym topoizomerazg I irynotekanem
lub oksaliplatyng. Stosowanie chemioterapii ma na celu ograniczenie $miertelnosci

i wydluzenie czasu przezycia pacjentow. Terapie cytostatykami kontynuuje sie
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do momentu zahamowania rozrostu nowotworu i wznawia ja przy kazdym nawrocie

choroby.

Wskazania do zastosowania chemioterapii w raku jelita grubego:

a) wysoki stopien zaawansowania nowotworu (T4),
b) wysoki stopien ztosliwosci histologicznej (G3),
c) srodoperacyjna perforacja $ciany jelita,

d) przerzuty do weztow chtonnych,

e) niedoszczgtna limfadenektomia,

f) niedroznosc jelit [Szczeklik, 2017; Szmidt, 2010].

W strategii leczenia uzupehniajacego znajduje zastosowanie terapia celowana,
ktora umozliwia blokowanie wybranych szlakow metabolicznych na poziomie
molekularnym [Szmidt, 2010]. Zastosowanie znajduja tutaj przeciwciata monoklonalne,
takie jak: antagoni$ci czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF,
ang. vascular endothelial growth factor) np. bewacyzumab czy antagonisci receptora
nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR, ang. epidermal growth factor receptor)
np. cetuksymab, panitumumab. Antagoni$ci VEGF sa lekami pierwszego rzutu, tacznie
z 5-FU i kwasem folinowym, w przerzutujacej postaci raka jelita grubego. W rozsianej
postaci nowotworu, przy braku odpowiedzi na leczenie irynotekanem, stosuje sie
rébwniez antagonistow receptorow EGFR. Warunkiem ich podania jest jednak
potwierdzenie obecnosci genu K-RAS typu dzikiego oraz wykazanie ekspresji EGFR
u co najmniej 1% komorek nowotworowych [Szczeklik, 2017; Bal, 2013; Szmidt,
2010].
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2.8. Leczenie raka odbytnicy

LECZENIE OPERACYJNE

Z uwagi na roznice w budowie anatomicznej odbytnicy i okr¢znicy leczenie
nowotworow obu tych odcinkow rdézni sig, jednak niezmiennie podstawa terapii jest
operacyjne usunigcie zmiany. W przypadku raka odbytnicy sposéb postepowania
uzalezniony jest od jego lokalizacji, stopnia zaawansowania, zréznicowania

histologicznego czy czynnikoéw osobniczych [Szmidt, 2010].

Rycina 8: Strategie operacyjnego leczenia raka odbytnicy [Szmidt, 2010].

STRATEGIE
OPERACYINEGO
LECZENIA RAKA

ODBYTNICY

miejscowe wyciecie zmiany chirurgiczne usuniecie wyciecie brzuszno —
(niekiedy z jednoczesna odbytnicy z zachowaniem kroczowe odbytnicy
radioterapig endoskopowa) ZWieraczy (technika Milesa)

z dojscia przezodbytniczego
klasyczna metodg Parksa resekcja przednia

Iub wykorzystujaca
proktoskop metoda TEM

rzadziej z dojscia
zaodbytniczego technikg
Kraskego

resekcja niska przednia

z dojscia resekcja
PIZeZZWIeraczowego miedzyzwieraczowa
technikg Yorka — Masona
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Wycigcie zmiany miejscowej ma uzasadnienie w przypadkach niewielkich

nowotworow do 4 cm, o duzym stopniu zrdéznicowania histologicznego (G1-G2)
klasyfikowanych w badaniu EUS jako uT1/uT2, uNO. Zmiany operacyjne powinny by¢
réwniez dobrze odgraniczone od okolicznych tkanek, miesci¢ si¢ do 10 cm od brzegu
odbytu (badz do 20 cm w przypadku metody TEM) i obejmowac¢ mniej niz 2/3 obwodu
jelita.
W dalszej kolejnos$ci pobrane wycinki poddawane sg badaniu histopatologicznemu,
pod katem oceny radykalnosci zabiegu. Przy niesatysfakcjonujgcej doszczetnosSci
zachodzi konieczno$¢ wykonania przedniej resekcji odbytnicy badZz operacji technika
Yorka — Masona lub Milesa oraz wiaczenia adiuwantowej radioterapii. Metoda dajaca
dobre wyniki leczenia, a stosowana w réznych stadiach zaawansowania raka odbytnicy,
jest napromienianie endokawitarne. Polega ono na skierowaniu na zmiany
nowotworowe przy pomocy rektoskopu promieniowania o catkowitej dawce 9-15 Gy
w czasie 3-5 sesji naswietlen [Szmidt, 2010].

Leczenie rakéw umiejscowionych w 1/3 gornej czgsci, odcinka $srodkowego
oraz w niektorych przypadkach dolnej 1/3 czgéci odbytnicy opiera si¢ na chirurgicznym
usunieciu odbytnicy z zachowaniem zwieraczy (przednia lub niska przednia resekcja).
W takich przypadkach, z wyjatkiem rakow Tis, uT1l i uT2, zaleca si¢ dodatkowe
podanie przed zabiegiem radio- lub chemioterapii, ktéra poprawia rokowanie
i zmniejsza ryzyko wznowy miejscowej [Szmidt, 2010].

Brzuszno-kroczowe wycigcie sposobem Milesa przeprowadza si¢ w przypadku
zaawansowanych lub niskozroznicowanych histologicznie rakow 1/3 srodkowego
odcinka odbytnicy lub nowotworow obejmujacych 1/3 dolnej czesci odbytnicy. Zabieg
ten stosowany jest obecnie rzadko, a preferowanym sposobem postepowania staly si¢
operacje usuni¢cia odbytnicy oszczedzajace zwieracze [Szmidt, 2010].

W przypadku najnizej umiejscowionych nowotworow alternatywnym sposobem
postepowania  dla  brzuszno-kroczowej  resekcji  odbytnicy  jest  resekcja
miedzyzwieraczowa, ktora zwigksza komfort zycia 1 pozwala na uniknigcie

wytworzenia kolostomii u wybranych pacjentow.

52



Wskazaniem do zastosowania tego zabiegu jest:

a) usytuowanie nowotworu w 1/3 dolnej czesci odbytnicy lub kanale odbytu,

b) prawidlowy stan czynnosciowy zwieraczy i odbytnicy potwierdzony badaniem
manometrycznym,

c) stopien zto§liwosci histologicznej G1 lub G2 stwierdzony przed operacja,

d) brak penetracji S$ciany jelita oraz naciekow nowotworowych na zwieracz
zewngtrzny potwierdzony w przezodbytowej ultrasonografii endoskopowej
(EAUS, ang. endoanal ultrasonography) lub MRI [Szmidt, 2010].

Ze wzgledu na fakt, iz u potowy chorych na raka odbytnicy po wykonanym
zabiegu chirurgicznym zachodzi ryzyko wznowy miejscowej lub tworzenia przerzutow

odlegtych konieczne staje si¢ wigczenie leczenia adiuwantowego [Szmidt, 2010].

LECZENIE NEOADIUWANTOWE I UZUPELNIAJACE

U okoto 5-30% pacjentow pojawiajg si¢ WZNOWY miejscowe w ciggu pierwszych
2 lat od zabiegu. Z tego tez wzgledu National Institutes of Health rekomenduje
stosowanie chemioradioterapii neoadiuwantowej u wszystkich chorych z 11° oraz I1I°
zaawansowania raka odbytnicy. Wiaczenie leczenia uzupehniajacego zwieksza z 48%
do 57% odsetek przezy¢ 5-letnich oraz zmniejsza odsetek wznow miejscowych
i przerzutow odlegtych. W rakach zaawansowanych stosowanie radioterapii przed
zabiegiem operacyjnym umozliwia miejscowg regresje¢ zmian nowotworowych
i zwicksza szans¢ na usunig¢cie odbytnicy z zachowaniem zwieraczy. Dodatkowo
zmniejsza z 30% do 15% ryzyko tworzenia wznow miejscowych, z 22% do 16% ryzyko
przerzutow odlegtych, a w polaczeniu z chemioterapia zwigksza odsetek przezyc
5-letnich. Jednak wedlug wielu badan zastosowanie radioterapii neoadiuwantowej
wigze si¢ z Wyzszg S$miertelnoscia po zabiegu oraz wigkszym zagrozeniem
powiktaniami [Szmidt, 2010].
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Dla zapewnienia czystosci pola operacyjnego i miejscowej regresji zmian stosowane sa

dwie strategie radioterapii neoadiuwantowej:

a) przez 5-7 dni przed zabiegiem 5 dawek promieniowania po 5,1 Gy (system
Sztokholm),

b) przez 4-6 tygodni przed zabiegiem dawki 1,8 Gy do uzyskania 45,0-50,4 Gy
(system przedtuzony), czesto w potaczeniu z 5-FU.

Dzigki zastosowaniu schematu przedtuzonego udaje si¢ osiggna¢ regresje zmian
nowotworowych u 30% pacjentow, a u 20% brak komorek rakowych w badaniu
histopatologicznym wycinkow pobranych podczas zabiegu [Szmidt, 2010].

Z uwagi na mozliwos¢ precyzyjnego podania duzych dawek promieniowania,
a tym samym na redukcj¢ skutkow ubocznych, szczegélnie korzystne jest stosowanie
radioterapii $rodoperacyjnie. Co wigcej, oszacowano, ze odsetek przezy¢ 2-letnich
zwigkszat si¢ z 35% do 62% w terapii lgczacej radioterapi¢ Srddoperacyjng
z chemioradioterapiag neoadiuwantows. Polaczenie obu tych metod zapewnia redukcje
wielkosci raka jeszcze przed zabiegiem oraz pozwala na oczyszczenie pola
operacyjnego z komoérek nowotworowych i schemat ten powinien by¢ wykorzystywany
w przypadku rakow miejscowo zaawansowanych [Szmidt, 2010].

Stosowanie radioterapii po zabiegu chirurgicznym znajduje uzasadnienie
w przypadku najbardziej zaawansowanych nowotworéw naciekajacych tkanke
tluszczowa, naczynia krwiono$ne, limfatyczne czy dajacych przerzuty do weziow
chtonnych. Radioterapia pooperacyjna zalecana jest rowniez w przypadku rakow
histologicznie niskozréznicowanych (G3), rozrastajacych sie wzdluz wiokien

nerwowych lub w nastgpstwie perforacji Sciany jelita [Szmidt, 2010].
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Tabela 11: Strategie leczenia raka odbytnicy w zalezno$ci od stopnia zaawansowania

wg National Cancer Institute [Szmidt, 2010].

Stopien Sposob leczenia

0 miejscowe wycigcie nowotworu lub operacja przezbrzuszna
miejscowe wyciecie NOWotworu przy braku niekorzystnych czynnikow
I rokowniczych lub miejscowe wycigcie nowotworu potaczone
z chemioradioterapig lub operacja przezbrzuszna
przedoperacyjna chemioradioterapia z p6zniejszym leczeniem
] operacyjnym i chemioterapig adiuwantowa lub operacja z pézniejsza

chemioradioterapig
I taki sam sposob leczenia jak w II°

przedoperacyjna chemioradioterapia z pozniejsza resekcja odbytnicy,
wycigciem przerzutow i chemio- lub radioterapig adiuwantowa
lub przedoperacyjna chemio- lub radioterapia z p6zniejsza resekcja

odbytnicy, wycigciem przerzutoOw i chemioterapig adiuwantowa

Chemioterapia neoadiuwantowa jest istotna z tego wzgledu, iz zapewnia
eliminacje komoérek nowotworowych tworzacych przerzuty na bardzo wczesnym etapie.
Jej zastosowanie pozwala na uniknigcie interwencji chirurgicznej u oséb z wczesng
postacig choroby, jak i na ocene odpowiedzi pacjenta na podane chemioterapeutyki.
Znajduje ona szczegblne uzasadnienie w przypadku chorych z nowotworami na granicy
ich resekcyjnosci oraz zmianami zakwalifikowanymi poczatkowo jako nieresekcyjne,
u ktorych doszto do pozytywnej odpowiedzi na chemioterapi¢ umozliwiajaca
zastosowanie leczenia miejscowego. Interwencja chirurgiczna przeprowadzana jest
w momencie remisji choroby pozwalajacej na skuteczng resekcje, jednak nie pozniej
niz 3-4 miesigce od wiaczenia chemioterapii [Szmidt, 2010].

W przypadku nowotworow odbytnicy o Il i IV stopniu zaawansowania
rutynowo stosowana jest chemioterapia adiuwantowa. Podobny schemat leczenia
uzupetniajacego zaleca si¢ w przypadku nowotworéw o Il stopniu zaawansowania
zlokalizowanych w poblizu zatamka otrzewnej lub nizej, u ktorych stwierdzono dodatni

margines chirurgiczny, nacieki mie$niowki wiasciwej, naczyn krwionosnych
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I limfatycznych lub niski stopien zréznicowania histologicznego raka [Szmidt, 2010].
W postepowaniu paliatywnym stosowana jest jedynie radioterapia oraz zabiegi
chirurgiczne udrazniajgce Swiatlo jelita i poprawiajace komfort zycia pacjenta [Szmidt,
2010].
Odsetek przezy¢ 5-letnich wedtug Surveillance Epidemiology and End Results
nie r6zni si¢ znaczenie w przypadku rakow okreznicy i odbytnicy, a dane te zostaly

zestawione w Tabeli 12.

Tabela 12: Odsetek przezy¢ 5-letnich chorych na raka okrgznicy i odbytnicy
wg Surveillance Epidemiology and End Results (2010) [Szmidt, 2010].

Odsetek przezy¢ 5-letnich [%]
Stopien zaawansowania

rak okreznicy rak odbytnicy
' 74 74
1A 67 64
1B 59 52
I1c 37 32
A 73 74
1B 46 45
Inc 28 33
v 6 6

Rutynowym sposobem postgpowania w przypadku miejscowego nawrotu
choroby jest wiaczenie radioterapii i ponowne chirurgiczne usunigcie nowotworu.
Niekiedy resekcja poszerzana jest o takie narzady jak pochwa, pecherz moczowy
czy kos¢ krzyzowa, co pozwala na zwigkszenie szansy skutecznego wyleczenia
do okoto 25%. Z Kolei usunigcie przerzutow odleglych w watrobie lub ptucach
w polaczeniu z chemioterapia wysoce zwicksza odsetek przezy¢ 5-letnich z 25%
do 40% [Szmidt, 2010].
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2.9. Profilaktyka

Ze wzgledu na niski odsetek przezy¢ 5-letnich w Polsce wynoszacy ok. 40%
(na $wiecie 50-60%), a begdacy konsekwencja zbyt poznej diagnostyki, istotne jest
wprowadzenie odpowiednich dziatan zapobiegajacych powstawaniu raka jelita grubego
oraz wykonywanie rutynowych badan przesiewowych umozliwiajgcych wykrycie
nowotworu lub jego wznowy na wczesnym etapie [Szczeklik, 2017].

Podstawowym dziataniem w profilaktyce raka jelita grubego jest zmiana stylu
zycia. Szczegllnie wazne jest stosowanie si¢ do zalecen dietetycznych. Odpowiednio
zbilansowana dieta zaktada redukcj¢ Spozycia czerwonego migsa bogatego
w cholesterol i nasycone kwasy tluszczowe, na rzecz wigkszej podazy sktadnikow
roslinnych. Pokarmy pochodzenia roslinnego sa zasobne w antyoksydanty i btonnik,
ktory skraca czas kontaktu blony Sluzowej jelita z kancerogenami obecnymi w kale.
Zasobne w blonnik sg przede wszystkim produkty pelnoziarniste, a takze owoce
I warzywa. Te ostatnie sg rowniez bogate w przeciwutleniacze np. witaminy A, C i E,
sktadniki mineralne np. selen oraz polifenole [Bal, 2013; Wronkowski, 2008; Partyka,
2010]. Protekcyjnie dziata rowniez wapn dostarczany z pozywieniem [Szmidt, 2010].
Dodatkowo kurkumina, bedaca produktem ekstrakcji kilaczy ostryzu dlugiego,
zapobiega rozwojowi raka jelita grubego poprzez inhibicjg COX-2,
a w konsekwencji catego procesu zapalnego [Bal, 2013; Wronkowski, 2008].

Ponadto zalecana jest zmiana sposobu obrébki termicznej produktow polegajaca
na zastepowaniu potraw smazonych, pieczonych czy wedzonych daniami gotowanymi
lub przygotowanymi na parze.

Duza rolg odgrywa jako$¢ artykutow spozywczych. Nalezy wykluczy¢ z diety produkty
przetworzone i nieswieze. Szczegolnie niebezpieczne sg splesniate produkty, bedace
zrodlem duzych ilosci mykotoksyn o silnych wiasciwosciach mutagennych. W parze
ze zbilansowang dieta powinna i$¢ regularna aktywnos$¢ fizyczna zapobiegajaca
nadmiernemu przybieraniu masy ciala i wystepowaniu chronicznych zapar¢ [Bal, 2013;
Wronkowski, 2008]. Liczne badania sugeruja, ze Systematyczna aktywnos¢ fizyczna
obniza 0 25% ryzyko rozwoju raka jelita grubego [Rawla, 2019]. O duzym znaczeniu
czynnikow Srodowiskowych, moze $wiadczy¢ fakt zréwnywania si¢ czestoSci
wystepowania raka jelita grubego u oséb emigrujacych z krajow o nizszej do krajow

o wyzszej zachorowalnosci [ Yamada, 2006].
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Rutynowym postgpowaniem profilaktycznym jest roéwniez wykonanie

kompletnej kolonoskopii najp6zniej do roku, a nastgpnie w 3 i 5 roku od wykonanej
operacji, celem wykluczenia innych potencjalnych ognisk raka. Pacjentow po operacji
poddaje si¢ badaniom kontrolnym od dwoch do czterech razy w przeciggu roku
przez pierwsze 2 lata po przeprowadzonym zabiegu, a nastepnie rzadziej do 5 roku
po interwencji chirurgicznej.
W monitorowaniu leczenia wiele organizacji np. American Society of Clinical
Oncology, National Academy of Clinical Biochemistry czy European Group on Tumor
Markers rekomenduje oznaczanie poziomu antygenu rakowo-ptodowego CEA
w surowicy Krwi co 2-3 miesigce przez minimum 3 lata od zabiegu oraz rokroczne
wykonywanie TK lub USG watroby i RTG Klatki piersiowej [Szczeklik, 2017; Solnica,
2014].

Do dziatan profilaktycznych zaliczane jest rowniez stosowanie niektorych
farmaceutykow. W redukcji zapadalno$ci i umieralno$ci z powodu raka jelita grubego
(nawet 0 40-50%) pomocna moze by¢ systematyczna suplementacja niesteroidowymi
lekami przeciwzapalnymi (NLPZ) — kwasem acetylosalicylowym lub sulindakiem.
NLPZ hamujg cyklooksygenaze typu 2 (COX-2) katalizujaca syntez¢ zaangazowanych
w proces zapalny prostaglandyn, prostacyklin i tromboksanéw. Sulindak zmniejsza
liczbg 1 wielko$¢ polipow u pacjentow z rodzinng polipowatoscia gruczolakowaty.
Jednakze z uwagi na niejednoznaczny bilans zyskow i strat (tj. zapobieganie raka
vs. zwiekszone ryzyko krwawien z przewodu pokarmowego) nie stosuje si¢ rutynowo
suplementacji NLPZ w prewencji raka jelita grubego.

Zmniejszone ryzyko zachorowania na raka jelita grubego zaobserwowano takze
u kobiet objetych hormonalng terapig zastepcza. Jednak nalezy pamigtac, ze efektem
niepozadanym wieloletniego przyjmowania hormonow moze by¢ zwigkszone ryzyko
rozwoju choroby zakrzepowo-zatorowej, nowotworéw piersi, trzonu macicy
oraz powiktan ze strony uktadu krazenia [Szczeklik, 2017; Wronkowski, 2008; Tobias,
2013].

Niektore badania wskazuja na korzystny wptyw stosowanych w leczeniu osteoporozy
doustnych bisfosfonianow (BPs, ang. bisphosphonates). BPs inicjuja odpowiedz
immunologiczng przeciwko komdrkom nowotworowym, hamuja angiogeneze, inwazje
i adhezj¢ komorek raka jelita grubego.

Zmniejszenie ryzyka rozwoju raka jelita grubego przypisuje si¢ rowniez statynom

i inhibitorom konwertazy angiotensyny (ACEI, ang. angiotensin-converting enzyme
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inhibitors) [Rawla, 2019].
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3. Szlak sygnatowy TGF-$

Szlak sygnatowy TGF-f pelni bardzo wazng funkcj¢ w embriogenezie
oraz homeostazie komorkowej [Itatani, 2019; Hata, 2016]. Zaangazowany jest w wicle
procesow biologicznych, zaczynajgc od kontroli wzrostu, réoznicowania Czy migracji

komorek, a konczac na procesie apoptozy [Zhao, 2018; Hata, 2016].

Nadrodzina szlaku sygnalizacyjnego TGF-f obejmuje 40 roznych biatek.
Zalicza si¢ do tej grupy miedzy innymi biatko syntetyzowane w komorkach wezta
zarodkowego (nodal, ang. nodal growth differentiation factor), aktywiny, biatka
morfogenetyczne kosci  (BMPs, ang. bone morphogenic proteins), czynniki
réznicowania wzrostu (GDFs, ang. growth and differentiation factors), hormon
antymiillerowski (AMH ang. anti-Miillerian hormone) czy biatka TGF-f [Zhao, 2018;
Liu, 2017; Walton, 2017].

Poszczegolne cytokiny, przy udziale specyficznych receptorow transbtonowych
oraz bialek SMAD, moga przekazywac sygnal do jadra komodrkowego i regulowac

ekspresj¢ poszczegdlnych genéw [Hata, 2016; Yan, 2017].

Wyrdznia si¢ trzy typy biatek receptorowych typu I (TSR-1), typu Il (TSR-11) oraz typu
I (TER-1I). TAR-1 i II posiadaja w swojej budowie domeng wigzaca ligand, region
transblonowy oraz cytoplazmatyczng domene¢ o aktywnosci Kinazy serynowo-
treoninowej [Wrana, 1994; Chen, 2020]. Koreceptor TAR-IlIl pozbawiony jest
wilasciwosci enzymatycznej [Talar, 2013]. Petni natomiast rol¢ regulacyjng w szlaku
polegajaca na zwigkszaniu dostepnosci pozostatych receptorow dla ligandow [Chen,

2020; Stalinska, 2005].
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Tabela 13: Receptory i ligandy szlaku sygnatlowego TGF-f [Zakrzewski, 2012].

Receptor Ligand
RECEPTORY TYPU |
ALK1 TGF-p1, TGF-43, aktywina A, BMP-9
ALK?2 TGF-p1, TGF-42, TGF-43, aktywina A, BMP-6, BMP-7, AMH

ALK3 (BMPR1A)

BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7

ALKA4 GDF-1, GDF-11, aktywina A, nodal
ALKS5 (TSR-1) TGF-p1, TGF-f2, TGF-43
ALKG6 GDF-5, GDF-6, GDF-9b, BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, AMH
ALK7 nodal
RECEPTORY TYPU Il

aktywina A, inhibina A, inhibina B, BMP-2, BMP-6, BMP-7,
ACVR2A

GDF-1, GDF-5, GDF-8, GDF-9b, GDF-11
ACVRIB aktywina A, inhibina A, inhibina B, BMP-2, BMP-6, BMP-7,

GDF-5, GDF-8, GDF-11, nodal
BMPR2 BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, GDF-5, GDF-6, GDF-9b
AMHR?2 AMH
TAR-I TGF-41, TGF-$2, TGF-A3

RECEPTORY POMOCNICZE

TGF-p1, TGF-$2, TGF-43, inhibina, BMP-2, BMP-4, BMP-7,
TAR-111

GDF-5
ENDOGLINA .
(CD105) TGF-p1, TGF-3, aktywina A, BMP-2, BMP-7
CD109 TGF-p1, TGF-43
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SZLAK SYGNALOWY ZALEZNY OD BIALEK SMAD

Transdukcja sygnalu rozpoczyna si¢ od przylgczenia dimerycznego ligandu
do domeny wiazacej THR-Il znajdujacego si¢ na powierzchni blony komorkowe;,
co zapoczatkowuje proces aktywacji domeny kinazowej tego receptora. Dzigki
zwickszeniu powinowactwa do receptora typu | tworzony jest heterotetramer
zbudowany z dwoch czasteczek TSR-Il oraz dwoch TSR-I [Liu, 2017; Talar, 2013].
W nastepstwie fosforylacji przez TSR-11 bogatej w reszty glicyny i seryny domeny GS
receptora typu I angazowane sg cytoplazmatyczne biatka z rodziny SMAD [Hata, 2016;
Liu, 2017; Itatani, 2019; Wrana, 1994]. W budowie tych bialek mozna wyr6zni¢ dwie
konserwatywne domeny. Domena MH1 znajduje si¢ na N-koncu i wykazuje zdolnos¢
wigzania DNA, podczas gdy C-koncowa domena MH2 bierze udziat
w oddzialywaniach z innymi biatkami [Yan, 2017]. Receptorowe kinazy fosforyluja
dwie reszty serynowe (Ser) znajdujace si¢ w obrebie C-koncowej domeny MH2 biatek
SMAD aktywowanych przez receptor (R-SMADs, ang. receptor-regulated SMADS)
[Zhao, 2018].

W przypadku przytaczenia do receptora typu | (TGFBR1, ACVR1B, ACVRI1C)
ligandow, takich jak TGF-g, aktywiny lub biatko nodal, fosforylacji ulegaja bialka
SMAD-2 oraz SMAD-3, ktore tacza si¢ z biatkiem posredniczacym SMAD-4
(Co-SMAD, ang. co-operating SMAD). Z biatkiem Co-SMAD wigzg Si¢ rowniez
pozostate biatka R-SMAD, tj. SMAD-1, SMAD-5, SMAD-8, ktore przekazuja sygnat
pochodzacy od biatek BMPs i GDFs za posrednictwem receptorow: ACVRLI, ACVRI,
BMPR1A i BMPR1B [Zhao, 2018; Ramachandran, 2018]. Powstaly kompleks,
sktadajacy si¢ z dwoch bialek R-SMAD oraz jednej czgsteczki Co-SMAD, wnika
do jadra komorki, gdzie oddziatujac z biatkami wigzacymi DNA oraz transkrypcyjnymi
koaktywatorami i korepresorami reguluje ekspresje genow docelowych [Liu, 2017;

Itatani, 2019; Hata, 2016].

Kompleksy biatkowe R-SMAD/Co-SMAD transportowane sg do jadra, gdzie reguluja
transkrypcje docelowych genow. Biatka SMAD-2, SMAD-3 i SMAD-4 poprzez
N-koncowa domen¢ MH1 przylaczaja si¢ w obrebie DNA do specyficznej sekwencji
AGAC lub GTCT okreslane mianem SBE (ang. SMAD-binding element). Z kolei biatka
SMAD-1-5 oraz SMAD-8 moga wigza¢ si¢ domeng MH1 do fragmentow bogatych
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w pary zasad GC. Dodatkowo, R-SMAD taczac si¢ C-konicowa domeng MH2
z biatkami remodelujacymi chromatyne rozpoznaja modyfikacje histondw i sprzyjaja
powstawaniu euchromatyny niezbednej dla ekspresji genow. R-SMAD mogg takze
regulowa¢ proces syntezy miRNA oddziatujgc z kompleksem enzymatycznym Drosha
[Hata, 2016; Itatani, 2019; Hill, 2016].

SZLAKI SYGNALOWE NIEZALEZNE OD BIALEK SMAD

Poza klasycznym szlakiem, ligandy nadrodziny TGF-f mogg angazowaé
rowniez biatka nalezace do innych Sciezek sygnatowych, w ktorych regulacja ekspres;ji
genow zachodzi z pominigciem bialek SMAD. Za posrednictwem receptorow TGF-f
oraz receptorOw bialtka morfogenetycznego kosci rekrutowane sg szlaki kinaz
aktywowanych mitogenami (MAPKSs, ang. mitogen-activated protein kinases)
oraz kinaz 3-fosfatydyloinozytolu (PI3Ks, ang. phosphoinositide 3-kinases) [Hata,
2016]. Receptory TGF-§ po zwiazaniu z TRAF6 (ang. TNF receptor-associated factor
6) aktywuja biatko TAK1 (ang. TGF-f-associated kinase 1), ktory uruchamia kaskady
sygnalizacyjne MKK4 — INK, MKK3/6 — p38 oraz IKK — NF«B. Za ich posrednictwem
dochodzi rowniez do przekazywania sygnalu do innych czasteczek sygnalizacyjnych,
jak PARG6, RhoA, Cdc42 czy PAK2 istotnych w procesie przejscia nabtonkowo-
mezenchymalnego [Yan, 2017; Talar, 2013].
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Rycina 9: Szlak sygnatowy TGF-f [Yan, 2017].
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Podobnie jak inne S$ciezki sygnatlowe, rowniez szlak TGF-£ podlega

wielopoziomowe] regulacji. Dostgpnos¢ receptoréw dla ligandow moze by¢
ograniczana za posrednictwem zewnatrzkomorkowych biatek wiagzacych ligand. Wérod
nich wymienia si¢ biatko noggin czy Gremlin-1, ktore sa antagonistami BMP oraz lefty
blokujacy wigzanie biatlek nodal z receptorami. Zmniejszony poziom ekspresji
receptoréw, lokalizacja na powierzchni komorki oraz ich modyfikacje potranslacyjne
(np. ubikwitynacja) rowniez moga wptywaé na zdolno$¢ rozpoznawania ligandow
badz na samg aktywnos$¢ enzymatyczng kinaz. Obecnos¢ biatkowej fosfatazy-1 (PP1)
pozbawia TpR-I grup fosforanowych zwigzanych 2z seryng lub treonina,
co powoduje zahamowanie przekaznictwa sygnatowego. Receptory moga by¢ réwniez
blokowane przez biatkko FKBP12 (ang. FK506-binding protein) oraz pseudoreceptor
BAMBI (ang. bone morphogenetic protein and activin membrane-bound inhibitor),
ktore uniemozliwiajg formowanie heterotetrameru receptorowego TAR-I/TAR-1I
[Itatani, 2019; Hata, 2016].
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W samej rodzinie biatek SMAD wyro6znia si¢ rowniez proteiny inhibitorowe (I-SMADs,
ang. inhibitory SMADSs). Zaliczane do tej grupy biatka SMAD-6 oraz SMAD-7 moga
hamowa¢ szlak TGF-f, poprzez blokowanie fosforylacji biatek R-SMAD przez TSR-I
I uniemozliwia¢ w ten sposob powstawanie kompleksu R-SMAD/Co-SMAD. Podobne
dziatanie wykazuja biatka STRAP (ang. serine-threonine kinase receptor-associated
protein) oraz SIK (ang. salt-inducible kinase), ktoére promuja wigzanie SMAD-7
do ufosforylowanego TAR-1 [Itatani, 2019; Hata, 2016].

Kompleks R-SMAD/Co-SMAD moze ulega¢ degradacji na drodze ubikwitynacji.
Ubikwityna moze by¢ rowniez przylaczana do TSR-l. Proces ten jest jednak
odwracalny, a ubikwityna moze by¢ usuwana z receptora dzigki C-koncowej hydrolazie
ubikwityny (UCH37, ang. ubiquitin C-terminal hydrolase) oraz proteazom
specyficznym dla ubikwityny: USP4, USP11 oraz USP15 (ang. ubiquitin-specific
protease 4, 11, 15) [Itatani, 2019; Hata, 2016].
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4. Gen RUNX3 i jego produkt biatkowy

Gen RUNX3 (ang. RUNX family transcription factor 3) znajduje si¢ na krotkim
ramieniu chromosomu 1 w pozycji p36.11. Zbudowany jest z 65,6 kpz obejmujacych
7 eksonow [https://linkd.pl/ar7d].

Rycina 10: Lokalizacja genu RUNX3 [https://linkd.pl/ar7d].
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Potranslacyjny produkt genu RUNX3 ma mas¢ molekularng 44,4 kDa
i zbudowany jest z 415 aminokwasow, z czego 128 przypada na aminokwasowsa
domene¢ Runt. Biatko RUNX3 (ang. runt-related transcription factor 3) zaliczane jest
do czynnikow transkrypcyjnych, poniewaz moze przylacza¢ si¢ domeng Runt
do specyficznych sekwencji 5’-TGTGGT-3" Iub 5’-TGCGGT-3" znajdujacych sie
w obrebie promotoréw i wzmacniaczy gendéw. Moze rowniez kooperowaé z innymi
czynnikami transkrypcyjnymi. Dodatkowo RUNX3 jest waznym czynnikiem
w  dojrzewaniu  limfocytow T i  kosSciotworzeniu  [https://linkd.pl/ar7d;
https://linkd.pl/ar7e].
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5. Gen TGFB1 i jego produkt biatkowy

Gen kodujacy TGFB1 (ang. transforming growth factor $-1) zlokalizowany jest
na dlugim ramieniu chromosomu 19 o lokalizacji genomowej 19q13.2. Sktada si¢

z 7 eksonow i 6 intronow o tgcznej dlugosci 52,3 kpz [Derynck, 1987; Stalinska, 2005].

Rycina 11: Lokalizacja genu TGFBL1 [https://linkd.pl/ar7f].
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Kodowane przez gen biatlko ma mase czasteczkowa wynoszaca 44,3 kDa
i zbudowane jest z 390 aminokwas6éw. Produktem ekspresji genu jest pro-TGF-p,
czyli prekursor biatka LAP (ang. latency associated peptide) oraz transformujacego
czynnika wzrostu S (TGF-f) zaliczanego do ligandow nadrodziny TGF-f
(ang. transforming growth factor [5) [Robertson, 2016; Stalinska, 2005]. Biatko
prekursorowe zostaje proteolitycznie rozdzielone migdzy dwoma aminokwasami

w pozycjach 278 i 279 tworzac dojrzatg czasteczke TGF-f oraz LAP [Stalinska, 2005].

Wyrdznia si¢ trzy izoformy transformujacego czynnika wzrostu f: TGF-f1,
TGF-p2 oraz TGF-p3, ktore w 64-82% wykazuja homologie sekwencji
aminokwasowych. Wszystkie sg homodimerycznymi polipeptydami o0 masie
czasteczkowej wynoszacej 25 kDa 1 zblizonej budowie strukturalnej. Pomimo tego,
poszczegolne izoformy charakteryzuja si¢ odmiennym powinowactwem do TAR-II.
Izoformy TGF-$1 i TGF-f3 maja z nim silniejsze koligacje w odréznieniu od TGF-42
[Zi, 2019; Chen, 2020]. Co wiecej, TGF-f1 wykazuje takze powinowactwo
do receptorow typu I: Alk1, Alk2, Alk5 oraz TSR-111 [Zakrzewski, 2012].
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W przestrzeni zewnatrzkomoérkowej cytokiny wystepuja w postaci nieaktywne;j,
zwiazanej niekowalencyjnie z homodimerem LAPSs, tworzac tzw. maty kompleks
latentny (SLC, ang. small latency complex) niezdolny do taczenia si¢ z biatkami
receptorowymi. Czesto do kompleksu SLC przytacza sie¢ dodatkowo biatko LTBP
(ang. latent TGF-f binding protein) formujac tym samym tzw. duzy kompleks latentny
(LLC, ang. large latency complex). Obecno$¢ kompleksow sprawia, ze w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej czesto wystepuje nadmiar nieaktywnego TGF-f, ktory moze
zosta¢ szybko wykorzystany w razie zwigkszonego zapotrzebowania, np. w czasie
embriogenezy, podczas gojenia ran, wtoknienia czy kancerogenezy. Aktywacja cytokiny
w warunkach in vitro nast¢puje pod wpltywem zmiany pH, termicznej denaturacji,
dziatania ROS (ang. reactive oxygen species), interakcji z trombospondyng-1 (TSP1,
ang. thrombospondin-1), trombing czy metaloproteinazami np. MMP-2.
Zaobserwowano réwniez in vVivo wpltyw integryn na uwalnianie TGF-f z SLC [Yan,
2017].

TGF-f jest jedng z najwazniejszych cytokin w regulacji rozwoju tkanek
oraz homeostazie. Uwalniana jest gtdéwnie przez trombocyty oraz w mniejszym stopniu
przez aktywowane makrofagi, limfocyty i granulocyty obojetnochtonne. Szczegélnie
duze stezenia TGF-f stwierdza si¢ w miejscu toczacej si¢ reakcji zapalnej. Bierze
czynny udzial w procesach kosciotworczych, angiogenezie, rozwoju tkanki migsniowej
I thuszczowej, stanach zapalnych czy gojeniu ran. Dysfunkcje biatka kojarzone sg
z chorobami zwloknieniowymi, patologiami tkanki tacznej oraz nowotworami

[Zi, 2019; Walton, 2017; Stalinska, 2005; Stepien-Wyrobiec, 2008; https://linkd.pl/ar7f].
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6. Gen ACVR2A 1 jego produkt biatkowy

Gen ACVR2A (ang. activin A receptor type 2A) znajduje si¢ na dlugim ramieniu
2 chromosomu w pozycji q22.3-923.1. Gen sktada si¢ z 12 eksonow a jego catkowita

dhugos¢ sekwencji wynosi 86,3 kpz [https://linkd.pl/arrm].

Biatko kodowane przez gen tworzy 513 aminokwasow o Igcznej masie
czasteczkowej wynoszacej 57,9 kDa i nalezy do rodziny transbtonowych receptorow
TPR-II  posredniczacych ~w  przekaznictwie sygnalu w  szlaku TGF-f
[https://linkd.pl/arrm].

Rycina 12: Lokalizacja genu ACVR2A [https://linkd.pl/arrm].
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Receptor ACVR2A stanowi ligand dla takich cytokin jak aktywina A, inhibina A
i B, BMP-2, BMP-6, BMP-7, GDF-1, GDF-5, GDF-8, GDF-9b, GDF-11. Jego funkcja
fizjologiczna, podobnie jak pozostatych receptoréw TSR-II, jest fosforylacja receptorow
TPR-1 umozliwiajacych aktywacje cytoplazmatycznych bialek mediatorowych
[Zakrzewski, 2012; https://linkd.pl/arrm]. Biatka te przemieszczajg si¢ do jadra
komorkowego, gdzie we wspoOlpracy z koaktywatorami transkrypcyjnymi,
jak CBP i p300, aktywuja Iub wyciszaja ekspresje genow o wielu funkcjach
biologicznych (np. wplywajacych na apoptoze czy proliferacjc komorkows).
Stad istniejg przestanki, ze gen ACVR2A wptywa na proces kancerogenezy a spadek
ekspresji tego genu moze sprzyja¢ progresji raka jelita grubego i tworzeniu przerzutow
odlegtych. O waznej roli tego genu w kancerogenezie moze dowodzi¢ fakt, ze mutacje
w obrebie ACVR2A sa powszechne i1 stwierdzane az u 60% pacjentéw z rakiem jelita

grubego. Co wigcej, uwaza sie, ze gen ten moze by¢ w przysztosci wykorzystywany
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do celéw prognostycznych, a nawet stac si¢ celem terapeutycznym [Zhuo, 2018].
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CZESC PRAKTYCZNA
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7. Cel pracy

1. Ocena znaczenia wybranych czynnikow szlaku TGF-# — genow ACVR2A,
TGFB1 oraz RUNX3 w patogenezie raka jelita grubego.
2. Okreslenie wzglednych poziomdéw ekspresji genu ACVR2A, TGFB1
oraz RUNX3 w tkankach pacjentow z rakiem jelita grubego.
3. Poréwnanie wzglednych pozioméw ekspresji genu ACVR2A, TGFB1
oraz RUNX3 z cechami demograficzno-patologicznymi, takimi jak:
a) wiek, pte¢ i wywiad rodzinny pacjentow,
b) lokalizacja nowotworu,
c) wielkos¢ i gtgboko$¢ naciekania $ciany jelita,
d) obecno$é przerzutdéw do weztow chtonnych,
e) obecno$¢ przerzutow odlegtych,
f) stopien zaawansowania klinicznego TNM,
g) stopien zaawansowania klinicznego wg Astlera-Collera,
h) stopien ztosliwosci histologicznej,
i) podtyp histopatologiczny,
J) zajecie naczyn krwiono$nych przez komorki nowotworowe,
k) obecnos¢ nacieku limfocytarnego oraz
I) czas przezycia pacjentow.
4. Ocena jakosciowa metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu
TGFB1 oraz analiza korelacji uzyskanych wynikéw z wyzej wymienionymi

cechami demograficzno-patologicznymi.
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8. Material

Do badan wykorzystano archiwalne i zanonimizowane fragmenty tkankowe
pochodzace od pacjentow z rakiem jelita grubego otrzymane z Zaktadu Patologii
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Wszystkie proby zostaty pobrane podczas operacji
usuni¢cia raka, a obecno$¢ komoérek nowotworowych potwierdzona w badaniu
histopatologicznym. Tkanki pochodzace od 84 pacjentow zostaly natychmiast
po pobraniu zamrozone w ciektym azocie i przechowywane w —80°C do czasu dalszych

analiz.

Wszyscy pacjenci wyrazili $wiadomg zgode na wykorzystanie otrzymanego
materiatu do celow naukowych. Badania przeprowadzono na podstawie zgdéd Komisji
Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o numerach: RNN/214/00 (z trzema
poprawkami: KE/223/03, KE/286/05, KE/813/07), RNN/8/08/KE oraz RNN/83/20/KE.
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9. Metodyka

Celem przeprowadzenia analiz wykonano cigg czynno$ci zgodnie z ponizszym
schematem. W trakcie badan optymalizowano poszczegdlne metody dla zwigkszenia

ich efektywnosci.

N 2

®H e
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9.1 lzolacja DNA

Metoda, ktora postuzyla do tego celu zaktadala wykorzystanie z16z

krzemionkowych o wysokim powinowactwie do DNA przy wysokim st¢zeniu soli

chaotropowych. Izolacja DNA z fragmentéow tkankowych zostata wykonana zgodnie

z protokotem Genomic Mini dostarczonym przez firm¢ A&A Biotechnology (Polska):

© o N o

10.
11.

12.
13.
14.

Defragmentacja 10-15 mg tkanki w probowce typu Eppendorf o pojemnosci
1,5 mL przy uzyciu 100 pL buforu Tris, 50 pL roztworu lizujacego LT
oraz 20 pL proteinazy K.

Worteksowanie mieszaniny i inkubacja w 50°C do momentu osiagnigcia
petnej lizy komorek.

Dodanie 150 pL roztworu lizujacego LT 1 wymieszanie caloSci
przez worteksowanie przez 20 sekund.

Wirowanie przez 3 minuty przy 10-15 tysigcach RPM.

Przeniesienie ptynu nadosadowego po odwirowaniu na minikolumne
do oczyszczania genomowego DNA.

Wirowanie przez 1 minutg przy 10-15 tysigcach RPM.

Odpipetowanie do minikolumny 500 pL roztworu ptuczacego Al.
Wirowanie przez 1 minute przy 10-15 tysigcach RPM.

Przeniesienie minikolumny do nowej probowki o pojemnosci 2 mL i dodanie
400 pL roztworu pluczacego Al.

Wirowanie przez 2 minuty przy 10-15 tysigcach RPM.

Umieszczenie minikolumny w probowce elucyjnej o pojemnosci 1,5 mL
I naniesienie na ztoze krzemionkowe 200 uL buforu Tris lub jalowej wody,
ktore zostaty uprzednio ogrzane do temperatury 75°C.

Inkubowanie w temperaturze pokojowej przez 5 min.

Wirowanie przez 1 minute przy 10-15 tysigcach RPM.

Usunigcie minikolumny 1 przeniesienie probowki elucyjnej zawierajacej

DNA do temperatury —20°C do czasu dalszych analiz.
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9.2 lzolacja RNA

Catkowite RNA wyizolowano z zamrozonych fragmentow tkankowych raka

jelita grubego zgodnie z protokotem Total RNA Mini (A&A Biotechnology, Polska):

1. Rozdrobnienie 20-50 mg tkanki za pomocg cieklego azotu i przeniesienie
do probowki Eppendorf 1,5 mL.

2. Dodanie do rozdrobnionej tkanki 800 pL fenozolu i wymieszanie roztworu
przez pipetowanie do osiagnigcia petnej lizy komorek.

3. Inkubacja w temperaturze 50°C przez 5 min.

4. Dodanie do lizatu 200 pL chloroformu i wymieszanie cato$ci przez kilkukrotne
obracanie probowki.

5. Inkubacja w temperaturze pokojowej przez 3 min a nastgpniec wirowanie
przez 10 min przy 10-12 tysigcach RPM.

6. Przeniesienie gérnej warstwy supernatantu (ok. 450 pL) do nowej probowki
Eppendorf o pojemnosci 1,5 mL i dodanie do niej 250 puL izopropanolu.

7. Wymieszanie i naniesienie cato$ci na minikolumne do oczyszczania RNA.

8. Wirowanie przez 1 minutg przy 10-12 tysigcach RPM.

9. Przeniesienie minikolumny do nowej probowki o pojemnosci 2 mL i dodanie
700 puL roztworu ptuczacego Al.

10. Wirowanie przez 1 minute przy 10-12 tysigcach RPM.

11. Wylanie przesaczu i ponowne umieszczenie minikolumny w probowce.

12. Naniesienie na minikolumng¢ 700 pL roztworu pluczacego Al.

13. Wirowanie przez 1 minutg przy 10-12 tysigcach RPM.

14. Wylanie przesaczu i ponowne umieszczenie minikolumny w probowce.

15. Naniesienie na minikolumng 200 pL roztworu ptuczacego Al.

16. Wirowanie przez 2 minuty przy 10-12 tysigcach RPM.

17. Umieszczenie minikolumny w nowej, jatowej i wolnej od RNAz probowce
elucyjnej o pojemnosci 1,5 mL.

18. Naniesienie na dno minikolumny 100 pL jalowej wody.

19. Inkubacja w temperaturze pokojowej przez 3 min.

20. Wirowanie przez 1 minute przy 10-12 tysigcach RPM.
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21. Usunigcie po odwirowaniu minikolumny i przeniesienie probdwki elucyjnej
zawierajace] RNA do temperatury w zakresie -20°C — -80°C do czasu dalszych

analiz.

W kolejnym etapie zmierzono stgzenie i czysto§¢ prob RNA po izolacji
przy pomocy spektrofotometru NanoPhotometer™ firmy IMPLEN. Oceny czystosci
RNA dokonano wyliczajac wspotczynnik absorbancji przy dtugosci fal 260 i 280 nm.

Za warto$ci pozadane przyjeto wspotczynnik Aozeo/Azeo mieszczacy sie w zakresie
1,8-2,0.
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9.3 Reakcja RT-PCR

Kolejny ectap badan polegal na przepisaniu informacji zawartej w RNA
na komplementarny do niego cDNA (ang. complementary DNA) w reakcji odwrotnej
transkrypcji RT-PCR (ang. Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction).
Przed wykonaniem RT-PCR w kazdej z wyizolowanych prob zmierzono stezenie RNA.
Do reakcji wykorzystano taka ilo$¢ materiatu, aby ostatecznie w mieszaninie
o objetosci 20,0 uL znajdowato si¢ doktadnie 0,1 pg RNA, co dawato stezenie rowne
0,005 pg/uL.

Poszczegolne etapy reakcji RT-PCR przeprowadzano zgodnie z protokotem High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Protocol (Applied Biosystems, USA).

Tabela 14: Sktad mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia reakcji RT-PCR.

Odczynnik Objetosé [pL]

woda destylowana 14,2 — x

wyizolowane RNA X

10x RT Buffer 2,0

oligo(dT)23 (stez. 0,5 pg/uL) 2,0

odwrotna transkryptaza (st¢z. 20 U/uL) 1,0

25x ANTP Mix (stez. 100 mM) 0,8
koncowa objetosé¢ 20,0

X — objetos¢ RNA zostala wyliczona na podstawie st¢zenia catkowitego RNA
po izolacji, dla uzyskania koncowego stezenia 0,1 pg/ul dla kazdej

proby.

Mieszaning w dalszej kolejnosci worteksowano, wirowano 1 umieszczano
w termocyklerze MJ Mini™ Personal Thermal Cycler firmy Bio-Rad (USA). Warunki
reakcji RT-PCR przedstawiono w Tabeli 15.
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Tabela 15: Profil czasowo-temperaturowy reakcji RT-PCR.

Temperatura [°C] Czas [min]
25,0 10
37,0 120
85,0 5

Otrzymane cDNA przechowywano w temperaturze —20°C do czasu dalszych analiz.

9.4 Lancuchowa reakcja polimerazy PCR

Celem sprawdzenia prawidtowosci przebiegu reakcji RT-PCR i obecnosci
cDNA wykonano metodg PCR amplifikacj¢ genu metabolizmu podstawowego
(ang. housekeeping gene) GAPDH lub ACTB kodujacego f3-aktyng. Wszystkie reakcje
PCR przeprowadzano w termocyklerze MJ Mini™ Personal Thermal Cycler (Bio-Rad,
USA). Sekwencje starterow, sktad mieszanin reakcyjnych oraz warunki reakcji PCR

dla genow referencyjnych zostaly przedstawione ponize;.

Tabela 16: Sekwencje starterow uzytych do przeprowadzenia reakcji PCR dla gendéw

referencyjnych.
Nazwa Sekwencja
ACTB Forward 5> GTG GGG CGC CCCAGG CACCA ¥
ACTB Reverse 5’ CTC CTT AAT GTC ACG CAC GATTTC 3’
GAPDH Forward 5> TGG TAT CGT GGA AGG ACT CAT GAC 3’
GAPDH Reverse 5’ ATG CCA GTG AGC TTC CCG TTC AGC 3°
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Tabela 17: Sktad mieszanin do przeprowadzenia reakcji PCR dla genow referencyjnych.

Objetosé [pL]

Odczynnik
ACTB / GAPDH

gotowy do uzycia 2XxPCR Super Master Mix
(Biotool, Niemcy) zawierajacy bufor, dNTP 50
(stez. 0,5 mM), MgCl, (stez. 4 mM), '
polimeraze Tag DNA (st¢z. 100 U/mL)
starter Forward (st¢z. 10 pM) 0,7
starter Reverse (stez. 10 uM) 0,7
cDNA 1,0
woda destylowana 12,6

koncowa objeto$¢ 20,0

Dla kazdej reakcji PCR wykonywano kontrole negatywna zawierajaca mieszaning

reakcyjng i wolng od nukleaz wodg zamiast matrycy cDNA.

Tabela 18: Profil czasowo-temperaturowy reakcji PCR dla genow referencyjnych.

ACTB GAPDH

Etap reakcji PCR
Czas Temp. [°C] Czas Temp. [°C]

poczatkowa denaturacja

2 min 94,0 1 min 96,0
denaturacja 15s 94,0 50s 94,0
przytaczanie starteréw ~ E 30s 64,0 50s 57,0
wydhuzanie 1 min 68,0 1 min 72,0
koficowe wydtuzanie . 5 min 68,0 7 min 72,0
przechowywanie 0 4,0 0 4,0
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Po potwierdzeniu w rozdziale elektroforetycznym obecnosci produktu reakcji
PCR dla genu metabolizmu podstawowego GAPDH lub ACTB, przeprowadzano reakcje
PCR dla gendéw badanych: RUNX3, ACVR2A oraz TGFB1. Wszystkie reakcje PCR
wykonywano za pomocg termocyklera MJ Mini™ Personal Thermal Cycler (Bio-Rad,
USA). Sekwencje starterow, sktad mieszanin reakcyjnych oraz warunki reakcji PCR

dla analizowanych genéw zostaly przedstawione w ponizszych tabelach.

Tabela 19: Sekwencje starterow uzytych do przeprowadzenia reakcji PCR dla genoéw

badanych.
Nazwa Sekwencja

RUNX3 Forward 5" ATG ACG AGA ACT ACT CCG 3

RUNX3 Reverse 5’ TCA GGG TGA AAC TCT TCC 3’
ACVR2A Forward 5> AGG GTT CAC TAT CAG ACTTTC 3’
ACVR2A Reverse 5" GTA AAT ATG CCA ATCCTCTAGC 3’
TGFB1 Forward 5> AAC CCA CAA CGA AATCTATG 3’

TGFB1 Reverse 5> CTT TTA ACT TGA GCC TCA GC 3’
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Tabela 20: Sktad mieszanin do przeprowadzenia reakcji PCR dla genéw badanych.

Objetosé [pL]

Odczynnik
RUNX3/ACVR2A / TGFB1

gotowy do uzycia 2XxPCR Super Master Mix
(Biotool, Niemcy) zawierajacy bufor, ANTP 50
(stez. 0,5 mM), MgCl, (stez. 4 mM), ’
polimeraze Tag DNA (stez. 100 U/mL)
starter Forward (stez. 10 uM) 0,7
starter Reverse (stez. 10 pM) 0,7
cDNA 1,0
woda destylowana 12,6

koncowa objetos¢ 20,0

Dla kazdej reakcji PCR wykonywano kontrole negatywna zawierajaca mieszaning

reakcyjng 1 wolng od nukleaz wode¢ zamiast matrycy cDNA.

Tabela 21: Profil czasowo-temperaturowy reakcji PCR dla genow badanych.

. RUNX3 ACVR2A TGFB1
SlaP FESKAPER Czas T[%rg]p " Czas T[ecz)rg]p " Czas T[%rgio :
poczatkowa denaturacja 3min 950 5min 950 2min 94,0
denaturacja 30s 95,0 1 min 95,0 15s 94,0
przytaczanie starterow E Imin 560 1min 570 30s 58,0
wydtuzanie 1 min 72,0 1 min 72,0 1 min 72,0
koncowe wydtuzanie 5 min 72,0 7 min 72,0 5 min 72,0
przechowywanie 00 4,0 0 4,0 0 4,0

82



Pomimo préob optymalizacji sktadu mieszaniny reakcyjnej, warunkow przebiegu

reakcji

PCR oraz zmiany zestawow odczynnikowych nie udato si¢ uzyskaé

specyficznych produktow w przypadku genu RUNX3 (Tabela 22 i 23). Z tego powodu

w dalszych etapach nie wykonywano ilosciowej oceny ekspresji oraz metylacji wysp

CpG dla tego genu.

Tabela 22: Optymalizacja sktadu mieszanin do przeprowadzenia reakcji PCR dla genu

RUNXa3.

(.)I_S'Cég:\;;g( Objetos¢ | Odczynnik Objetosé Odczynnik  Objetosé¢
sefeEe WU MERCK [nL] MERCK [pL]
10x DreamTaq MOBR BLTF12T
Bufferz MgCl, 2,5 | [lorAcuTag 55 545
o stez. 20 MM ' LA DNA ' ' KAPA Taq 2x

- Polymerase ReadyMix z
MgCl: (stez. 05 MgCl: (stez. 07 10 MgCl: (stez.
25 mM) ! 25 mM) ! ~ | 25mM), dNTP 5 ¢
dNTP (stez. 10 |, | ANTP (stez. 04 04 (stgz. 10 mM), '
mM) ’ 10 mM) ’ " | KAPA Taq
D T JumpStart DNA
DLanm aq Taq DNA Polymerase
0,25 | Polymerase 02 0,2 | (stez.5U/ul)
Polymerase .
(stez. 5 Urul) (stez. 2,5
' U/ul)
starter
fzi‘”;rlzor"l\‘grd 0,35 | Forward 07 07 ‘Z’:f”;rlgor‘l’\"/f)rd 1,25
ez VN (stez. 10 uM) @z U
starter
igrtzerlFéevg)s ¢ 0,35 Reverse 0,7 0,7 .Z,SrtzerlFéevg)s € 1,25
ez UM (stez. 10 M) ez 10N
cDNA 2,0 cDNA 1,0 1,0 | cDNA 1,0
woda 188 woda 138 135 woda 4.0
destylowana destylowana destylowana
koncowa ¢ 210 21,0 20,0
objetos¢
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Tabela 23: Optymalizacja profilu czasowo-temperaturowego reakcji PCR dla genu

RUNX3.
1 2 3
Etap reakcji PCR Temp. Temp. Temp.
Czas Czas Czas

[°C] [°C] [°C]
poczatkowa denaturacja 3 min 95,0 2 min 94,0 2 min 95,0
denaturacja 30s 95,0 15s 94,0 1 min 92,0
przyltaczanie starteréw :) 1 min 56,0 30s 56,0 30s 56,0
wydluzanie " 1 min 72,0 1 min 72,0 45s 72,0
koncowe wydtuzanie 5 min 72,0 5 min 72,0 7 min 72,0
przechowywanie o0 4,0 00 4,0 00 4,0

9.5 Elektroforeza w zelu agarozowym

Obecnos¢ produktow reakcji PCR byta potwierdzana przy pomocy elektroforezy
w 2% zelu agarozowym z wykorzystaniem niespecyficznego barwnika interkalujacego
w ni¢ DNA — bromku etydyny, ktory umozliwial wizualizacj¢ produktow PCR
w swietle UV.

Zele przygotowywano poprzez rozpuszczenie 0,7 g agarozy w 35 mL 0,5x
buforu TBE, ktory otrzymano poprzez 20-krotne rozcienczenie buforu 10x stezonego
(59,0 g TRIS; 27,5 g kwasu bornego; 20,0 mL 0,5M roztworu EDTA o pH 8,0).
Po ogrzaniu i catkowitym rozpuszczeniu agarozy do roztworu dodawano 2 pL. bromku
etydyny a nastepnie zel wylewano na wanienke z zalozonym na niej grzebieniem.
Po spolimeryzowaniu zelu aparat wypelniano buforem 0,5x TBE.

Na tak przygotowany zel nanoszono 8 pL kazdej z badanych prob zmieszanych
z 2 pL buforu obcigzajacego (glicerolowo-wodny roztwor biekitu bromofenolowego).
W analogiczny sposéb postgpowano z kontrolg negatywna. Do jednej ze studzienek
nanoszono rowniez 1,0 uL wzorca masy molekularnej M100-1000 Ladder (MR61) DNA
Gdansk (Polska).
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Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzano dwustopniowo przy pomocy
aparatu PowerPac™ Universal Power Supply firmy Bio-Rad. Przez pierwsze 5 minut
elektroforeze¢ prowadzono przy napieciu 110 V, przez kolejne 15 minut przy 130 V.

Po zakonczeniu rozdziatu elektroforetycznego zele analizowano w §wietle UV
przy pomocy aparatu MiniBis Pro (DNR Bio — Imaging Systems, Izrael) i programu Gel
Capture.

Rycina 13: Przykladowy rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR

dla genu referencyjnego GAPDH.

189 pz

Gdzie:

1: wzorzec masy molekularnej

2-9: produkty reakcji PCR (189 pz)
10: kontrola negatywna

Wielko$¢ produktu dla genu ACTB wynosita 540 pz, dla GAPDH 189 pz, dla ACVR2A
96 pz oraz 146 pz dla genu TGFB1.

Jedynie te proby, ktore wykazaty obecnosé ekspresji genow badanych metoda

jako$ciowa poddawane byly dalszej analizie iloSciowe;.
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9.6 Real-time PCR

Do ilosciowej oceny poziomu ekspresji mRNA genow badanych wykorzystano
technike real-time PCR. Od standardowej reakcji PCR rozni si¢ tym, ze po kazdym
cyklu reakcji PCR ma miejsce pomiar nat¢zenia fluorescencji, co pozwala
na monitorowanie przyrostu produktu w czasie rzeczywistym i okreslenie poczatkowej
ilosci ¢cDNA. Do oceny ilo$ci produktow reakcji stosuje si¢ znakowane sondy
oligonukleotydowe lub niespecyficzne barwniki fluorescencyjne interkalujace
w dwuniciowe fragmenty DNA np. SYBR Green.

W analizowanych probach powielano rownolegle gen badany ACVR2A
lub TGFB1 oraz gen referencyjny ACTB lub GAPDH, ktore stuzyty jako odno$niki.
Analiz¢ przeprowadzano w tripletach w aparacie Mx3005P QPCR SYSTEM
(Stratagene, USA) a reakcje wykonywano zgodnie z protokolem zalgczonym
do zestawu SYBR® Green JumpStart Taq Ready Mix (Sigma Aldrich, Niemcy).
Dla kazdej reakcji real-time PCR wykonano kontrole negatywna zawierajaca zamiast

matrycy wolng od nukleaz wodeg.

Tabela 24: Sktady mieszanin do przeprowadzenia reakcji real-time PCR.

Objetos¢ [pL]

Odczynnik
ACTB / GAPDH / ACVR2A / TGFB1

gotowy do uzycia JumpStart Taq Ready Mix
(Sigma Aldrich, Niemcy) zawierajacy bufor,

dNTP (stez. 0,4 mM), MgCl; (stez. 7 mM), 7

polimeraze¢ Taq DNA (stez. 0,05 U/uL)

starter Forward (stez. 10 pM) 0,7

starter Reverse (stez. 10 pM) 0,7

cDNA 1,0

woda destylowana 6,1
koncowa objetos¢ 16,0
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W reakcji real-time PCR uzyto tych samych starteréw co do analizy jako$ciowe;.

Tabela 25: Profil czasowo-temperaturowy reakcji real-time PCR.

ACTB / ACVR2A GAPDH /TGFB1

Etap reakcji real-time PCR
Czas Temp. [°C] Czas Temp. [°C]

poczatkowa denaturacja 10 min 95,0 10 min 95,0
denaturacja 30s 95,0 30s 95,0
przylaczanie starteréw ;5 1 min 58,0 1 min 59,0
wydhluzanie 1 min 72,0 1 min 72,0
denaturacja 1 min 95,0 1 min 95,0
przytaczanie starterow 30s 58,0 30s 55,0
denaturacja 30s 95,0 30s 95,0

W real-time PCR otrzymywano wykresy amplifikacji, na podstawie ktorych
wyznaczano punkt wejScia reakcji w fazg logarytmicznego wzrostu ilosci produktu —

tak zwany punkt Ct (ang. threshold cycle).
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Rycina 14: Wykres fluorescencji dla genu referencyjnego ACTB w reakcji real-time
PCR.
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Rycina 16: Wykres fluorescencji dla genu badanego ACVR2A w reakcji real-time PCR.
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W celu oceny specyficznosci produktéw reakcji wykonywano kazdorazowo
krzywa topnienia dla wszystkich gendéw. Powstale produkty cechowaly si¢
charakterystycznymi dla siebie temperaturami topnienia Tm (ang. melting temperature)

wynikajacymi z ich sekwencji nukleotydowych.

Tabela 26: Temperatury topnienia (Tm) dla analizowanych genow.

Nazwa genu Tm [°C]
ACTB 88,0
GAPDH 88,0
ACVR2A 79,0
TGFB1 81,0

Rycina 18: Wykres krzywych topnienia dla produktéw reakcji real-time PCR genu
referencyjnego ACTB.
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Rycina 19: Wykres krzywych topnienia dla produktéw reakcji real-time PCR genu

referencyjnego GAPDH.
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Rycina 20: Wykres krzywych topnienia dla produktéw reakcji real-time PCR genu
badanego ACVR2A.
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Rycina 21: Wykres krzywych topnienia dla produktéw reakcji real-time PCR genu
badanego TGFB1.
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Oszacowanie wydajnosci kinetycznej reakcji real-time PCR dokonywano
w oparciu 0 analize krzywych standardowych genu metabolizmu podstawowego
i badanego. Do tego celu przygotowywano dla jednej z prob po reakcji PCR, dla ktorej
okreslono takze stezenie uzyskanego produktu, szereg rozcienczen w zakresie
od 10 do 10’. Nastepnie, dla kazdego z rozcienczen wykonywano real-time PCR
1 odczytywano wartosci Ct, ktore postuzyly do wyliczenia wydajnos$ci reakcji (Ryciny
22-25). Wydajnosc¢ obliczano na podstawie nachylen krzywych standardowych zgodnie

z rownaniem E = 10 [-1/nachylenie] — 1.
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Rycina 22: Wykresy fluorescencji dla genu referencyjnego ACTB po reakcji real-time
PCR (rozcienczenia 102, 103, 104, 10°, 108, 107).
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Rycina 23: Wykresy fluorescencji dla genu badanego ACVR2A po reakcji real-time
PCR (rozcieficzenia 103, 104, 10°, 10, 10).
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Wydajnosci reakcji PCR genow ACTB oraz ACVR2A byly zblizone w stosunku
do siebie, dlatego do obliczenia wzglednego poziomu ekspresji ACVR2A zastosowano

metod¢ AACt. W metodzie tej srednie wartosci Ct ze wszystkich prob dla obu genow

przyjeto jako kalibrator.
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Rycina 24: Wykresy fluorescencji dla genu referencyjnego GAPDH po reakcji real-time
PCR (rozcienczenia 10°, 10°, 107).
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Rycina 25: Wykresy fluorescencji dla genu badanego TGFB1 po reakc;ji real-time PCR

(rozcienczenia 104, 10°, 10°, 107).
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W  przypadku drugiej analizy, wydajnosci reakcji PCR pomiedzy
porownywanymi genami istotnie si¢ roznity (111% dla GAPDH oraz 101%
dla TGFB1), dlatego do wyliczenia wspotczynnikow wzglednej ekspresji zastosowano

metode Pfaffl’a uwzgledniajaca poziom wydajnosci reakcji dla kazdego z gendw.
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9.7 Przygotowanie DNA do oceny metylacji

Procedura oceny metylacji wyspy CpG regionu promotorowego genu TGFB1

wymagala etapu przygotowania DNA do dalszych badan. W tym celu wykonano

konwersje niezmetylowanych cytozyn do uracylu zgodnie z protokotem CiTi Converter
DNA Methylation Kit (A&A Biotechnology, Polska).

10.
11.

12.

13.

14.

Do 20 pL uprzednio wyizolowanego DNA dodawano 5 plL roztworu D
do rozcienczania prob oraz 25 pL jatowej wody.

Po wymieszaniu roztworu przez pipetowanie cato$¢ inkubowano 15 minut
w 37°C.

Dodanie do roztworu 100 pL odczynnika C/T do konwersji i wymieszanie
catosci poprzez pipetowanie.

Inkubowanie proby w ciemno$ci przez 12-16 godzin w suchym bloku
grzejnym o temperaturze 50°C.

Przeniesienie proby po inkubacji na 10 minut do temperatury 0-4°C.

Dodanie do mieszaniny 400 pL roztworu wigzacego G i wymieszanie cato$ci
poprzez pipetowanie.

Przeniesienie prob na minikolumny a nastgpnie wirowanie przez 60 sekund
przy 10-15 tysigcach RPM.

Wylanie przesaczu po odwirowaniu i wlozenie minikolumny do tej samej
probowki.

Dodanie do minikolumny 100 pL roztworu pluczacego Al i odwirowanie
catosci przez 60 sekund przy 10-15 tysigcach RPM.

Naniesienie na minikolumne¢ 200 uL roztworu DS do desulfonowania.

Po 10-minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej probe wirowano
przez 60 sekund przy 10-15 tysigcach RPM.

Wylanie przesaczu po odwirowaniu i wlozenie minikolumny do tej samej
probowki.

Dodanie do minikolumny 200 uL roztworu ptuczacego Al i odwirowanie
catosci przez 60 sekund przy 10-15 tysigcach RPM.

Ponowne odpipetowanie na minikolumng 200 pL roztworu pluczacego Al

1 wirowanie calosci przez 2 minuty przy 10-15 tysigcach RPM.
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15. Umieszczenie minikolumny w probdéwce elucyjnej o pojemnosci 1,5 mL
1 naniesienie na znajdujace si¢ na jej dnie ztoze 30 pL buforu elucyjnego.

16. Inkubowanie cato$ci w temperaturze pokojowej przez 3 minuty.

17. Wirowanie przez 1 minutg przy 10-15 tysigcach RPM.

18. Usunigcie minikolumny i przeniesienie proboéwki elucyjnej zawierajacej
oczyszczone i zmodyfikowane DNA do temperatury 4-8°C do czasu

dalszych analiz.
Dla zwickszenia wydajnos$ci modyfikowano metode konwersji zgodnie z rekomendacja

producenta. Zaktadata ona wydluzenie czasu pierwszej inkubacji do 30 minut

i podwyzszenie temperatury do 42°C (etap 2 protokotu).
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9.8 Reakcja MS — PCR

Celem procesu przygotowania DNA do reakcji MS-PCR byla chemiczna
konwersja wszystkich niezmetylowanych cytozyn do uracylu. Modyfikacja ta
uniemozliwiata wydtuzanie przez zmodyfikowang polimeraz¢ Taq (CiTi HotStart
polimeraza DNA) startera, ktory na koncu 3’ zawieral nieckomplementarny do matrycy
nukleotyd (Rycina 26).

Zastosowanie CiTi HotStart polimerazy DNA blokowato amplifikacj¢ niespecyficznych
produktow reakcji PCR 1 uzyskanie wynikéw falszywie pozytywnych,

ktore powstawatyby w przypadku natywnej polimerazy Tag.

Rycina 26: Porownanie dziatania natywnej polimerazy DNA Taq oraz CiTi HotStart
polimerazy DNA po chemicznej konwersji niemetylowanych cytozyn

do uracylu.

Natywna polimeraza DNA Tag

G >

CiTi HotStart polimeraza DNA

o X

U

Oceny metylacji sekwencji CpG genu TGFB1 dokonano w oparciu 0 protokot
CiTi Converter MSP PCR Kit (A&A Biotechnology, Polska).
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Tabela 27: Sktad mieszaniny reakcyjnej MS-PCR.

Odczynnik Objetos¢ [pL]

gotowy do uzycia 2x CiTi MSP PCR Mix (A&A
Biotechnology, Polska) zawierajacy stabilizatory

reakcji, dNTP, MgCla Tris-HCI, KCI, 250

(NH4)2S0s i CiTi HotStart polimeraze DNA

starter Forward (stez. 0,3-0,4 uM) 1,75

starter Reverse (stez. 0,3-0,4 uM) 1,75

DNA 2,5

woda jatowa 19,0
koncowa objetos¢ 50,0

Do reakcji wykorzystywano uprzednio oczyszczone i chemicznie zmodyfikowane
DNA.

Tabela 28: Profil czasowo-temperaturowy reakcji MS-PCR.

TGFB1
Etap reakcji MS-PCR
Czas Temp. [°C]
poczatkowa denaturacja matrycy 1 aktywacja 5 min 950
CiTi HotStart polimerazy DNA N :
denaturacja 15s 95,0
X
przylaczanie starterow TR 30s 59,0
wydhuzanie 30s 72,0
koncowe wydhuzanie 5 min 72,0
schlodzenie reakcji 10 min 10,0
przechowywanie 0 4,0
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Tabela 29: Sekwencje starterow uzytych do przeprowadzenia reakcji MS-PCR.

Nazwa Sekwencja
TGFB1 Forward 5’ GGG TAT AGT GCG GGA GC 3’
TFGBL1 Reverse 5 CAA CCG CAC GAA AAA CGC 3

Rycina 27: Przykladowy rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji MS-PCR

dla sekwencji CpG regionu promotorowego genu TGFB1.

257 pz

Gdzie:

1: wzorzec masy molekularnej
2: kontrola negatywna

3: kontrola pozytywna

4-8: produkty reakcji MS-PCR

Wielko$¢ produktu dla sekwencji CpG regionu promotorowego genu TGFB1 wynosita
257 pz.
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10. Analiza statystyczna

Do statystycznej oceny uzyskanych wynikéw uzyto programu STATISTICA
13.1 firmy StatSoft Inc. (Tulsa, OK, USA).

Pierwszym etapem analizy poréwnawczej zmiennych ilosciowych nalezacych
do dwoch grup bylo sprawdzeniec za pomoca testu Shapiro-Wilka zgodnosci cech

z rozkladem normalnym.

Po potwierdzeniu normalnosci rozktadu weryfikowano jednorodno$¢é wariancji
zmiennych za pomocg testu Levene'a. W przypadku stwierdzenia homogenicznosci

wariancji do porownania badanych grup stosowano parametryczny test t Studenta.

Przy braku zgodnos$ci z rozktadem normalnym przeprowadzano analize pordwnawcza
grup nieparametrycznym testem U Manna-Whitneya.

W przypadku braku zgodnosci z rozkladem normalnym lub brakiem
jednorodnosci wariancji zmiennych ilosciowych do oceny poréwnawcze] wigce]
niz dwoch grup wykorzystano nieparametryczny test Kruskala-Wallisa. Celem
wskazania grup réznigcych si¢ miedzy sobg po tescie Kruskala-Wallisa przeprowadzano
test post-hoc Dunn z poprawka Benjamini-Hochberga.

Dwie zmienne ilosciowe byly ze sobg korelowane za pomoca macierzy
korelacji.

Do analizy porownawczej dwoch lub wigecej grup zmiennych nominalnych
0 n > 40 i wszystkich liczebnosci oczekiwanych > 10 wykorzystywano test
niezaleznosci y?> Pearsona. Do zbadania zaleznosci miedzy dwoma cechami
jakosciowym o n > 40 oraz jakiejkolwiek liczebnosci oczekiwanej < 10 zastosowano
test V2. W przypadkach n > 40 i ktorejkolwiek z liczebnosci oczekiwanej < 5
oraz 20 < n < 40 i wszystkich liczebnosci oczekiwanych > 5 stosowano test y
z poprawka Yatesa.

Analize przezycia pacjentow o0ceniano przy pomocy testu Wilcoxona

wg Gehana.

W przypadku wszystkich testow za istotne statystycznie przyjeto wyniki

o prawdopodobienstwie p < 0,05.
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11. Wyniki

CHARAKTERYSTYKA GRUPY BADANEJ

Analizie poddano 45 kobiet i 36 mezczyzn, tworzacych grupe 81 pacjentow
z potwierdzonym histopatologicznie rakiem jelita grubego. Mediana wieku badanej

populacji ogdélem wynosita 63 lata, z czego mediana wieku rownata si¢ 57 lat

dla samych kobiet oraz 66 lat w przypadku m¢zczyzn.

Tabela 30: Charakterystyka ogdlna badanej grupy pacjentow z rakiem jelita grubego.

- Liczebnosé¢  Odsetek Mediana Minimum Maksimum
(N) [%%6] wieku [lata] [lata] [lata]
Kobiety 45 56 57 37 82
Megzczyzni 36 44 66 34 79
Ogotem 81 100 63 34 82

W analizowanej populacji wiek w momencie zachorowania wynosil wigcej
niz 50 lat, a zdecydowana wigkszo$¢ przypadkow (84%) pochodzita od pacjentow

miedzy 51 a 80 rokiem Zycia.
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Rycina 28: Struktura wieku badanej grupy pacjentéw z rakiem jelita grubego.

30

25
24

o]
h

19

8
4
| 1
0 |

=40 41-50 51-60 61-70 71-30 =81

Liczba przypadkow
= o =

Lh

Kategoria wiekowa

105



11.1. Ocena wzglednych poziomow ekspresji genow ACVR2A i TGFB1

w powigzaniu z parametrami demograficzno — patologicznymi pacjentow

WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1 A WIEK
PACJENTOW

Ocena zaleznosci pomigdzy wiekiem pacjentdow grupy badanej w momencie
zachorowania a wzglednym poziomem mRNA genu ACVR2A i TGFB1 nie wykazata
korelacji migdzy poréwnywanymi cechami (odpowiednio p=0,7170, p=0,1380).
Ponizej zamieszczono wykresy zaleznos$ci wspotczynnikow wzglednej ekspresji

badanych gendéw a wiekiem pacjentow.

Rycina 29: Korelacja migdzy wzglednym poziomem ekspresji genu ACVR2A a wiekiem

pacjentow.
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Rycina 30: Korelacja miedzy wzglgdnym poziomem ekspresji genu TGFB1 a wiekiem

pacjentow.
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Drugim etapem oceny statystycznej bylo poréwnanie wzglednych poziomow

ekspresji badanych genéw w grupie kobiet i me¢zczyzn.

WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1 A PLEC
PACJENTOW

Z dostepnych badan epidemiologicznych wynika, ze mezczyzni statystycznie
czesciej zapadaja na raka jelita grubego niz kobiety. Z tego powodu uzasadnione staje
si¢ poszukiwanie podstaw molekularnych mogacych przyczyniaé¢ si¢ do powstawania
obserwowanych rdéznic. W pracy oceniano zalezno$¢ pomiedzy plcig a wzglednym
poziomem ekspresji w grupie 81 pacjentow dla genu ACVR2A oraz 50 pacjentow
dla genu TGFBL1.
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Tabela 31: Wzgledne poziomy ekspresji badanych gendow a pte¢ pacjentow.

Gen Liczebno$¢ kobiet Liczebno$¢ mezezyzn Wartos¢ p
ACVR2A 45 36 0,2482
TGFB1 30 20 0,9763

Analiza porownawcza przeprowadzona testem U Manna-Whitneya wykazala brak
zaleznosci miedzy wzglednymi poziomami ekspresji gendéw | plcig pacjentow. Wyniki

te sg zbiezne z doniesieniami dostgpnymi w pi§miennictwie.

Rycina 31: Wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A w grupach kobiet i me¢zczyzn.
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Rycina 32: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 w grupach kobiet i mg¢zczyzn.
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Czgs¢ przypadkoéw raka jelita grubego ma charakter dziedziczny, dlatego
w kolejnym etapie analizy statystycznej okreslano zalezno$¢ pomigdzy wzglednymi
poziomami ekspresji badanych genow a obecno$cig nowotworu w najblizszej rodzinie

chorego.

WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A I TGFBl A WYWIAD
RODZINNY PACJENTOW

W toku przeprowadzonego wywiadu lekarskiego uzyskano informacje dotyczaca
rodzinnego wystepowania raka jelita grubego od 31 pacjentéw, u ktorych oceniano
wzgledny poziom ekspresji genu ACVR2A oraz od 18 pacjentéw poddanych analizie
wzglednego poziomu mRNA genu TGFB1.

Uzyskane wartosci p testu U Manna-Whitneya zostaty przedstawione w Tabeli 32.
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Tabela 32: Wzgledne poziomy ekspresji badanych genow a wywiad rodzinny

pacjentow.
Gen Wywiad rodzinny  Liczebno$é (N) Odsetek [%] Wartos¢ p

ozytywn 9 29

ACVR2A Posyywny 0,6793
negatywny 22 71
ozytywn 6 33

TGFB1 PosyY 0,8149
negatywny 12 67

Odsetek o0sob potwierdzajacych obecnosé raka jelita grubego w rodzinie byt

podobny dla obu opisywanych gendéw. W wigkszosci pacjenci wiaczeni do badania

pochodzili z rodzin, u ktérych przypadki nowotworu tego odcinka jelita nie byly

wczesniej diagnozowane. Co wigcej, nie stwierdzono istotnego statystycznie zwigzku

migdzy wywiadem rodzinnym a wzglednym poziomem ekspresji zadnego z genow.

Z punktu widzenia odpowiedniego doboru strategii leczenia oraz ze wzgledow

rokowniczych istotne znaczenie ma lokalizacja zmian nowotworowych. Z tego powodu

kolejna oceniang zalezno$cig byta korelacja wzglednych pozioméw ekspresji badanych

genow z umiejscowieniem raka jelita grubego.
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WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1
A UMIEJSCOWIENIE NOWOTWORU

Z uwagi na odrgbnosci postepowania terapeutycznego wynikajace z rdznej
lokalizacji zmian nowotworowych pacjentéw podzielono na dwie grupy: z nowotworem
odbytnicy lub nowotworem umiejscowionym we wczeSniejszych odcinkach jelita
grubego. Do analiz statystycznych wigczono 80 pacjentow, u ktoérych oceniano poziom
transkryptu genu ACVR2A oraz 49 pacjentow, u ktorych oceniano poziom mRNA genu
TGFB1.

Tabela 33: Wzgledne poziomy ekspresji badanych genéw a umiejscowienie nowotworu.

Umiejscowienie Odsetek ~ Wartosé
Gen Liczebnos$¢ (N)
nowotworu [96] p

katnica lub okreznica ol 64

ACVR2A _ 0,0330
odbytnica 29 36
katnica lub okr¢znica 29 59

TGFB1 _ 0,1246
odbytnica 20 41

Analiza poréwnawcza przeprowadzona testem U Manna-Whitneya wykazata,
ze wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A obserwowane w nowotworach odbytnicy
oraz nowotworach zlokalizowanych w katnicy lub okreznicy istotnie rdoznily si¢
od siebie (p=0,0330). Raki odbytnicy cechowaly si¢ wyzszym wzglednym poziomem
ekspresji genu ACVR2A niz raki zlokalizowane we wczesniejszych odcinkach jelita

grubego, co moze wskazywac na uczestnictwo tego genu w patogenezie raka odbytnicy.
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Rycina 33: Wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A a umiejscowienie nowotworu.
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Nie wykazano jednak istotnej statystycznie zalezno$ci pomigdzy wzglednym

poziomem ekspresji genu TGFB1 a umiejscowieniem nowotworu (p=0,1246).
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Rycina 34: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 a umiejscowienie nowotworu.
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W badanej populacji wyrdzniono na podstawie badania histopatologicznego trzy
rozne typy gruczolakorakoéw: cewkowe (tac. adenocarcinoma tubulare), §luzotworcze
(fac. adenocarcinoma mucinosum) i cewkowo-§luzotworcze (tac. adenocarcinoma
tubulare/ mucinosum). Kazdy z nich zostat porownany ze wzgledu na poziom ekspresji

analizowanych genow.

WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1 A PODTYP
HISTOPATOLOGICZNY RAKA JELITA GRUBEGO

Poszukiwano zalezno$ci pomigdzy typem histopatologicznym raka a wzglednym
poziomem ekspresji genow ACVR2A i TGFB1 odpowiednio u 77 i 47 pacjentow.
U wigkszos$ci z nich w badaniu histopatologicznym stwierdzano raka jelita grubego typu

cewkowego. Gruczolakoraki $luzotworcze 1 cewkowo-$luzotworcze stanowity
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mniejszo$¢ ujetych w badaniu rakéw, tj. 26% w przypadku grupy z oceniang ekspresja

genu ACVR2A oraz 32% w przypadku grupy poddawane;j ilosciowej ocenie transkryptu

TGFB1. Dane dotyczace poszczegdlnych podtypoéw histopatologicznych zostaty

przedstawione w Tabeli 34.

Tabela 34: Wzgledne poziomy ekspresji badanych genow a podtyp histopatologiczny

raka.

- et [ Liczebnos¢ Odsetek W
en odtyp histopatologiczny artos¢
(N) [%] P
Adenocarcinoma tubulare 57 74
Adenocarcinoma
) 10 13
mucinosum
ACVR2A _ 0,1094
Adenocarcinoma tubulare/
Adenocarcinoma 10 13
mucinosum
Adenocarcinoma tubulare 32 68
Adenocarcinoma
) 9 19
mucinosum
TGFB1 _ 0,9561
Adenocarcinoma tubulare/
Adenocarcinoma 6 13

mucinosum

Analiza porownawcza przeprowadzona za pomoca testu Kruskala-Wallisa wykazata

brak roznic pomigdzy wzglednymi poziomami ekspresji obu badanych genow a typem

histopatologicznym raka.
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Rycina 35: Wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A a podtyp histopatologiczny
raka.
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Rycina 36: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 a podtyp histopatologiczny raka.
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WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1 A ZLOSLIWOSC
HISTOLOGICZNA RAKA JELITA GRUBEGO WG WHO

Podczas oceny mikroskopowej kazdg z tkanek nowotworowych klasytikowano
w zalezno$ci od stopnia zrdéznicowania histologicznego komorek do jednej z trzech
grup. Wigkszos¢ obserwowanych przypadkow stanowily nowotwory o umiarkowanym
i slabym stopniu zréznicowania (Tabela 35). Z uwagi na niewielka ilo§¢ dobrze
zréznicowanych gruczolakorakow (G1), do celow statystycznych polaczono grupy Gl
1 G2.
Do zbadania ro6znic pomigdzy poszczegdlnymi stopniami ztosliwosci histologicznej
rakow pordwnywano mediany wzglednych poziomoéw ekspresji genow ACVR2A
(N=80) oraz TGFB1 (N=50).
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Tabela 35: Wzgledne poziomy ekspresji badanych genow a stopien zto§liwosci
histologicznej.

Stopien zlosliwosci

Gen ; : . Liczebnos$¢ (N) Odsetek [2%] Wartos¢ p
histologicznej
GliG2 58 (7+51) 72,5
ACVR2A 0,3137
G3 22 27,5
GliG2 33 (4+29) 66
TGFB1 0,1102
G3 17 34

Z przeprowadzonej za pomocg testu U Manna-Whitneya analizy wynikalo, ze mediany
wzglednych pozioméw ekspresji genow ACVR2A oraz TGFBL1 nie r6znily si¢ pomiedzy
grupami (odpowiednio p=0,3137 oraz p=0,1102).

Rycina 37: Wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A a stopien zlosliwosci
histologicznej raka.
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Rycina 38: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 a stopien zlosliwosci
histologicznej raka.
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Pomimo braku istotnej statystycznie zalezno$ci pomi¢dzy poziomem transkryptu genu
TGFB1 a stopniem ztosliwo$ci histologicznej, zauwazono tendencj¢ do osiggania
wyzszych wzglednych pozioméw ekspresji tego genu przez gruczolakoraki G1 1 G2.
Z uwagi na zbyt matg liczbe przypadkow rakéw o stopniu G1, zdecydowano si¢
wykona¢ kolejng analiz¢ statystyczng celem zweryfikowania zalezno$ci pomig¢dzy

grupami G2 i G3.
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Rycina 39: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 a stopien zlosliwosci
histologicznej G2 i G3.
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Ponownie nie potwierdzono statystycznie znamiennej zalezno$ci pomigdzy
porownywanymi grupami, mimo zauwazalnie wyzszych wzglednych poziomow

ekspresji genu TGFB1 w stopniu G2 (p=0,0687).

WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1 A STOPIEN
ZAAWANSOWANIA KLINICZNEGO NOWOTWORU WG KLASYFIKACII
ASTLERA-COLLERA

Grupe 79 pacjentéw, u ktérych oceniano wzgledny poziom ekspresji genu
ACVR2A oraz 49 pacjentéw poddanych analizie pod katem poziomu ekspresji genu

TGFB1 przydzielono do 6 grup w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego
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nowotworu wg kryteriow Astlera-Collera. Z uwagi na niewystarczajaca ilos¢ pacjentow

o stopniach I i 1V klasyfikacji, nie uj¢to ich w analizach statystycznych.

Tabela 36: Wzgledne poziomy ekspresji badanych gendéw a stopien zaawansowania

klinicznego wg klasyfikacji Astlera-Collera.

Stopien zaawansowania
- - Odsetek ~ Wartosé
Gen klinicznego wg klasyfikacji  Liczebnos¢ (N)

%
Astlera-Collera %] >

1 22 28
1l 25 32

ACVR2A 0,3739
V 20 25
VI 12 15
1 16 33
11 14 29

TGFB1 0,0211
V 11 22
VI 8 16

Z analizy statystycznej przeprowadzonej testem Kruskala-Wallisa wynikato,
ze wzgledny poziom ekspresji genu ACVR2A nie roznit si¢ pomigdzy poszczegdlnymi
stopniami zaawansowania klinicznego (p=0,3739).
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Rycina 40: Wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A a stopien zaawansowania
klinicznego wg klasyfikacji Astlera-Collera.
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Odmienny wynik uzyskano analizujac mediany wzglednego poziomu transkryptu genu
TGFB1. W toku postgpowania statystycznego dowiedziono, iz wzgledny poziom
ekspresji tego genu roznit si¢ w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego

wg klasyfikacji Astlera-Collera a zaleznos¢ ta byla statystycznie znamienna (p=0,0211).
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Rycina 41: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 a stopien zaawansowania
klinicznego wg klasyfikacji Astlera-Collera.
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Do oceny zaleznosci miedzy stopniami zaawansowania klinicznego wykorzystano
konserwatywny test post-hoc Dunn z poprawkag Benjamini-Hochberga,

ktory porownywat warto$ci median wzglednych pozioméw ekspresji genu.
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Tabela 37: Porownanie median wzglednych poziomow ekspresji genu TGFB1 pomiedzy
réoznymi stopniami zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji Astlera-
Collera z wykorzystaniem testu post-hoc Dunn z poprawka Benjamini-
Hochberga.

e e V°

I° 0,2474
V° 0,2756 0,7453

VI° 0,0420 0,2756 0,2756

Poréwnanie wykazalo istotng statystycznie roznice wzglednych pozioméw ekspresji
genu TGFB1 pomigdzy pacjentami z II oraz VI stopniem zaawansowania klinicznego
nowotworu (p=0,0420). Wzgledny poziom transkryptu genu TGFB1 u pacjentéw o II°
zaawansowania klinicznego byl wyzszy niz u pacjentow o VI° zaawansowania raka
jelita grubego. Otrzymane wyniki sugeruja, ze obnizenie poziomu ekspresji

analizowanego genu moze przyczyniac si¢ do postepu choroby.
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WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1 A STOPIEN
ZAAWANSOWANIA KLINICZNEGO NOWOTWORU WG KLASYFIKACJI TNM

Do celow statystycznych uwzgledniono 81 pacjentow, u ktéorych oceniano
wzgledny poziom ekspresji genu ACVR2A oraz 50 pacjentow poddanych analizie
poziomu transkryptu genu TGFB1. Badani zostali podzieleni na 4 grupy odpowiadajace

stopniom zaawansowania klinicznego klasyfikacji TNM.

Tabela 38: Wzgledne poziomy ekspresji badanych gendéw a stopien zaawansowania

klinicznego wg TNM.

Stopien zaawansowania
- - Odsetek  Wartosé
Gen klinicznego wg klasyfikacji  Liczebnos¢ (N)

%
TNM 1] g
I 21 25,926
I 24 29,630
ACVR2A 0,6917
Il 21 25,926
v 15 18,518
I 16 32
I 12 24
TGFB1 0,0113
Il 13 26
\YJ 9 18

Przeprowadzona testem Kruskala-Wallisa analiza poréwnawcza median wzglednych
pozioméw ekspresji genu ACVR2A nie wykazata zadnych istotnych statystycznie

zalezno$ci pomigdzy réznymi stopniami zaawansowania klinicznego klasyfikacji TNM
(p=0,6917).
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Rycina 42: Wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A a stopien zaawansowania
klinicznego wg klasyfikacji TNM.
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W kolejnej analizie danych potwierdzono, ze mediany wzglednych poziomow
transkryptu genu TGFB1 byly istotnie rézne w poszczegdlnych stopniach
zaawansowania Kklinicznego raka jelita grubego (p=0,0113). Moze to $wiadczy¢

o potencjalnym wptywie tego genu na progresje kancerogenezy.
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Rycina 43: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 a stopien zaawansowania
klinicznego wg klasyfikacji TNM.
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Do oceny zalezno$ci migdzy stopniami zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji
TNM wykorzystano konserwatywny test post-hoc Dunn z poprawka Benjamini-

Hochberga, ktory porownywat wartosci median wzglednych poziomow ekspresji genu.
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Tabela 39: Porownanie median wzglednych poziomow ekspresji genu TGFB1 pomiedzy
réznymi stopniami zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji TNM

z wykorzystaniem testu post-hoc Dunn z poprawka Benjamini-Hochberga.

1° 1o+ 111°

H°+111° 0,0814

Ve 0,0090 0,0814

Wykazano istotng statystycznie rdéznice wzglednych pozioméw ekspresji genu TGFB1
pomiedzy stopniami I i IV klasyfikacji TNM (p=0,0090). U pacjentow z I°
zaawansowania klinicznego odnotowywano wyzsze wzgledne poziomy transkryptu

genu TGFB1 niz u pacjentow ze stopniem IV.

Zaobserwowano rowniez tendencje do wyzszych wzglednych poziomow ekspresji genu
TGFB1 w stopniu I w poréwnaniu do stopnia II i III oraz tych ostatnich wzgledem
stopnia 1V. Zaleznosci te jednak nie byty istotne statystycznie (p=0,0814).

Uzyskane wyniki przemawiajg za tym, ze obnizenie poziomu ekspresji genu TGFB1

moze by¢ jednym z czynnikow sprzyjajacych progresji raka jelita grubego.

WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1 A WIELKOSC
I GLEBOKOSC NACIEKANIA SCIANY JELITA PRZEZ NOWOTWOR

Pierwszym analizowanym parametrem klasyfikacji TNM pod katem
jednorodnos$ci median wzglednych pozioméw mRNA badanych gendéw byta cecha T
moéwigca o wielkosci zmiany pierwotnej i penetracji §ciany jelita przez nowotwor.
Na potrzeby analizy danych, malo liczna grupa pacjentow o stopniu T1 zostata

wlaczona do grupy T2.
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Tabela 40: Wzgledne poziomy ekspresji badanych gendéw a wielko$¢ 1 glebokosé

naciekania §ciany jelita przez nowotwor.

Gen Cecha T Liczebnos¢ (N) Odsetek [%] Wartos¢ p
T1iT2 23 28,4
ACVR2A T3 52 64,2 0,1342
T4 6 7,4
T1iT2 17 (6+11) 34
TGFB1 T3 27 54 0,0206
T4 6 12

Analiza statystyczna wykonana testem Kruskala-Wallisa nie wykazata roznic pomiedzy

wzglednymi poziomami ekspresji genu ACVR2A a cecha T klasyfikacji TNM
(p=0,1342).
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Rycina 44: Wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A a wielkos¢ i1 glgbokosé
naciekania $ciany jelita przez nowotwor.
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Zaobserwowano korelacje pomigedzy wzglednymi poziomami mRNA genu TGFB1
a cechg T klasyfikacji TNM. Zalezno$¢ ta byla statystycznie znamienna (p=0,0206).
Najwyzsze wzgledne poziomy ekspresji stwierdzono w stopniach T1 i T2, co moze
swiadczy¢ o hamujagcym wplywie tego genu na wielko$¢ i1 glebokos¢ nacieku

nowotworowego.
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Rycina 45: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 a wielko$¢ i glgbokosé

naciekania $ciany jelita przez nowotwor.
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Do oceny zaleznosci miedzy cecha T klasyfikacji TNM a medianami wzglgdnych
poziomow ekspresji genu TGFB1 wykorzystano konserwatywny test post-hoc Dunn

z poprawka Benjamini-Hochberga.

Tabela 41: Porownanie median wzglednych poziomow ekspresji genu TGFB1 pomiedzy
réznymi stopniami T klasyfikacji TNM z wykorzystaniem testu post-hoc

Dunn z poprawka Benjamini-Hochberga.

T1iT2 T3

T3 0,0261

T4 0,0866 0,8438
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Potwierdzono istotng statystycznie roéznice median wzglednego poziomu transkryptu
genu TGFB1 pomiedzy grupa T1 i T2 a grupa T3 (p=0,0261). Pacjenci z nowotworem
T1 lub T2 odznaczali si¢ wyzszymi wzglednymi poziomami transkryptu genu TGFB1
niz chorzy ze stopniem T3. Zaobserwowano jednocze$nie tendencje do uzyskiwania
wyzszych wzglednych pozioméw ekspresji analizowanego genu w nowotworach T1
lub T2 wzglgdem rakow o stopniu T4, jednak weryfikowana zalezno$¢ nie byta istotna
statystycznie (p=0,0866).

Otrzymane wyniki moga $wiadczy¢ o potencjalnym wptywie obnizonej ekspresji genu
TGFB1 na powstawanie rakow jelita grubego o wigkszych rozmiarach i gl¢bokosci

nacieku nowotworowego.

WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJII GENOW ACVR2A | TGFB1 A ZAJECIE
REGIONALNYCH WEZLOW CHLONNYCH

Kolejnym ocenianym parametrem klasyfikacji TNM byla cecha N mowigca
o obecnosci komorek nowotworowych w regionalnych weztach chtonnych. Do analizy
statystycznej wlaczono 77 pacjentow z okreslonym wzglednym poziomem ekspresji
genu ACVR2A oraz 48 pacjentow z ocenionym iloSciowo poziomem ekspresji genu
TGFB1.

Tabela 42: Wzgledne poziomy ekspresji badanych gendéw a zajecie regionalnych

weztow chtonnych.

Gen Stopien N Liczebnos¢ (N) Odsetek [%] Wartos¢ p
NO 46 60
ACVR2A N1 13 17 0,5218
N2 18 23
NO 30 62,5
TGFB1 N1 8 16,7 0,4884
N2 10 20,8
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Zastosowany test Kruskala-Wallisa wykazat brak istotnych statystycznie rdznic

w poziomach ekspresji genow ACVR2A i TGFB1 w roznych stadiach N klasyfikacji
TNM (p=0,5218 dla genu ACVR2A oraz p=0,4884 dla genu TGFB1).

Rycina 46: Wzglgdny poziom ekspresji genu ACVR2A a zajgcie regionalnych weztow

chtonnych.
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Rycina 47: Wzgledny poziom ekspresji genu TGFB1 a zajecie regionalnych weztow

chlonnych.
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WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1 A OBECNOSC
PRZERZUTOW ODLEGLYCH

Ostatnim elementem klasyfikacji TNM podlegajacym ocenie byta cecha M
$wiadczaca o obecnosci lub braku przerzutow odlegtych.
Dane uwzglednione w analizie statystycznej pochodzily od 80 pacjentdéw, u ktdérych
oceniano wzgledny poziom mRNA genu ACVR2A oraz 48 pacjentow, u ktorych badano
poziom ekspresji genu TGFB1. We wszystkich przypadkach ogniska przerzutowe raka

jelita grubego zlokalizowane byly w watrobie.
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Tabela 43: Wzgledne poziomy ekspresji badanych genow a obecno$¢ przerzutow

odlegtych.
Gen Stopien M Liczebnos¢ (N) Odsetek [%] Wartos¢ p
MO 66 82,5
ACVR2A 0,6807
M1 14 17,5
MO 41 85
TGFB1 0,0120
M1 7 15

Przeprowadzona testem U Manna-Whitneya analiza poréwnawcza nie wykazata

zalezno$ci miedzy wzglednymi poziomami ekspresji genu ACVR2A a obecnosciag

przerzutow odleglych. (p=0,6807).

Rycina 48: Wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A a obecno$¢ przerzutow

odleglych.
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Dowiedziono jednak, ze wzgledne poziomy transkryptu genu TGFB1 réznily si¢
U pacjentow w zaleznosci od obecnosci przerzutow odleglych (p=0,0120). Pacjenci
bez stwierdzonych przerzutow do watroby charakteryzowali si¢ wyzszymi wzglednymi
poziomami ekspresji analizowanego genu, co moze wskazywaé na protekcyjng role

TGFB1 w procesie tworzenia przerzutow.

Rycina 49: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1l a obecno$¢ przerzutow

odlegtych.
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WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1 A ZAJECIE
NACZYN KRWIONOSNYCH PRZEZ NOWOTWOR

Potwierdzona histopatologicznie  obecnos¢  komoérek  nowotworowych
w naczyniach krwiono$nych jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym w przebiegu
raka jelita grubego. Grupa badana, w ktorej oceniano wzgledny poziom transkryptu
genu ACVR2A skladata si¢ z 81 pacjentow, natomiast w przypadku genu TGFB1 grupe

stanowito 50 pacjentow.

Tabela 44: Wzgledne poziomy ekspresji badanych genow a zajecie naczyn

krwiono$nych.

Zajecie naczyn

Gen Liczebnos¢ (N) Odsetek [%] Wartos¢ p
krwionos$nych

Brak 30 37

ACVR2A 0,2798
Obecne 51 63
Brak 15 30

TGFB1 0,0125
Obecne 35 70

Przeprowadzona testem U Manna-Whitneya analiza statystyczna dowiodta,
ze wzgledny poziom ekspresji genu ACVR2A nie byt zwigzany z obecnoscia komorek

nowotworowych w naczyniach krwiono$nych (p=0,2798).
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Rycina 50: Wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A a zajecie naczyn krwiono$nych
przez nowotwor.
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Analiza statystyczna wykazata wystgpowanie zalezno$ci miedzy wzglednymi
poziomami ekspresji genu TGFB1 a zajeciem naczyn krwionosnych przez nowotwor
(p=0,0125). Stwierdzono wyzsze wzgledne poziomy transkryptu genu TGFB1
w przypadku rakow bez zajecia naczyn krwionosnych przez komorki nowotworowe,
co moze przemawia¢ za udzialem badanego genu w procesie nadawania komorkom
zdolnosci migracyjnych, a nastepnie tworzenia wtérnych ognisk nowotworowych

w narzadach odleglych.
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Rycina 51: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 a zajecie naczyn krwiono$nych

przez nowotwor.
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WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1 A OBECNOSC
NACIEKU LIMFOCYTARNEGO W TKANCE NOWOTWOROWE]

Pobrane s$rodoperacyjnie fragmenty tkanek byly sprawdzane pod katem
obecno$ci w masie nowotworowej nacieku limfocytarnego, ktory jest pozytywnym
wskaznikiem prognostycznym zaawansowanego raka jelita grubego.

W dalszej kolejnosci oceniano wzgledne poziomy ekspresji genow ACVR2A (N=81)

oraz TGFB1 (N=50) i por6wnywano je z naciekiem limfocytarnym w tkance.

Tabela 45: Wzgledne poziomy ekspresji badanych gendéw a obecno$¢ nacieku

limfocytarnego.

Gen Naciek limfocytarny  Liczebnos¢ (N) Odsetek [%] Wartos¢ p

Brak 46 57

ACVR2A 0,1236
Obecny 35 43
Brak 30 60

TGFB1 0,0087
Obecny 20 40

Analiza poroOwnawcza przeprowadzona testem U Manna-Whitneya nie wykazata
korelacji miedzy wzglednymi poziomami ekspresji genu ACVR2A a obecnoscia nacieku

limfocytarnego w tkance nowotworowej (p=0,1236).
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Rycina 52: Wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A a obecnos¢ nacieku

limfocytarnego w tkance nowotworowej.
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Analiza statystyczna dowiodla, ze wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 roznity si¢
w zaleznosci od obecnosci limfocytow w tkance nowotworowej (p=0,0087).
Zaobserwowano wyzsze wzgledne poziomy mRNA genu TGFB1 u oséb z naciekiem
limfocytarnym, co moze $wiadczy¢ o jego istotnej roli w regulacji odpowiedzi

immunologicznej skierowanej przeciwko nowotworowi.
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Rycina 53: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFBl a obecno$¢ nacieku

limfocytarnego w tkance nowotworowej.
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WZGLEDNE POZIOMY EKSPRESJI GENOW ACVR2A | TGFB1 A PRZEZYCIE
PACJENTOW

Dane dotyczace przezycia pacjentow dostepne byly dla grupy 64 oséb, u ktorych

oceniano wzgledny poziom ekspresji genu ACVR2A oraz dla 40 chorych, u ktoérych
okreslano wzgledny poziom transkryptu genu TGFB1.
Zamiarem pordwnania przezywalnosci dokonano podzialu populacji na dwie grupy
wzgledem mediany wartosci Ct otrzymanych po reakcji real-time PCR dla kazdego
z badanych genow. W przypadku genu ACVR2A mediana warto$ci Ct wyniosta 0,8016,
natomiast dla genu TGFB1 byta rowna 1,6990.
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Na podstawie analizy przezycia pacjentow dokonanej testem log-rank nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic czaséw przezycia w zaleznosci od wzglednych poziomow
ekspresji badanych genéw (dla genu ACVR2A p=0,7903, dla genu TGFB1 p=0,5257).

Ponizej przedstawiono krzywe prawdopodobienstwa przezycia Kaplana-Meiera

pacjentdw z rakiem jelita grubego, uwzgledniajace réwniez obserwacje ucigte.

Rycina 54: Wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A a prawdopodobienstwo

przezycia pacjentow.
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Rycina 55: Wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 a prawdopodobienstwo przezycia

pacjentow.
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11.2. Ocena metylacji w obrgbie regionu promotorowego genu TGFB1

w powigzaniu z parametrami demograficzno — patologicznymi pacjentéw

Zaobserwowane zaleznosci w przypadku analizy porownawczej wzglednego
poziomu ekspresji genu TGFB1 z cechami demograficzno-patologicznymi pacjentow
sktonity do poszukiwania mechanizméw zaangazowanych w regulacj¢ ekspresji
badanego genu.

Jednym z procesow mogacych wptywac na przebieg transkrypcji genow jest metylacja
DNA. Polega ona na przenoszeniu grup metylowych na cytozyny znajdujace si¢
w obrebie bogatej w dinukleotydy CpG sekwencji promotorowej genu, w wyniku czego
dochodzi do zahamowania transkrypcji.

Celem sprawdzenia czy przyczyng zmian poziomu transkryptu genu TGFB1 bylo
przytaczanie reszt metylowych w regionie od -235 do +22 nukleotydu, przeprowadzono

jakosciowg oceng metylacji tego obszaru.

METYLACJA REGIONU PROMOTOROWEGO GENU TGFB1 A WIEK
PACJENTOW

Analiza metylacji genu TGFB1 zostala przeprowadzona na 64 probach DNA
pochodzacych od pacjentéw z potwierdzonym histopatologicznie rakiem jelita grubego.
U wszystkich oceniono obecno$¢ metylacji wysp CpG w obrebie regionu
promotorowego genu TGFB1.

W grupie badanej metylacje regionu promotorowego potwierdzono
w 26 przypadkach (40,6%), natomiast 38 (59,4%) bylo pozbawionych
w obserwowanym obszarze 5-metylocytozyn.

Srednia wieku pacjentow, u ktorych potwierdzono metylacje w obrebie wysp CpG
poprzedzajacych gen TGFB1 wynosita 59 lat i byta nizsza od $redniej wieku badanych
bez metylacji (62 lata).
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Rycina 56: Czestos¢ metylacji w obrebie regionu promotorowego genu TGFB1 a wiek
pacjentow.
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Nie wykazano istotnej statystycznie zaleznosci migdzy wiekiem pacjentdw a obecnoscig

metylowanych cytozyn w obrebie promotora genu TGFB1 (p=0,2894).
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METYLACJA REGIONU PROMOTOROWEGO GENU TGFB1 A PLEC
PACJENTOW

Badana populacja sktadata si¢ z 32 kobiet oraz tylu samych m¢zczyzn. W obu

grupach zaobserwowano przewage pacjentdw, u ktorych nie stwierdzono metylacji

regionu promotorowego genu TGFB1.

Tabela 46: Czestos¢ metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu TGFB1 a pte¢

pacjentow.
Ple¢ Metylacja Liczebnosé (N) Odsetek [%0]
) Nieobecna 20 62,5
Kobiety

Obecna 12 37,5

Suma 32
Nieobecna 18 56,25

Mezczyzni

Obecna 14 43,75

Suma 32

Przeprowadzona testem y? analiza statystyczna nie potwierdzila istotnej statystycznie

zaleznos$ci pomigdzy porownywanymi cechami (p=0,6107).
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Rycina 57: Czestos¢ metylacji w obrgbie regionu promotorowego genu TGFB1
w grupie kobiet i m¢zczyzn.
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METYLACJA REGIONU PROMOTOROWEGO GENU TGFB1
A UMIEJSCOWIENIE NOWOTWORU

Sposrdéd 63 pacjentow, 40 posiadato nowotwor zlokalizowany w katnicy
lub okreznicy, a 23 w koncowym odcinku jelita grubego.
W obrebie pierwszej grupy, wickszos¢ pacjentow (N=26) nie wykazywala metylacji
regionu promotorowego badanego genu. Natomiast w przypadku rakow
zlokalizowanych w odbytnicy 52% pacjentow (N=12) posiadato metylacje w obrgbie
sekwencji DNA poprzedzajacej gen TGFB1.

Tabela 47: Czgstos¢ metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu TGFB1

a umiejscowienie nowotworu.

Umiejscowienie .
Metylacja Liczebnosé (N) Odsetek [%0]

nowotworu
Katnica lub Nieobecna 26 65
okreznica Obecna 14 35
Suma 40
] Nieobecna 11 48
Odbytnica
Obecna 12 52
Suma 23

Przeprowadzone testem V2 poréwnanie nie wykazato istotnej statystycznie zalezno$ci
miedzy czgstoScia metylacji regionu promotorowego genu TGFB1 a umiejscowieniem

raka jelita grubego (p=0,1860).
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METYLACJA REGIONU PROMOTOROWEGO GENU TGFB1 A PODTYP
HISTOPATOLOGICZNY RAKA JELITA GRUBEGO

W obrebie badanej grupy dysponowano wiedzg o podtypie histopatologicznym
raka jelita grubego u 61 pacjentow. Wiekszos¢ stanowity przypadki gruczolakorakow
cewkowych (N=44), natomiast gruczolakoraki §luzotworcze i cewkowo-§luzotworcze
byty nieliczne (odpowiednio N=8 i N=9).

Czesciej stwierdzano obecno$¢ S5-metylocytozyn w obrgbie wysp CpG genu
TGFB1 w gruczolakorakach cewkowych i cewkowo-sluzotworczych, natomiast
w gruczolakorakach §luzotworczych metylacje roéwnie czesto wykluczano

co potwierdzano.

Tabela 48: Czgstos¢ metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu TGFB1

a podtyp histopatologiczny nowotworu.

Podtyp .
: : Metylacja Liczebnosé (N) Odsetek [%0]
histopatologiczny

Adenocarcinoma  Nieobecna 25 57

tubulare Obecna 19 43
Suma 44

Adenocarcinoma  Nieobecna 4 50

mucinosum Obecna 4 50
Suma 8

Adenocarcinoma  Nieobecna 8 89

tubulare/mucinosum  Obecna 1 11
Suma 9

Analiza statystyczna przeprowadzona testem y? dowiodla brak istotnej zaleznosci
miedzy czesto$cig metylacji w obrebie regionu promotorowego genu TGFB1

a podtypem histopatologicznym raka jelita grubego (p=0,1606).

149



Rycina 58: Czestos¢ metylacji w obrebie regionu promotorowego genu TGFB1 a podtyp
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METYLACJA REGIONU PROMOTOROWEGO GENU TGFB1 A ZLOSLIWOSC

HISTOLOGICZNA RAKA JELITA GRUBEGO WG WHO

Do pordéwnania czgstoSci metylacji regionu promotorowego genu TGFB1

ze stopniem zto§liwosci histologicznej komorek nowotworowych uwzgledniono dane

pochodzace od 63 pacjentow. Z powodu zbyt matej liczby rakoéw jelita grubego

o stopniu ztosliwosci histologicznej G1 (N=4) zdecydowano o potaczeniu grup G1 1 G2.

Tabela 49: Czgsto$¢ metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu TGFB1

a stopien ztosliwosci histologicznej raka jelita grubego wg WHO.

Stopien zlosliwosci

; : . Metylacja Liczebnosé (N) Odsetek [%]
histologicznej
_ Nieobecna 29 66
GliG2

Obecna 15 34

Suma 44
Nieobecha 8 42

G3

Obecna 11 58

Suma 19

Zaobserwowano wigkszg czesto$¢ metylowanych cytozyn regionu promotorowego

w nowotworach stabo zréznicowanych w odroznieniu do rakow o dobrym

1 umiarkowanym stopniu zréznicowania komorkowego.

Wykonana testem V2 analiza statystyczna nie potwierdzila zaleznosci pomiedzy grupa

G1li G2 a grupg G3 (p=0,0806).
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Rycina 59: Czestos¢ metylacji w obrgbie regionu promotorowego genu TGFB1

a stopien zlosliwosci histologicznej raka jelita grubego wg WHO.
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METYLACJA REGIONU PROMOTOROWEGO GENU TGFB1 A STOPIEN
ZAAWANSOWANIA KLINICZNEGO NOWOTWORU WG KLASYFIKACII
ASTLERA-COLLERA

W badanej populacji najliczniejsza grupg stanowili pacjenci z rakiem jelita
grubego o 111 stopniu klasyfikacji Astlera-Collera (N=18). Mniej liczne grupy tworzyli
pacjenci w Il stadium zaawansowania klinicznego (N=16) a takze w V i VI, ktore
sktadaty si¢ z 14 badanych. W grupach z 1° oraz IV° zaawansowania odnotowano

po jednym przypadku.
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Tabela 50: Czgsto$¢ metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu TGFB1
a stopien zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji Astlera-Collera.

Stopien zaawansowania
klinicznego wg klasyfikacji Metylacja Liczebnos¢ (N) Odsetek [%0]
Astlera-Collera

Nieobecna 1 100
! Obecna 0 0
Suma 1
Nieobecna 11 69
! Obecna 5 31
Suma 16
Nieobecna 13 72
. Obecna 5 28
Suma 18
" Nieobecna 1 100
Obecna 0 0
Suma 1
v Nieobecna 6 43
Obecna 8 57
Suma 14
VI Nieobecna 6 43
Obecna 8 57
Suma 14

W stadium V i VI zaawansowania klinicznego zaobserwowano przewage pacjentow
z metylacjg w obrgbie wysp CpG (57%), w odrdznieniu od I1 1 I1I stopnia (odpowiednio
31% 1 28%), w ktorych wiecej pacjentow manifestowato sie brakiem 5-metylocytozyn
w tym obszarze genomu.

Zaobserwowana tendencja moze wskazywa¢ na epigenetyczne podloze regulacji
ekspresji genu TGFB1 w przypadku nowotworé6w o najwyzszych stopniach

zaawansowania klinicznego. Test zgodnosci y? nie wykazat jednak zaleznosci pomiedzy
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obecno$cia metylacji regionu promotorowego badanego genu a stopniem

zaawansowania klinicznego nowotworu wg klasyfikacji Astlera-Collera (p=0,2736).

Rycina 60: Czestos¢ metylacji w obrgbie regionu promotorowego genu TGFB1
a stopien zaawansowania klinicznego nowotworu wg klasyfikacji Astlera-

Collera.
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METYLACJA REGIONU PROMOTOROWEGO GENU TGFB1 A STOPIEN
ZAAWANSOWANIA KLINICZNEGO NOWOTWORU WG KLASYFIKACJI TNM

Do oceny statystycznej poréwnujacej czgstos¢ metylacji regionu promotorowego
genu TGFB1 ze stopniem zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji TNM wiaczono
64 pacjentow. Wszystkie stopnie zaawansowania choroby  nowotworowej
charakteryzowatly si¢ podobng liczebnoscig (N=15 dla I°, N=16 dla I1° i 111° oraz N=17
dla 1v°).

Tabela 51: Czgsto$¢ metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu TGFB1
a Stopien zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji TNM.

Stopien zaawansowania

klinicznego wg klasyfikacji Metylacja Liczebnos¢ (N) Odsetek [%0]

TNM
Nieobecna 10 67
! Obecna 5 33
Suma 15
Nieobecna 13 81
! Obecna 3 19
Suma 16
Nieobecna 7 44
. Obecna 9 56
Suma 16
" Nieobecna 8 47
Obecna 9 53
Suma 17

Podobnie jak w przypadku systemu oceny Astlera-Collera, rowniez w klasyfikacji TNM
zaobserwowano czgscie] wystepujaca metylacje obszaru regulujacego ekspresje genu

TGFB1 w najbardziej zaawansowanych nowotworach o 111 i 1V stopniu zaawansowania
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klinicznego (odpowiednio 56% i 53%) w porownaniu do rakéw we wczesniejszych
stadiach 1° i 11° (odpowiednio 33% i 19%). Jednakze zalezno$¢ ta okazala sie

statystycznie nieistotna (test y?, p=0,1026).

Rycina 61: Czestos¢ metylacji w obrgbie regionu promotorowego genu TGFB1

a stopien zaawansowania klinicznego nowotworu wg klasyfikacji TNM.
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W kolejnych etapach analizowano poszczegodlne sktadowe klasyfikacji TNM.
Dysponowano danymi dotyczacymi wielko$ci i gleboko$ci naciekania $ciany jelita
od 64 pacjentow. Z uwagi na malg liczbe badanych w grupie Tl do celow
statystycznych potaczono kategorie T1 1 T2.

Najliczniejsza grupa byli pacjenci ze stopniem T3 (N=41). Z kolei stopnie T1 i T2
oraz T4 byty mniej liczne i obejmowaty odpowiednio 16 i 7 przypadkow.
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Tabela 52: Czgsto$¢ metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu TGFB1

a wielkos¢ 1 glebokos¢ naciekania Sciany jelita przez nowotwor.

CechaT Metylacja  Liczebno$¢ (N)  Odsetek [%]

_ Nieobecna 11 69
T1iT2
Obecna 5 31
Suma 16
Nieobecna 25 61
T3
Obecna 16 39
Suma 41
Nieobecna 2 29
T4
Obecna 5 71
Suma 7

W grupach T1 i T2 oraz T3 obserwowano przewage przypadkéw bez cech metylacji
wysp CpG badanego fragmentu genomu (odpowiednio 69% i 61%) w przeciwienstwie
do grupy o stopniu T4, w ktorej czesciej dochodzito do przytaczania grupy metylowe;j
w sekwencji promotorowej genu TGFB1 (71%). Moze to $§wiadczy¢ o tym, ze metylacja
prowadzaca do wyciszenia ekspresji badanego genu sprzyja powstawaniu bardziej
rozleglych rakéw jelita grubego.

Test x° nie wykazat jednak istotnych statystycznie réznic czestosci metylacji w réznych

stopniach cechy T (p=0,1845).
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Rycina 62: Czestos¢ metylacji w obrgbie regionu promotorowego genu TGFB1

a wielkos$¢ 1 glebokos¢ naciekania $ciany jelita przez nowotwor.
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Sposrod 59 pacjentéw, u ktérych oceniano obecno$¢ komoérek nowotworowych
w regionalnych weztach chlonnych, 33 zostalo zaklasyfikowanych do grupy NO,
13 do grupy N1 i tylu samo do grupy N2.
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Tabela 53: Czgsto$¢ metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu TGFB1

a zajecie regionalnych weztéw chtonnych.

Cecha N Metylacja  Liczebno$¢ (N)  Odsetek [%]

Nieobecna 23 70
NO
Obecna 10 30
Suma 33
Nieobecna 7 54
N1
Obecna 6 46
Suma 13
Nieobecna 5 38
N2
Obecna 8 62
Suma 13

W grupie NO z niezajetymi nowotworowo wezlami chtonnymi u 70% pacjentow
obserwowano brak metylacji regionu promotorowego genu TGFB1l. W grupie N1
nieznacznie wigcej badanych wykazywato brak grup metylowych w analizowanym
obszarze (54%) a w populacji pacjentow z co najmniej 4 zajetymi wezlami (N2)
62% przypadkoéw charakteryzowato si¢ zmetylowanymi cytozynami w obrebie wysp
CpG badanego genu. Moze to sugerowac przypuszczenie, ze nasilona metylacja regionu
promotorowego tego genu sprzyja zajeciu wezlow chtonnych przez nowotwor.
Wykazano jednak, ze grupy NO, N1 1 N2 nie roznity si¢ pod wzgledem czestosci
metylacji regionu promotorowego genu TGFB1 (test y2, p=0,1368).
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Rycina 63: Czestos¢ metylacji w obrebie regionu promotorowego genu TGFB1 a zajecie

regionalnych weztow chlonnych.
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W obrebie grupy badanej, u 47 pacjentéw nie wykryto peryferyjnych ognisk
metastatycznych, podczas gdy potwierdzono je u 15 badanych.
We wszystkich obserwowanych przypadkach przerzuty odlegle lokalizowatly sig

W watrobie.
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Tabela 54: Czgsto$¢ metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu TGFB1

a obecnos$¢ przerzutéw odleghych.

Cecha M Metylacja  Liczebno$¢ (N)  Odsetek [%]

Nieobecna 30 64
MO
Obecna 17 36
Suma 47
Nieobecna 8 53
M1
Obecna 7 47
Suma 15

W obu analizowanych grupach stwierdzono przewage pacjentdw bez metylacji wysp
CpG genu TGFB1. Przeprowadzone testem V2 poréwnanie czestosci metylacji regionu
promotorowego badanego genu z obecnoscig przerzutow do narzadéw odleglych

nie wykazato istotnych statystycznie zaleznosci (p=0,4710).
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Rycina
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64: Czgsto$¢ metylacji w obrebie regionu promotorowego genu TGFB1

a obecnos$¢ przerzutdw odlegtych.
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METYLACJA REGIONU PROMOTOROWEGO GENU TGFB1 A ZAJECIE
NACZYN KRWIONOSNYCH PRZEZ NOWOTWOR

Wsrod 40 pacjentow ze stwierdzonym zajeciem naczyn krwionosnych polowa
posiadata metylowane cytozyny w obr¢bie wysp CpG badanego genu. Z kolei
W 24-osobowej grupie bez zajetych naczyn stwierdzono nizsza, siegajaca 25% czestosé

wystepowania 5-metylocytozyn.

Tabela 55: Czgstos¢ metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu TGFB1

a zajecie naczyn krwiono$nych przez nowotwor.

Zajecie naczyn .
Metylacja  Liczebno$¢ (N)  Odsetek [%]

krwiono$nych
Nieobecna 20 50
Obecne

Obecna 20 50

Suma 40
) Nieobecna 18 75

Nieobecne

Obecna 6 25

Suma 24

Pomimo zauwazalnej tendencji do wigkszej czestosci metylacji ocenianego obszaru
w nowotworach z inwazja naczyniowa, dokonana testem V2 analiza statystyczna
nie potwierdzila zaleznosci pomig¢dzy poréwnywanymi cechami (p=0,0505). Mozna
jednak przypuszcza¢, ze metylacja regionu promotorowego wyciszajaca ekspresje

TGFBL1 sprzyja zaje¢ciu naczyn krwiono$nych przez nowotwor.
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Rycina 65: Czestos¢ metylacji w obrebie regionu promotorowego genu TGFB1 a zajecie
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METYLACJA REGIONU PROMOTOROWEGO GENU TGFB1 A OBECNOSC
NACIEKU LIMFOCYTARNEGO W TKANCE NOWOTWOROWE]

U 64 pacjentow poroéwnano czg¢stos¢ metylacji cytozyn w obrebie regionu

promotorowego genu TGFB1 z obecnoscia nacieku limfocytarnego w tkance

nowotworowej. Sposréd nich 29 posiadalo naciek limfocytarny a 35 byla

go pozbawiona.

Tabela 56: Czestos¢ metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu TGFB1 a naciek

limfocytarny w tkance nowotworowej.

Obecno$¢ nacieku

: Metylacja  Liczebnosé (N)  Odsetek [%]
limfocytarnego
Nieobecna 19 66
Obecny

Obecna 10 34

Suma 29
) Nieobecna 19 54

Nieobecny

Obecna 16 46

Suma 35

Czestos¢ metylacji regionu promotorowego badanego genu wynosita 34% w grupie

z naciekiem limfocytow w obrebie tkanki nowotworowej i wzrastata do 46% u osob

bez obecnoséci komérek odpornosciowych. Test y? nie wykazat istotnej statystycznie

zaleznosci pomigdzy porownywanymi parametrami (p=0,3624).
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Rycina
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METYLACJA REGIONU PROMOTOROWEGO GENU TGFB1 A PRZEZYCIE
PACJENTOW

Poréwnano przezywalno$¢ pacjentow w zaleznos$ci od statusu metylacji wysp
CpG analizowanego obszaru. Na wykresie Kaplana-Meiera (Rycina 67) przedstawiono
czasy przezycia 22 pacjentow z potwierdzong jakosciowo obecnos$cig grup metylowych

W regionie promotorowym oraz 29 pacjentow bez metylacji.

Rycina 67: Metylacja regionu promotorowego genu TGFB1 a prawdopodobienstwo

przezycia pacjentow.
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Z przeprowadzonej testem log-rank analizy statystycznej wynikalo, ze czas przezycia
pacjentow nie byl zalezny od obecnosci metylacji w obrgbie regionu promotorowego

genu TGFB1 (p=0,8000).
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METYLACJA REGIONU PROMOTOROWEGO GENU TGFB1 A WZGLEDNY
POZIOM EKSPRESJI

Koficowym etapem oceny statystycznej bylo pordwnanie czesto$ci metylacji
regionu promotorowego genu TGFB1 ze wzglednym poziomem ekspresji tego genu.
W tym celu zestawiono warto$cCi srodkowe punktéw Ct pochodzace od 23 pacjentow
nie wykazujacych metylacji oraz 24 badanych z potwierdzong w reakcji MS-PCR

obecnoscig grup metylowych w tym obszarze.

Rycina 68: Wzgledny poziom ekspresji genu TGFB1 a obecno$¢ metylacji regionu
promotorowego tego genu.
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Przeprowadzone testem U Manna-Whitneya poroéwnanie nie wykazalo rdznic

w poziomach wzglednej ekspresji genu TGFB1 migdzy obserwowanymi grupami

(p=0,2825).

168



12. Podsumowanie wynikow

W wyniku przeprowadzonych analiz statystycznych potwierdzono zaleznos¢

wzglednego poziomu mRNA genu ACVR2A od umiejscowienia zmiany nowotworowe;j.
Dowiedziono, ze uzyskane poziomy ekspresji badanego genu byly wyzsze w rakach
odbytnicy niz pozostatych odcinkach jelita grubego.
Nie wykazano Kkorelacji wzglednego poziomu ekspresji tego genu z parametrami
demograficznymi, jak: wiek, pte¢ i wywiad rodzinny oraz pozostaltymi cechami
patologicznymi, takimi jak: stopien zaawansowania klinicznego wg Astlera-Collera,
stopien zaawansowania wg klasyfikacji TNM wraz z odr¢gbng oceng kazdej z jej cech,
ztosliwos¢ histologiczna, podtyp histopatologiczny, zajecie naczyn krwiono$nych
przez komorki nowotworowe, obecno$¢ nacieku limfocytarnego w obrebie raka
oraz czas przezycia pacjentow do zgonu.

Analiza dokonana dla genu TGFB1 wykazata znamienng statystycznie zalezno$¢é
wzglednego poziomu ekspresji od stopnia zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji
Astlera-Collera. Potwierdzono wystepowanie wyzszych pozioméw ekspresji badanego
genu w rakach o Il stopniu zaawansowania w porownaniu do nowotworow
0 najwigkszej progresji (VI°).

Podobne wyniki uzyskano w przypadku klasyfikacji TNM, gdzie rowniez wzgledne
poziomy ekspresji badanego genu byly wyzsze w stopniu [ zaawansowania
niz w stopniu I'V.

Dodatkowo poszczegodlne rangi cech T i M klasyfikacji TNM roznity si¢ wzglednymi
poziomami transkryptu genu TGFB1. Udowodniono wyzsze wzgledne poziomy mRNA
w nowotworach T1 1 T2 w poréwnaniu do stopnia T3 oraz wyzsze wzgledne poziomy
transkryptu w rakach niedajacych przerzutow odlegtych (MO0).

Ponadto wyzszy wzgledny poziom ekspresji badanego genu wigzal si¢ z brakiem
inwazji naczyniowej przez komorki rakowe oraz obecno$cig limfocytéw w tkance
nowotworowej.

Nie udowodniono wpltywu pozostalych cech demograficznych i patologicznych
na wzgledny poziom transkrypcji tego genu.

Przeprowadzona zostala rowniez ocena jakosciowa metylacji wysp CpG regionu
promotorowego genu TGFB1, ktérg poréwnano z wyzej wymienionymi parametrami.
Jedyna bliskg istotnosci statystycznej zaleznos$cig byta tendencja do czestszej obecnosci

metylacji u pacjentéw z zajetymi przez komorki nowotworowe naczyniami
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krwiono$nymi. Przy zestawieniu czgstosci metylacji z pozostatymi cechami
demograficzno-patologicznymi nie wykazano zadnych zalezno$ci. Nie potwierdzono

takze wptywu metylacji na ekspresj¢ genu TGFB1.
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13. Dyskusja

Szlak sygnalowy transformujacego czynnika wzrostu f zaangazowany jest
w wiele fizjologicznych proceséw komorkowych. Zaburzenia ekspresji genow
w obrebie szlaku TGF-f zaangazowane sa w patogeneze chorob tkanki tacznej
np. zespolu Marfana, Ehlersa-Danlosa i1 Loeysa-Dietza [Lewandowski, 2015].
Odnotowuje si¢ je rowniez w nowotworach, gdzie moga pehi¢ rolg zaréwno
supresoréOw jak i czynnikow promujacych kancerogeneze. Zaburzenia szlaku TGF-f
stwierdzano mie¢dzy innymi w raku ptuc, piersi, pecherza moczowego, trzustki
oraz czerniaku. Udowodniono rowniez, ze zmiany molekularne w obrebie tego szlaku

sg jednymi z czgstszych w raku jelita grubego [Coates, 2017].

Pomimo tego, ze poszczegdlne elementy szlaku TGF-f zostaly poznane
juz ponad dwie dekady temu, wcigz aktualne pozostaja pytania dotyczace
mechanizmoéw kontrolujacych t¢ S$ciezke sygnalowa, jak 1 wyjasnienie udziatu

jej poszczegdlnych sktadowych w procesach patofizjologicznych.

Do rodziny biatek szlaku TGF-f nalezy migdzy innymi transformujacy czynnik wzrostu
pl. Ta wyzwalana w czasie odpowiedzi immunologicznej cytokina charakteryzuje si¢
duzym plejotropizmem dziatania. Reguluje wzrost 1 réznicowanie komoérek poprzez
intensyfikowanie podzialow komorek pochodzenia mezenchymalnego
(np. fibroblastow) lub ich spowalnianie, jak ma to miejsce w przypadku komorek
nabtonkowych, hematopoetycznych czy endotelialnych. Moze takze decydowaé
o zapoczgtkowaniu procesu apoptozy, stymulowac procesy regeneracji tkanek, gojenia
si¢ ran, tworzenia nowych naczyn krwiono$nych oraz syntezy skladnikéw macierzy
zewnatrzkomoérkowej np. kolagenu typu I [Zi, 2019; Stalinska, 2005]. TGF-S1 zwigzany
jest chociazby z rozwojem postepujgcego zwioknienia watroby, ktory moze prowadzi¢
do marskosci. Moze tez przyczynia¢ si¢ do rozwoju raka drog zotciowych a nawet

zaburzen psychicznych np. schizofrenii [Huang, 2016; Amoli, 2019].

Analizujac wyniki przeprowadzonych w pracy badan nie zauwazono istotnych
zalezno$ci migdzy wzglednym poziomem transkryptu genu TGFB1 a parametrami
demograficznymi, takimi jak wiek, pte¢ czy wywiad rodzinny w kierunku raka jelita

grubego. Nie zaobserwowano réwniez wplywu lokalizacji zmiany nowotworowej
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na uzyskane wzgledne poziomy ekspresji genu. Co wigcej, nie zalezaly one od podtypu
histopatologicznego ani stopnia ztosliwosci histologicznej raka jelita grubego.
W przypadku tej ostatniej cechy zauwazono jedynie tendencj¢ do osiggania wyzszych
wzglednych poziomow transkryptu TGFB1 w rakach umiarkowanie zréznicowanych
(G2) wzgledem nowotworéw o najmniejszym zréznicowaniu (G3). Jednak zaleznos¢ ta

nie spetniata kryteriow istotnosci statystycznej (p=0,0687).

Wzgledny poziom mRNA TGFB1 korelowal natomiast z zaawansowaniem
Klinicznym raka jelita grubego. Wedtug klasyfikacji Astlera-Collera nowotwory o 11°,
a wg Klasyfikacji TNM o [I° zaawansowania klinicznego charakteryzowaly sig
znamiennie wyzszymi poziomami transkryptu TGFB1 niz te w odpowiednio VI i IV
stopniu. Zauwazono jednoczes$nie tendencje do osiggania wyzszych wzglednych
poziomow ekspresji genu w rakach o I° zaawansowania wg TNM niz w rakach

o stopniu Ili 11l (p=0,0814).

Uzyskane wyniki pozostaja w zgodzie z opisywanym w pismiennictwie zjawiskiem
okreslanym mianem ,paradoksu szlaku TGF-£”. Liczne doniesienia wskazuja,
ze w poczatkowych etapach nowotworzenia szlak TGF-f dziata supresyjnie,
a wraz z postgpem choroby zaczyna petni¢ role onkogenng [Ramachandran, 2018;
Chen, 2020; Talar, 2013]. Dotychczas przeprowadzono wiele badan majacych wyjasnic¢
przyczyny tego zjawiska. Warto chociazby wspomnie¢ o zdolnosci TGF-p
do zatrzymania cyklu komorkowego w fazie G1 [Yan, 2017; Stalinska, 2005] poprzez
hamowanie aktywnos$ci cyklinozaleznych kinaz, takich jak pl15, p21 1 p57. Aktywnos¢
kinaz jest dodatkowo ostabiana przez wywotang dziataniem TGF-f zmniejszong synteza
c-MYC [Zhao, 2018; Talar, 2013]. Wraz ze wazrostem liczby mutacji
w obrebie gendéw kodujacych biatka szlaku TGF-f i genow docelowych funkcje
supresorowe przebiegaja mniej wydajnie. Zachowana pozostaje jednak wrazliwo$¢
komoérek na dziatanie onkogenne np. na sygnalizacje przejscia nabtonkowo-
mezenchymalnego. Nabywana jest rowniez zdolno$¢ do przebudowywania macierzy
zewnatrzkomorkowej, syntezy chemokin, angiogenezy czy ucieczki spod mechanizméw
kontrolnych uktadu immunologicznego [Ramachandran, 2018; Chen, 2020; Talar,
2013]. Zmiana funkcji na promotorowg moze by¢ rowniez efektem oddziatywan TGF-f
z innymi szlakami sygnalowymi, takimi jak RAS-ERK, PI3K-AKT, NOTCH
i Hedgehog. Dodatkowo drogi sygnalowe INF-y i TNF-a nasilaja ekspresje
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inhibitorowych biatek przekaznikowych I-SMAD. Na skutek inhibicji ekspresji biatka
DKK1 dochodzi takze do aktywacji Sciezki sygnalizacyjnej WNT [Talar, 2013].

We wczesnych fazach kancerogenezy przewazaja funkcje przeciwzapalne,
cytostatyczne i proapoptotyczne, ktorych celem jest ochrona przed mozliwo$cig
przekazania mutacji kolejnym klonom komorek [Ramachandran, 2018; Chen, 2020;
Talar, 2013]. Obserwowany w wynikach wysoki wzgledny poziom ekspresji
w poczatkowych stadiach zaawansowania moze by¢ wigc elementem odpowiedzi
supresorowej zapobiegajacej utrwaleniu zmian genetycznych komorki. Obserwowane
wraz z postepem choroby obnizenie ekspresji genu TGFB1 moze by¢ istotnym
momentem w patogenezie raka jelita grubego pozwalajacym na jego dalszy rozwoj.
Potwierdzaja to wyniki Zhao i wsp., zgodnie z ktorymi TGF-£1 obnizat ekspresje genu
kodujacego VEGEF i blokowal wzrost enterocytow linii komorkowej raka jelita grubego.
Potwierdzono takze, ze TGF-£1 hamujac wytwarzanie COX-2 i PGE2 nasilat proces
apoptozy [Zhao, 2019]. Moze to sugerowal, ze obserwowane w najbardziej
zaawansowanych nowotworach ostabienie ekspresji TGFB1 wigze si¢ z utrata kontroli

nad tym procesem.

Supresorowy wptyw TGF-£ na komoérki prawidiowe zostat udokumentowany w wielu
badaniach, jednak w komoérkach zmienionych nowotworowo uwidacznia si¢ jego rola
promujaca proces kancerogenezy. Moga o tym §wiadczy¢ wysokie wzgledne poziomy
ekspresji genu TGFB1 w najmniej zaawansowanych klinicznie rakach jelita grubego.
Uzyskane dane moga wskazywac, ze zahamowanie sygnalizacji TGF-f jest jednym
z wazniejszych czynnikow dla uzyskania proliferacji komorek nowotworowych,
0o czym mowig doniesienia innych zespotow badawczych [Suzuki, 2013].
Z przeprowadzonego na linii komorkowej raka piersi doswiadczenia wynika, ze TGF-f
zmniejsza ekspresj¢ genow ATM, MSH2 i BRCAL bioracych udziat w odpowiedzi
na uszkodzenia w obrgbie DNA. Obnizenie poziomdéw tych genow umozliwia
komorkom ucieczke spod mechanizméw kontrolnych i pozwala na ich nieograniczong
proliferacj¢ [Zhao, 2018; Liu, 2014]. Z kolei badania przeprowadzone przez zespot Qin
1 wsp. na linii komodrkowej raka prostaty dowodza, ze TGF-§ juz we wstepnych etapach
nowotworzenia dziata stymulujaco na proces kancerogenezy [Qin, 2016]. U pacjentek
ze stwierdzonym rakiem piersi zwigkszona ilo$¢ transkryptu TGFB1 promowata rozwoj

nowotworowych komorek macierzystych a dodatkowo zwigkszata ich opornosé

173



na chemioterapi¢ [Huang, 2016]. W innej grupie pacjentek z rakiem piersi zauwazono
zwickszenie ruchliwosci komorek 1 wyzsze prawdopodobienstwo tworzenia przerzutow
po zastosowaniu radioterapii. Ttumaczy si¢ to wrazliwoscig komorek nowotworowych
na promieniowanie, w wyniku czego dochodzi do uwalniania TGF-£1 z kompleksow
LLC. Zablokowanie funkcji tego biatka znosito te efekty [Bouquet, 2011].
Z tego powodu uzyskiwana wysoka ekspresja genu TGFB1 u pacjentow z nisko
zaawansowanymi rakami jelita grubego moze by¢ wiec negatywnym wskaznikiem
rokowniczym przebiegu choroby. Co wigcej, selektywne hamowanie przekaznictwa

TGF-£ na jej wczesnych etapach moze okazaé si¢ nowg strategia terapeutyczng.

Z drugiej strony istnieja dowody mowigce, ze dysfunkcja badz utrata sygnalizacji
TGF-f sprzyja postepowi nowotworu a wzmocnienie przekaznictwa dziata korzystnie
na rokowanie i zapobieganie progresji raka jelita grubego na jego poczatkowych
etapach [Chen QZ, 2017; Yang Lei, 2018]. Rozbiezno$¢ wynikéw badan moze
thumaczy¢ wystepowanie w mikrosrodowisku nowotworowym cytokin w postaci
duzych konglomeratow biatkowych, o trudnej do przewidzenia z poziomu transkryptu
genu aktywnosci. Obecno$¢ nieaktywnych kompleksow LLC zdaje si¢ by¢ jedna z form
modulacji przekaznictwa szlaku TGF-4. Niewatpliwym ograniczeniem przedstawionych
badan jest brak informacji o aktywnosci biatkowej TGF-S1 a interpretujac wyniki
nalezy mie¢ na uwadze, ze zwigkszona ekspresja TGFB1 nie musiata by¢ réwnoznaczna

ze wzrostem sygnalizacji inicjowanej cytoking.

Mimo, ze wedlug wielu zrodel wysoka ekspresja genu TGFB1 byla opisywana
w rakach jelita grubego z krotkim czasem przezycia, W przeprowadzonym badaniu
nie zauwazono wplywu poziomu ekspresji na przezywalnos¢ pacjentow [Zi, 2019].
Uzyskane w pracy wyniki byly tozsame z uzyskanymi przez zesp6l Coates i wsp.
[Coates, 2017].

Analizujac poszczegdlne cechy klasyfikacji TNM nie odnotowano zaleznosci
wzglednych pozioméw ekspresji genu TGFB1 od obecnos$ci przerzutow
w poszczegodlnych pietrach regionalnych weztéw chtonnych. Zaobserwowano jednak,
ze korelowaly one z wielkos$cia 1 glgbokoscig nacieku nowotworowego oraz obecno$cia
przerzutbW W watrobie. Wyzsze poziomy mRNA stwierdzane byly u pacjentow

z nowotworami o stopniach T1 i T2 niz T3. Dodatkowo zauwazalna byta tendencja
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do uzyskiwania wyzszych wzglednych poziomow ekspresji w rakach o stopniach T1
I T2 wzglgdem T4. Istotnie wyzsze wzgledne poziomy transkryptu opisywano takze

U pacjentow bez obecnosci przerzutow do watroby (MO).

Liczne doniesienia potwierdzaja, ze w poczatkowych stadiach zaawansowania choroby
wysokie stezenia TGF-f1 dziatajag hamujaco na proliferacj¢ komorek nowotworowych,
co moze ttumaczy¢ uzyskiwane w rakach T1 1 T2 poziomy transkryptu genu kodujacego
to biatko [Senturk, 2010]. Moze to wynika¢ z faktu, ze zwigkszona ekspresja genu
TGFB1 posredniczy w dzialaniu przeciwnowotworowym zwigzanym z wtorng
inaktywacja sygnalizacji PI3K-AKT [Chen QZ, 2017]. Otrzymane wyniki jednocze$nie
sugeruja, ze wyciszenie ekspresji tego genu obserwowane wraz z postgpem choroby
wiaze si¢ z rozwojem nowotworow o wigkszych rozmiarach i glebokosci nacieku $ciany
jelita grubego. Moze to by¢ powigzane z utrata funkcji supresorowej biatek
odpowiedzialnych za hamowanie cyklu komorkowego w fazie Gl. Potwierdzaja
to doniesienia zespolu badawczego kierowanego przez Yu, ktéry zaobserwowat
w modelu zwierzgcym, ze rOwnoczesna inaktywacja genu supresorowego Pten i Tgfbr2
powodowata zahamowanie apoptozy 1 zwigkszong proliferacj¢ komoérek wskutek
zmniejszone] ekspresji inhibitorow cyklinozaleznych kinaz Co wigcej, potwierdzono,
ze utrata Pten i Tgfbr2 wigzata si¢ z czestszym tworzeniem przerzutow u myszy.
Kodowany przez gen TGFBR2 receptor TSR-Il jest aktywowany przez TGF-f1,
dlatego nalezy domniemywac, ze utrata funkcji tej cytokiny u ludzi wywota podobne

do opisanych wyzej efekty [Yu, 2014].

Zaangazowanie elementow szlaku TGF-f w tworzeniu przerzutéw zostato wielokrotnie
potwierdzone w nowotworach phuc, tarczycy, prostaty, pecherza moczowego, przetyku
oraz jelita grubego [Hao, 2017; Wan, 2017; Qin, 2016; Chen W, 2017; Jing, 2016;
Wang, 2015]. Wsrod podstaw molekularnych wptywajacych na progresje i zdolnosc¢
do tworzenia przerzutow upatruje si¢ dziatanie czynnika TGF-f, ktory zwiekszajac
ekspresj¢ VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) i CTGF (ang. connective
tissue growth factor) stymuluje proces tworzenia nowych naczyn krwiono$nych.
Neoangiogeneza napgdzana jest dodatkowo aktywacja metaloproteinaz MMP-2 i MMP-
9 oraz wyciszaniem ich tkankowego inhibitora TIMP (ang. tissue inhibitor
of metalloproteases) [Hua, 2015; Talar, 2013]. Dzi¢ki procesowi angiogenezy, komorki

nowotworowe zyskuja nieograniczony dostep do niezbednych dla ich wzrostu
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sktadnikéw odzywczych, co sprzyja inwazyjnosci i tworzeniu przerzutow odleglych
[Chen, 2020].

Do powstania rozsianej choroby nowotworowej niezbgdne jest nabycie przez komorki
nabtonkowe cech typowych dla komérek mezenchymalnych, ktore uzyskuja w procesie
przejscia epitelialno-mezenchymalnego [Chruscik, 2018]. TGF-1 odpowiedzialny jest
za nabywanie tych cech przez komorki nowotworowe. Zwigzane jest to ze zwigkszong
ekspresja takich czynnikow transkrypcyjnych jak SNAIL1/2 (ang. human snail homolog
1/2), HMGAZ2 (ang. high mobility group AT-hook 2), ZEB1/2 (ang. zinc finger E-box
binding homeobox 1/2) i TWIST1 (ang. twist basic helix-loop-helix transcription factor
1) [Chen, 2020; Liu, 2017; Talar, 2013]. Efektem tego jest utrata przez komorki funkcji
biatek adhezyjnych E-kadheryny i y-kateniny na rzecz zwigkszonej ekspresji markerow
mezenchymalnych tj. wimentyny i N-kadheryny [Wang, 2015; Gurzu, 2019].
Sprzyja to utracie polarno$ci komorek i1 rozrywaniu potaczen pomigdzy nimi. Nabywaja
dzigki temu cech typowych dla komoérek mezenchymalnych, o wigkszej mobilnosci
i zdolno$ci do migracji [Chruscik, 2018]. Dostepnych jest wiele doniesien
potwierdzajacych, ze TGF-f1 zaangazowany jest w proces tworzenia przerzutow [Yi,
2016; Asiri, 2018]. W przeprowadzonym na liniach komérkowych raka jelita grubego
doswiadczeniu potwierdzono, ze TGF-£1 zwigkszat ekspresje regulatoréw EMT, takich
jak Slug, Snail i Sox4, co prowadzito do tworzenia przerzutoéw do watroby [Bu, 2015].
W badaniu zespotu Asiri i wsp. stymulacja komoérek TGF-f1 wigzata si¢ ze wzrostem
ekspresji  biatek Cten, ROCKI, Src, Snail i N-kadheryny i jednoczesnym
zahamowaniem ekspresji E-kadheryny. Skutkowato to wzrostem migracji, inwazyjnosci
i proliferacji komorek. Wyciszenie aktywnosci TGF-1 przeciwdziatato tym procesom,
co jest zastanawiajace w kontekécie uzyskanych w pracy wynikow [Asiri, 2018].
Doniesienia te sugeruja, ze TGFB1 wplywa na nasilenie procesow proliferacyjnych
i nabywanie zdolno$ci do tworzenia przerzutow. W przypadku badanych pacjentow
inicjacja tych procesow moglta zachodzi¢ juz na poczatkowych etapach rozwoju

nowotworu i poprzedza¢ wyciszenie transkrypcji tego genu [Wang XL, 2019].

Otrzymane w pracy wyniki koresponduja rowniez z wysokimi wzglgdnymi poziomami
ekspresji TGFB1 w nowotworach bez zajecia naczyn krwionosnych. Poczatkowe
wysokie ilosci transkryptu genu moga inicjowa¢ inwazj¢ naczyniowa na wczesnym

etapie rozwoju nowotworu, co jest niekorzystnym czynnikiem prognostycznym. Moze
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réowniez potwierdza¢ udzial genu TGFBl1 w zwigkszaniu zdolnosci migracyjnej
komoérek oraz tworzeniu wtornych ognisk raka w narzadach odleglych.
Thumaczy sie to zdolnoscig TGF-£1 do regulacji funkcji integryn m.in. aV, g1 i 3
oraz promowaniu EMT [Asiri, 2018]. Dodatkowo, istnicjg badania moéwigce,
ze inaktywacja sygnalizacji TGF-# wiaze si¢ z redukcja ilosci i szeroko$ci naczyn
krwiono$nych. Zastosowany w modelu zwierzgcym inhibitor TSR-I powodowat
zmniejszenie rozmiaru i stopnia zaawansowania nowotworu oraz uniemozliwial

tworzenie przerzutow do watroby [Tauriello, 2018; Chen, 2020].

Kazdy nowotwor jest zbiorem patologicznych komorek nowotworowych,
leukocytow, fibroblastow, komorek nabtonkowych 1 $rédblonka, ktore tworza
specyficzne mikrosrodowisko (TME, ang. tumor microenvironment). Pochodzace
z komorek zmienionych nowotworowo czynniki wzrostu i cytokiny, w tym TGF-g,
dzialajg nie tylko autokrynnie, ale réwniez parakrynnie, dzigki czemu tworzg optymalne
warunki dla rozwoju nowotworu [Wang XL, 2019]. W ramach przeciwnowotworowej
odpowiedzi immunologicznej organizmu w obrebie tkanki nowotworowej dochodzi
do zwigkszonej rekrutacji limfocytow. W pochodzacych od pacjentow tkankach raka
jelita grubego zaobserwowano, ze obecno$¢ nacieku limfocytarnego korelowata

z wyzszymi wzglednymi poziomami ekspresji genu TGFB1.

Istnieja badania potwierdzajace, ze nadekspresja genu TGFB1 sprzyja czgstszym
wystgpowaniem choréb  autoimmunologicznych np. tocznia rumieniowatego
uktadowego 1 twardziny uktadowej [Stepien-Wyrobiec, 2008]. W chorobach
nowotworowych z kolei thumi przeciwnowotworowa odpowiedz immunologiczng
poprzez supresj¢ limfocytow T i B, komoérek NK oraz makrofagow [Chen, 2020].
Pokazuje to badanie przeprowadzone u pacjentow z zaawansowanym rakiem jelita
grubego, u ktorych nadekspresja TGFB1 towarzyszyta zmniejszonej liczbie limfocytow
T oraz blokowaniem nabywania przez nie fenotypu Thl [Tauriello, 2018].
Immunosupresyjne dziatanie TGF-f jest waznym elementem promujagcym komorki
nowotworowe do zwigkszonej inwazyjno$ci i tworzenia przerzutow [Chruscik, 2018].
Na tej podstawie nalezy wysnu¢ wniosek, ze obserwowane w nowotworach MO
wysokie poziomy mRNA genu TGFB1 moga by¢ czynnikiem wspomagajacym dalszy

rozwoj raka.
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W koordynowaniu przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej istotng role
zdaja si¢ pelni¢ komorki dendrytyczne, ktore rozpoznaja antygeny komorek
nowotworowych 1 indukuja skierowang przeciwko nim odpowiedz limfocytow T.
Pod wplywem syntetyzowanych przez nowotwor cytokin przeciwzapalnych, tj. TGF-41,
VEGF, IL-4, IL-6, IL-10, PGE2 (ang. prostaglandin E2), komorki dendrytyczne traca
zdolnos$¢ do prezentowania antygenu i aktywowania limfocytow T a wspieraja w ten
sposob ucieczke komorek rakowych spod nadzoru immunologicznego [Gulubova, 2018;
Cui, 2015]. Dodatkowo, TGF-f1 koordynuje rdéznicowanie limfocytow T
regulatorowych i pomocniczych zaleznie od jego stezenia. Wysoka ekspresja tej
cytokiny thumi odpowiedz limfocytow Th na rzecz zwigkszonej indukcji limfocytow
Treg wykazujacych ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego Foxp3, ktore thumig
odpowiedZ immunologiczng i sprzyjaja nowotworzeniu [Stanilova, 2018; Li, 2006].
Zwigkszona infiltracja limfocytow Treg w obrebie TME moze w ten sposob tworzy¢
korzystng nisz¢ dla rozwoju raka [Toor, 2019; Gyori, 2018]. Tlumaczyloby to réwniez
obserwowane wyzsze wzgledne poziomy ekspresji TGFB1 w tkankach posiadajacych
naciek limfocytarny. Nie stoja one w sprzecznosci z dotychczasowymi doniesieniami
moéwigcymi 0 immunosupresyjnej roli TGF-41, gdyz duza cze$é obecnych w tkance
nowotworowej limfocytow moze stanowi¢ frakcja limfocytow Treg. Takiej samej
obserwacji dokonat zespdt Toor 1 wsp., ktory zauwazyl znaczny wzrost liczby
limfocytow Treg Foxp3™ w tkance nowotworowej w poréwnaniu do skrawkow

pobranych z innego odcinka jelita grubego.

Do chwili obecnej nie jest znany wplyw dysproporcji pomigdzy p0SzCzegdlnymi
subpopulacjami limfocytoéw T na rokowanie pacjentow [Toor, 2019]. Uwaza si¢ jednak,
ze zwigkszony naciek komorek Treg w tkance wynikajacy z nadekspresji genu TGFB1
moze by¢é  niekorzystnym  czynnikiem  prognostycznym  [Saito,  2016].
Wskazuja na to wysokie stezenia limfocytow T regulatorowych Foxp3* we krwi
obwodowej pacjentow onkologicznych, ktore ulegaly obnizeniu po zastosowaniu
leczenia [Li, 2006]. Celem zweryfikowania hipotezy mowigcej o zwigkszonym udziale
limfocytow Treg wzgledem Th, nalezaloby wykona¢ dodatkowe badania

immunohistochemiczne tkanek okreslajace fenotyp limfocytow.

Obiektem wielu prowadzonych badan bedacych w fazie przedklinicznej

1 klinicznej stato si¢ zahamowanie nadmiernej aktywnosci szlaku sygnalowego TGF-4.
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Stosowane w nich leki z jednej strony moglyby wspomodc uktad immunologiczny
w walce z nowotworem, a z drugiej strony pomoglyby w zahamowaniu tworzenia
naczyn krwionos$nych przez nowotwoér. Do blokowania sygnalizacji mogg by¢
wykorzystywane  oligonukleotydy antysensowne, monoklonalne  przeciwciata
neutralizujagce TGF-f czy inhibitory kinazy tyrozynowej [Chen, 2020]. Do wyciszania
ekspresji TGF-f mozna stosowaé cytokiny o przeciwstawnym dziataniu
lub wprowadza¢ do genomu geny odpowiedzialne za synteze biatka I-SMAD
oraz wadliwych receptorow blokujacych przekaznictwo dokomorkowe [Stepien-
Wyrobiec, 2008].

Nasilenie  proceséw  proliferacji, angiogenezy, nadanie komorkom
nowotworowym zdolnosci do migracji oraz hamowanie lokalnej odpowiedzi
immunologicznej korelowaly ze zmiang poziomu transkryptu genu TGFB1.
Zrodzito to jednak wiele pytan dotyczacych mechanizmdéw nadzorujacych ekspresje
tego genu. Wérod nich wymienia si¢ czynniki epigenetyczne, takie jak modyfikacja
biatek histonowych czy metylacja cytozyn regionéw promotorowych i regulatorowych
genow. Do zbadania w jaki sposob dochodzi do regulacji ekspresji badanego genu
przeprowadzono jako$ciowa oceng metylacji wysp CpG regionu promotorowego genu
TGFB1.

Wyciszanie gendéw poprzez metylacje jest jednym z najczestszych mechanizmow
epigenetycznych regulujacych proces transkrypcji. Istota metylacji jest przeniesienie
za pomocg metylotransferaz DNA grup metylowych na zasady cytozynowe znajdujace
si¢ w obrgbie dinukleotydow CpG — nazywanych wyspami CpG — z wytworzeniem
5-metylocytozyn (5mC). Metylacja promotorowego lub regulatorowego regionu genu
zwigzana jest z zaburzonym wigzaniem czynnikow transkrypcyjnych i wyciszeniem
ekspresji. Odpowiada migdzy innymi za inaktywacj¢ chromosomu X, ale moze by¢
réwniez jednym z czynnikdw rozwoju nowotworow. Szczegolnie niebezpieczna jest
hipermetylacja genow strategicznych dla poprawnego przebiegu cyklu komorkowego,

apoptozy czy naprawy bledow w sekwencji DNA [Shao, 2006].

Nadal niewiele wiadomo w jaki sposob modulowana jest ekspresja genu TGFBL.
Gloéwnym regulatorem jego transkrypcji jest obszar migdzy niepodlegajacym translacji

rejonem 5’UTR a pierwszym eksonem. Mowi si¢ rowniez o wplywie metylacji
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w pozycjach +91, +115, +145, +151 od miejsca startu transkrypcji [Yang Liling, 2018].

Zmiana wzoru metylacji promotora genu TGFB1 powodujgca jego zwiekszong
transkrypcje zwigzana jest z postepujaca jaskrag oraz nefropatia cukrzycowa
[McDonnell, 2016; Yang Liling, 2018]. Z kolei hipermetylacja skutkujaca inaktywacja
genu korelowala z inwazyjnoscig rakow prostaty i zdolnoscig do przerzutow
nowotworow ptuc [Shah, 2008]. W pracy dokonano oceny metylacji wysp CpG
w obszarze od -235 do +22 nukleotydu od miejsca rozpoczecia transkrypeji. Obecnosé
grup metylowych w obrgbie analizowanego regionu potwierdzono w 40,6%
przypadkéw. Zblizone wartosci uzyskal inny zespot, ktory stwierdzil metylacje
w 44,0% przypadkow raka ptuc. Jednak wyniki te odbiegaly znaczaco od pacjentow
z rakiem prostaty o czgstosci metylacji siggajacej az 82,0%. Prezentowane w pracy
wyniki nie potwierdzily zwigzku metylacji ocenianego obszaru z ekspresja genu
ani cechami demograficzno-patologicznymi pacjentow. Zespot Shah i wsp. zauwazyt
jednak, ze wigksza czestos¢ metylacji wysp CpG byla charakterystyczna
dla inwazyjnych rakow prostaty i przerzutujgcych nowotwordéw ptuc [Shah, 2008].

Liczne badania potwierdzaja udzial czynnikéw epigenetycznych, w tym metylacji,
w regulacji ekspresji genu TGFB1. Niemniej jednak, metylacja nie musiata zachodzi¢
jedynie w tym analizowanym obszarze, mogta bowiem odbywaé si¢ rownolegle
w innych miejscach regulatorowych. Dlatego w kolejnych etapach badan nalezy
wykluczy¢ mozliwos$¢ dotaczania reszt metylowych w obrgbie pozostatych regionow

wptywajacych na poziom ekspresji badanego w pracy genu.

Warto réwniez uwzgledni¢ rolg pozostatych czynnikow epigenetycznych. W procesie
metylacji biorg rowniez udzial biatka SMAD, ktore moduluja czynnos¢ koaktywatorow
transkrypcyjnych CBP, p300 1 GCNS5. Wplywaja réwniez na kompleks biatek
demetylujacych  DNA  (DNDM, ang. DNA  demethylating  complex)
oraz na acetylotransferazy (HATSs, ang. histon acetyl transferase) i deacetylazy
histonowe (HDACs, ang. histon deacetylases) [Talar, 2013]. Jedna z nich, deacetylaza
histonowa 3 (HDAC3), modyfikuje chromatyne jadrowa dzigki czemu ekspresja genu
TGFB1 zostaje wyciszona [Lewandowski, 2015].

Czasteczki mikroRNA, ktore majg zdolno$¢ do degradacji mRNA lub represji

translacyjnej rowniez wplywaja na modulacje ekspresji genow. Doniesienia wskazujg
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na udziat tych czasteczek w patogenezie wielu typéw nowotworow. Udokumentowano
migdzy innymi zdolno$¢ TGF-f1 do regulacji transkrypcji kilku mikroRNA,
m. in. miR-155, miR-192, miR-216a, miR-217 czy klastra miR-23a/27a/24 [Zhang,
2017]. Badania przeprowadzone na liniach komoérkowych raka zotadka, ptuc
czy prostaty potwierdzily, ze TGF-f1 indukowat transkrypcje miR-574-3p,
ktory hamowat proliferacje, migracje i inwazj¢ komoérek [Zhang, 2017; Ishikawa, 2014;
Su, 2012; Chiyomaru, 2013]. Pozwala to domniemywac¢, ze obnizenie ekspresji TGFB1
w zaawansowanych rakach jelita grubego, skutkujgce ostabieniem aktywnosci
supresorowego miR-574-3p, predysponowato do szybszego wzrostu nowotworu.
Tworzy si¢ w ten sposob pole do zastosowania terapii opartej na lekach modulujacych
nie tylko aktywnos¢ TGF-£1, ale rowniez wybranych czasteczek mikroRNA. Pierwsze
proby zostaty podjete przez zespot Xu i1 wsp., ktory spostrzegt w nowotworach
ztosliwych wyciszenie ekspresji miR-490-3p, dzialajacego na TpR-1 i MMP-2/9.
Wywotanie nadekspresji tej czasteczki w linii komorkowej raka jelita grubego
hamowalo inwazyjnos¢ i zdolno§¢ do tworzenia przerzutow przez komorki,
co tym samym potwierdzato supresyjng role miR-490-3p [Xu, 2015]. Podobne dziatanie
przypisuje si¢, aktywowanej przez TGF-f1 czasteczce miR-1269a, ktora promowata
tworzenie przerzutow raka jelita grubego. Jej zwickszong ekspresj¢ odnotowywano
szczegolnie w poznych stadiach choroby. Co wiecej, zespot Bu i wsp. wykazal,
ze ekspresja tego mikroRNA zwigzana byta z wyzszym ryzykiem nawrotu choroby [Bu,
2015]. Z kolei obnizona ekspresja miR-133b w raku piersi byla zwigzana
z wysokim stopniem zaawansowania i obecno$cig przerzutéw w wezlach chtonnych.
Z drugiej strony nadekspresja tej czasteczki dziatalta hamujaco na TGFB1 i tlumita
zdolno$¢ komorek do proliferacji i inwazyjnosci [Wang S, 2019]. Podobny wptyw
na TGFB1 wywotywaly inne mikroRNA, np. miR-335-5p [Du, 2019]. W badaniu
przeprowadzonym na tkankach raka jelita grubego zaobserwowano, Ze obnizona
ekspresja TGFB1 korelowata z nadekspresja miR-130b i niskim stezeniem integryny
a5, waznej w kontek$cie tworzenia przerzutéw. Po 24-godzinnej inkubacji komorek
z TGF-f1 zaobserwowano ich zwigkszona migracje i spadek ekspresji miR-130b,
co sugeruje, ze wysoka ekspresja tego genu promuje zdolno$¢ migracyjng komorek

poprzez hamowanie miR-130b [Yi, 2016].

Efektywnos$¢ szlaku sygnatowego TGF-f zalezna jest od receptorow, rodziny

biatek SMAD oraz czynnikow transkrypcyjnych. Przedmiotem kolejnych analiz byt,
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kodujacy biatko receptorowe II typu, gen ACVR2A. Receptor ten rozpoczyna kaskade
sygnalizacyjng TGF-f skierowang do jadra komoérkowego [Stalinska, 2005].
Jego indukcja moze rozpoczynaé si¢ od przylaczenia szeregu ligandow, po ktorym
nastepuje fosforylacja receptora typu I, a nastepnie biatek SMAD-2/3 lub SMAD-1/5/8.
Te, tworzac kompleks ze SMAD-4 przemieszczaja si¢ do jadra komorki, gdzie reguluja
transkrypcje genow [Olsen, 2015].

Istnieje wiele doniesien wskazujacych na wspétuczestnictwo genu ACVR2A w réznych
stanach patologicznych. Potwierdzono wplyw obnizonej ilosci transkryptu tego genu
na ryzyko rozwinigcia u kobiet cigzarnych stanu przedrzucawkowego, co tlumaczy si¢
dysfunkcja proliferacji i przepuszczalnosci srodbtonka naczyn [Glotov, 2019; Thulluru,
2015]. Sprawne dziatanie receptorowe niezbgdne jest rowniez dla zachowania
prawidtlowego procesu mielinizacji neuronow, a dysfunkcje na tym poziomie moga by¢

podtozem zaburzen neurologicznych np. stwardnienia rozsianego [Dillenburg, 2018].

Porownujac wzgledny poziom mRNA genu ACVR2A z parametrami demograficzno-
patologicznymi dostrzezono jedynie r6znice Wynikajace z umiejscowienia nowotwordu.
W badanej populacji stwierdzano wyzsze wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A
u pacjentow z rakiem jelita grubego zlokalizowanym w  odbytnicy

niz we wczesniejszych odcinkach jelita grubego.

Nalezy zwroci¢ uwage, za przekaznictwo ktorych ligandow odpowiada receptor
ACVR2A i z jakimi konsekwencjami moze si¢ wigzaé¢ jego zmieniona aktywnosc.
Najwyzsze powinowactwo wykazujg wzgledem niego aktywiny A i B, GDF-8, GDF-11
oraz BMP-10. Zatem jedng z przyczyn zwigkszonej ekspresji receptora moze by¢
odpowiedz na wzmozone przekaznictwo wynikajgce z obecnosci ligandow istotnych
w procesie kancerogenezy, wildknienia czy utraty masy kostno-mig$niowe;.
Obserwowana u pacjentow z rakiem odbytnicy nadekspresja ACVR2A mogla wigza¢ si¢
z nasilonym procesem zapalnym, zmianami zwloknieniowymi czy tworzeniem
przerzutow indukowanych sygnalizacja aktywiny A [Aykul, 2016; Jin, 2018].
Tym samym, wyzszy poziom ekspresji ACVR2A moglby potencjalnie przyczyniaé si¢
do szybszej progresji raka odbytnicy i pogarsza¢ rokowanie. Z drugiej strony, nizsze
wzgledne poziomy ekspresji u pacjentdow z nowotworami katnicy i okreznicy mogly

wynika¢ z  obecno$ci  czynnikéw  inhibitorowych np. miR-15a/miR-16.

182



W badanej grupie nie zaobserwowano jednak zmian czgsto$ci powstawania przerzutow
oraz wyzsze] umieralno$ci wynikajacej z lokalizacji nowotworu, dlatego ACVR2A
nie moze by¢ traktowany jako potencjalny marker prognostyczny raka jelita grubego.
Potwierdzaja to dodatkowo statystyki Surveillance Epidemiology and End Results,
wedtug ktorych odsetki 5-letnich przezy¢ pacjentéw z rakiem odbytnicy i okreznicy sa
do siebie zblizone [Jin, 2018; Szmidt, 2010]. Receptor ACVR2A posredniczy rowniez
w transdukcji sygnalizacji inicjowanej BMP-2. Jednoczesny brak tego receptora
oraz innego receptora Il typu — BMPR2 — catkowicie znosit wptyw tej cytokiny [Bai,
2017]. Wedlug innych badan, obnizona ekspresja ACVR2A moze przyczyniaé si¢
do zahamowania proliferacji komorek $rodbtonka naczyniowego i zwigkszenia jego
przepuszczalnosci [Yong, 2018]. Moze to potencjalniec wspomagaé tworzenie
przerzutdow przez nowotwory, jednak w obserwowanej grupie nie stwierdzono tej

zaleznoSci.

Kolejng przyczyna dostrzezonych roznic ekspresji ACVR2A moga by¢ odmienno$ci
w budowie anatomicznej odbytnicy i pozostalych odcinkéw jelita grubego. Wedtug
dostgpnych danych, u 30% pacjentow po operacyjnym usuni¢ciu raka odbytu dochodzi
do wznowy w ciagu 2 lat od zabiegu. W zwiazku z tym, mozna wysnu¢ hipoteze
mowiaca, ze silniejsza sygnalizacja zwigzana z receptorem ACVR2A wigze si¢
z wiekszym ryzykiem nawrotu choroby. Celem potwierdzenia tej tezy, nalezatoby
podda¢ obserwacji pacjentow z rakiem odbytnicy pod katem czgstosci wznow
miejscowych i porowna¢ otrzymane wyniki z grupa chorych z rakiem katnicy

1 okreznicy.

W przypadku pacjentow z rakiem jelita grubego najczeSciej dochodzi
do wyciszenia przekaznictwa sygnalowego w wyniku mutacji lub utraty
heterozygotycznosci genow kodujacych receptory btonowe TSR-1 i THR-II oraz biatka
SMAD-4 [Talar, 2013]. Utrata funkcji biatka Co-SMAD jest powszechna w rakach
jelita grubego i stwierdzana nawet u 30% chorych. Co wigcej, zjawisko to jest typowe
dla rakoéw najbardziej zaawansowanych i o ztym rokowaniu [Zhao, 2018]. W innym
badaniu zaobserwowano u pacjentdéw z nowotworem jelita grubego wyzsze poziomy
ekspresji  TPR-1  oraz  wyzsze  stezenia  cytokiny  TGF-f  ocenianej
immunohistochemicznie. Korespondowalo to jednoczesnie z wyzszym stopniem

zaawansowania choroby i ryzykiem tworzenia przerzutow [Talar, 2013].
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Dostepne sg inne doniesienia wskazuje na powszechno$¢ mutacji genow kodujacych
bialka SMAD szczegélnie w kontekscie chordb nowotworowych. Wynika z nich,
ze az potowa pacjentdw z rakiem trzustki posiada dysfunkcje SMAD-4. Okoto 16%
0s0b z rakiem jelita grubego posiada obnizong aktywno$¢ biatkowg Co-SMAD a blisko
6% mutacje w obrgbie genu kodujagcego SMAD-2. W tym ostatnim przypadku,
regionem szczegOlnie podatnym na zmiany jest domena MH2, czego rezultatem jest
brak mozliwo$ci oddziatywania z biatkiem posredniczacym SMAD-4. Mutacje
w obrebic genow kodujgcych biatka SMAD wigzg Si¢ wyzszym stopniem
zaawansowania nowotworu oraz obecno$cig przerzutow w regionalnych weztach
chtonnych [Witkowska, 2014]. Przeprowadzone przez zespét Ramachandrana i wsp.
badania wykazaty, ze biatka SMAD-1 i SMAD-5 sa niezbedne komorkom
nowotworowym Ww procesie przej$cia nablonkowo-mezenchymalnego i tworzenia
przerzutéw odleglych. Z tego powodu, analizujac zaburzenia szlaku TGF-f nalezy brac¢
pod uwage mozliwo$¢ wspotwystepowania zmian pozostatych elementéw $ciezki

sygnalizacyjnej [Ramachandran, 2018].

Nalezy rowniez uwzglednia¢ ztozonos¢ szlaku TGF-f, poniewaz nawet dobrze poznane
do tej pory Sciezki sygnalizacyjne moga wymykac si¢ sposrod przyjetych od dawna
schematow i przebiega¢ w sposob niekanoniczny. Jako przyktad moze postuzy¢ badanie
Ramachandran i wsp., z ktorego wynika, iz TGF-f indukuje fosforylacj¢ nie tylko
biateck SMAD-2 i SMAD-3, ale rowniez SMAD-1 oraz SMAD-5 regulujacych geny
zalezne od BMP. Wedtug tego badania przeprowadzonego na ludzkiej linii komorkowej
raka sutka, biatka te ulegajg fosforylacji poprzez receptor ACVR1 aktywowany
przez TGF-f. Co wigcej, stwierdzono, ze nawet 25% transkryptomu, ktory reguluje
TGF-f zalezny jest od aktywacji SMAD-1 i SMAD-5. Ponadto wykazano, ze ich silna
fosforylacja indukowana TGF-f sprzyja przemianie komorek epitelialnych

w mezenchymalne [Ramachandran, 2018].

Po utworzeniu kompleksu biatkka SMAD transportowane sg przez blon¢ jadrowa
do jadra, gdzie we wspoOlpracy z koaktywatorami (np. biatkiem p300)
oraz korepresorami transkrypcyjnymi (np. biatkiem pl107) reguluja ekspresje
okreslonych genow. Wplywaja miedzy innymi na ekspresje genow CDKN1A, CDKN2B,
ATF3, ID1. Potwierdzono wplyw TGF-f na obnizenie poziomu ekspresji

protoonkogenu C-myc oraz jego produktu biatkowego. Przeklada si¢ to na wzrost
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ekspresji cykliny D1, ktora powoduje zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie S.
TGF-f moze rowniez blokowaé przejscie komorek z fazy G2 w mitoz¢ poprzez

ograniczenie aktywnosci CDK2 [Stalinska, 2005].
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14. Whnioski

Uzyskane w pracy wyniki uprawniajg do Wyciagnigcia nastepujgcych wnioskow:

a)

b)

d)

f)

9)

wykazano wyzsze wzgledne poziomy ekspresji genu ACVR2A w rakach
odbytnicy niz okreznicy i katnicy, co moze swiadczy¢ 0 udziale badanego genu
W rozwoju nowotworow koncowego odcinka jelita grubego;

nie stwierdzono zwigzku migedzy wzglednymi poziomami ekspresji genu
ACVR2A a pozostalymi cechami demograficzno-patologicznymi pacjentow,
takimi jak: wiek, pte¢, wywiad rodzinny, wielko$¢ i glgboko$¢ naciekania Sciany
jelita, zajecie regionalnych wezléw chtonnych, obecnos$¢ przerzutéw odlegtych,
stopien zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji TNM i Astlera-Collera,
stopien zlosliwosci histologicznej, podtyp histopatologiczny, zajecie naczyn
krwiono$nych przez nowotwor, obecno$¢ nacieku limfocytarnego oraz czas
przezycia pacjentow;

potwierdzono wyzsze wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 u pacjentow
z | stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu wg klasyfikacji TNM
w poréwnaniu do badanych ze stopniem IV, co przemawia za udziatem
badanego genu w poczatkowych etapach rozwoju raka jelita grubego;
odnotowano wyzsze wzgledne poziomy transkryptu genu TGFB1 u pacjentéw
z Il stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu wg klasyfikacji Astlera-
Collera niz u o0sdb ze stopniem VI, co sugeruje udzial genu w poczatkowych
etapach kancerogenezy;

wyzszy wzgledny poziom ekspresji genu TGFB1 zwigzany byl z rakami
o mniejszej wielkosci 1 glebokosci naciekania $ciany jelita przez nowotwor
(stopnie T1 i T2), co moze wskazywaé¢ na hamujgcy wplyw genu na wzrost
i proliferacje komorek nowotworowych;

wyzszy Wzgledny poziom mRNA genu TGFB1 wigzat si¢ z brakiem przerzutow
do watroby, co moze przemawia¢ za udzialem genu w hamowaniu zdolno$ci
migracyjnej komorek rakowych;

stwierdzono wyzsze wzgledne poziomy ekspresji genu TGFB1 u pacjentow
bez zajetych nowotworowo naczyn krwionos$nych, co moze $§wiadczy¢

o protekcyjnym dziataniu genu w procesie tworzenia przerzutow;
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h) wyzszy wzgledny poziom transkryptu genu TGFB1 korelowal z obecnoscia
nacieku limfocytarnego w obrebie tkanki nowotworowej, ktory jest korzystnym
czynnikiem rokowniczym w przebiegu raka jelita grubego;

i) nie zaobserwowano zalezno$ci miedzy wzglednymi poziomami ekspresji genu
TGFB1 a pozostalymi cechami demograficzno-patologicznymi, takimi jak:
wiek, pte¢, wywiad rodzinny, umiejscowienie nowotworu, zajecie regionalnych
weziow chlonnych, stopien ztosliwosci histologicznej, podtyp histopatologiczny
oraz czas przezycia pacjentow;

J) nie potwierdzono wpltywu obecno$ci metylacji regionu promotorowego genu
TGFB1 w obszarze od -235 do +22 nukleotydu od miejsca rozpoczecia
transkrypcji na wzgledny poziom ekspresji badanego genu, co moze wskazywaé
na przytaczanie reszt metylowych w innych obszarach regionu promotorowego
lub na udziat pozostatych czynnikow regulujacych proces transkrypcji;

K) nie wykazano zwigzku miedzy obecnosCig metylacji regionu promotorowego
genu TGFB1 w obszarze od -235 do +22 nukleotydu od miejsca rozpoczgcia
transkrypcji a cechami demograficzno-patologicznymi, co wskazuje na brak
wplywu tego procesu na zapadalno$¢ i patomechanizm rozwoju raka jelita

grubego.

Kolejny etap badan bedzie obejmowal oceng metylacji pozostatych obszarow
regionu promotorowego genu TGFB1 a takze analiz¢ innych mechanizméw
epigenetycznych mogacych wptywa¢ na jego ekspresje, w tym modyfikacje
potranslacyjne biatek histonowych oraz uczestnictwo niekodujacych czasteczek RNA,
takich jak siRNA oraz miRNA.

Otrzymane wyniki pozwola na lepsze poznanie mechanizméw regulujacych ekspresje
genu TGFB1. W przyszto$ci moga one zosta¢ wykorzystane do opracowania markerow

epigenetycznych raka jelita grubego lub sta¢ si¢ celem terapii personalizowanej.
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15. Streszczenie

Po nowotworach ptuc 1 piersi rak jelita grubego jest trzecim najczgsciej
diagnozowanym nowotworem na S$wiecie a jednoczesnie drugim o najwyzszej
$miertelnosci. Niewielkg czgs¢ rakow jelita grubego stanowiag dziedziczne nowotwory
jelita grubego, rozwijajace si¢ na tle zespolu Lyncha czy rodzinnej polipowatosci
gruczolakowej (FAP). Jednak =zdecydowang wigkszo$¢ przypadkoéw stanowig
sporadyczne raki jelita grubego zwigzane ze starszym wiekiem, niska aktywnoscig
fizyczna, niewlasciwym sposobem odzywiania oraz spontanicznymi zmianami
na poziomie molekularnym.

Proces powstawania raka jelita grubego trwa wiele lat a do jego rozwoju
dochodzi najczgsciej na tle gruczolaka. Wsérdéd czynnikow mogacych wplywaé
na transformacje nowotworowa prawidtowego nabtonka jelita grubego wymieniane sg
elementy szlaku sygnatlowego TGF-g, istotne z punktu widzenia regulacji wzrostu,
réznicowania, migracji i apoptozy komorek. W szlak ten zaangazowane sg receptory
oraz bialka posredniczace SMAD przekazujace informacje do jadra komoérkowego,
w ktorym dochodzi do regulacji ekspresji docelowych genow.

Przedmiotem pracy byta ocena wzglednych pozioméw ekspresji genow ACVRZ2A
oraz TGFB1 wchodzacych w sktad szlaku TGF-g, a takze genu RUNX3 kodujacego
jeden z jadrowych czynnikow transkrypcyjnych. Do tego celu wykorzystywano metode
real-time PCR, a w przypadku genu TGFB1 dokonano dodatkowo jakos$ciowej oceny
metylacji wysp CpG regionu promotorowego za pomoca techniki MS-PCR. Materiatem
do badan byly fragmenty tkankowe pozyskane okotooperacyjnie od 84 pacjentéw
z potwierdzonym histopatologicznie rakiem jelita grubego.

Otrzymane w pracy wyniki w powigzaniu z cechami demograficzno-
patologicznymi wykazaty wyzsze wzgledne poziomy transkryptu genu ACVR2A
w rakach odbytnicy w porownaniu do okr¢znicy i katnicy. Moze to wskazywaé na jego
zaangazowanie w rozw0] nowotworéw koncowego odcinka jelita grubego.
W przypadku genu TGFB1 zaobserwowano wyzsze wzgledne poziomy MRNA
u pacjentoéw o niskim stopniu zaawansowania klinicznego wg klasyfikacji Astlera-
Collera (11°) oraz TNM (I°) niz u chorych z rakami o najwigkszej progresji, co sugeruje
jego istotng role we wczesnych etapach rozwoju nowotworu. Dodatkowo, potwierdzono
wyzsze wzgledne poziomy ekspresji TGFB1 w rakach o stopniach T1

I T2 w poréwnaniu do stopnia T3, jak réwniez w nieprzerzutujacych rakach jelita
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grubego (MO0). Moze to $wiadczy¢ o hamujagcym wptywie TGFB1 na wzrost
i proliferacje komorek oraz ostabianiu ich zdolnos$ci migracyjnych, a w konsekwencji
inicjowaniu procesu tworzenia przerzutow odlegtych. Co wigcej, z wyzszymi
wzglednymi poziomami transkryptu tego genu wigzata si¢ obecno$¢ limfocytow
w tkance nowotworowej oraz brak zajecia naczyn krwionosnych przez komorki rakowe,
co moze potwierdza¢ ochronng rolg genu TGFB1 w procesie powstawania przerzutow
odlegtych.

Nie udato si¢ potwierdzi¢ sposobu regulacji ekspresji genu TGFB1 oceniajac
metylacje w obrebie regionu promotorowego, dlatego w dalszych analizach nalezy
dazy¢ do ustalenia mechanizméw nadzorujacych ten proces. Ich okreslenie mogtoby
przyczyni¢ si¢ w przysztosci do opracowania nowych strategii leczniczych lub stac si¢

nowym narzedziem prognostycznym w raku jelita grubego.
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16. Summary

After lung and breast cancer, colorectal cancer is the third most commonly
diagnosed cancer in the world and the second highest mortality rate. A small proportion
of colorectal cancers are hereditary and develop from Lynch syndrome or familial
adenomatous polyposis (FAP). However, the vast majority of cases are sporadic
colorectal cancers associated with older age, low physical activity, improper diet
and spontaneous changes at the molecular level.

The process of colon cancer formation lasts for many years and its development
is most often caused by adenoma. Among the factors that may influence the neoplastic
transformation of the normal colon epithelium, elements of the TGF- signaling
pathway are mentioned, which are important from the point of view of cell growth
regulation, differentiation, migration and apoptosis. This pathway includes receptors
and SMAD mediating proteins that transmit information to the nucleus where
the expression of target genes is regulated.

The subject of the study was to evaluate the relative expression levels
of the ACVR2A and TGFB1 genes that are components of the TGF-# pathway,
and the RUNX3 gene encoding one of the nuclear transcription factors. For this purpose,
the real-time PCR method was used, and in the case of the TGFB1 gene an additional
qualitative assessment of CpG island methylation of the promoter region was performed
by using the MS-PCR technique. The material for the study was tissue fragments
acquired perioperatively from 84 patients with histopathologically confirmed colorectal
cancer.

The results obtained in the study in connection with demographic
and pathological features showed higher relative levels of the ACVR2A gene transcript
in rectal cancers compared to the colon and cecum. This may indicate its involvement
in the development of end-colon cancers. In the case of the TGFB1 gene, higher relative
MRNA levels were observed in patients with low clinical advancement according
to the Astler-Coller (11°) and TNM (1°) classifications than in patients with the most
progressive cancers that suggest its significant role in the early stages of tumor
development. Additionally, higher relative expression levels of TGFB1 were confirmed
in tumors with stage T1 and T2 compared to T3 as well as in non-metastatic colorectal
cancers (MO0). This may indicate the inhibitory effect of TGFB1 on the growth
and proliferation of cells, weakening their migratory capacity and initiating the process
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of distant metastasis. Moreover, the presence of lymphocytes in the neoplastic tissue
and the lack of blood vessel invasion by cancer cells were associated with higher
relative transcript levels of this gene, which may confirm the protective role
of the TGFBL1 in the process of distant metastasis.

It was not possible to verify the method of regulating the TGFB1 gene
expression by assessing the methylation within the promoter region, therefore further
analyzes should aim at establishing the mechanisms regulating this process. Their
determination could contribute to the development of new treatment strategies

or become a new prognostic tool in colorectal cancer.
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