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OBJASNIENIA SKROTOW STOSOWANYCH W TEK SCIE
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1. WSTEP

1.1. Epidemiologia i etiologia raka jelita grubego

Rak jelita grubego i odbytnicy (angolorectal cancer CRC) jest jednym z naj¢gtszych

i najgrazniejszych nowotworow zkiwych naswiecie. Odpowiada za wysgkiczbe zgonow
kazdego roku [Ferlay i wsp., 2010; Brenner i wsp., £0Bosman i Yan, 2014]. W qgu
ostatnich lat stanowi on trzeci nagéziej diagnozowany nowotwor u cztowieka. Bjorpod
uwag ptet, jest on rownig trzecim najczgsciej wykrywanym nowotworem u €aczyzn
(po raku ptuc i prostaty) i drugim u kobiet (po wakiersi) [Siegel i wsp., 2011; Fleming
i wsp., 2012]. Dane epidemiologiczne wskazug cagty wzrost zachorowana CRC [Ferlay

i wsp., 2010; Kubiak i wsp., 2014]. CRC dotyka gioev spoteczéstwa krajow wysoko
rozwinietych. Przeywalnas¢ 5-letnia dotyczy ok. 60-95% pacjentéw z wczesnyazami
choroby, spada natomiast znacznie (ok. 35%) przgcmdci przerzutow do wziow
chtonnych [Kanthan i wsp., 2012; Brenner i wsp.14J0 W Polsce 5-letnie przgcia nie
przekraczaj 50% [Kubiak i wsp., 2014].

Wiele danych epidemiologicznych podaje niezmienmeyicksza¢ diagnozowanych CRC
dotyczy osoOb starszych tj. powgj 50-60 rokuzycia [Klimczak i wsp., 2014; Mogoanta
i wsp., 2014]. Wrod innych czynnikow ryzyka rozwoju CRC wymieniag¢ sm.in.
nieprawidtowg diete i otytos¢, palenie tytoniu, nadmiegnkonsumpgj alkoholu, maj
aktywna¢ fizyczmng, obecnéé przewlektych, zapalnych schorzgelit (colitis ulcerosa
choroba Léniowskiego-Crohna), niedostategzekspozygi na promieniowanie stoneczne
(niedobor witaminy D3) oraz uwarunkowane genetyezziniany prowadgce do dysplazji
komoarek btonyluzowej jelita grubego [Giovannucci i wsp., 2003jathg i Chen, 2009; Hady
i wsp., 2010; Horvath i wsp., 2010; Bosman 2014rer i wsp., 2014; Sax i wsp., 2014].
W Polsce nowotwor jelita grubego jest aktualnie giltu pod wzgédem czstaici
wystepowania i umieralngi u obu pici [Klimczak i wsp., 2014; Kubiak i wsp2014].
Alarmujagcym wiekiem dla rozpoznania CRC jest zakres tzwiekw sredniego” (45-64 rok
zycia), szczegoOlnie u eaczyzn [Nowacki i wsp., 2007; Hady i wsp., 2010]z A5%
zachorowéa na CRC w Polsce przypada na osoby pay¥0 rokuzycia. W ostatnich 35
latach nasipit prawie 4-krotny wzrost liczby zachorowaa CRC u rgzczyzn i ok. 3-krotny
u kobiet. Najwyszy wspotczynnik zachorowaldm w latach 1999-2010 (ok. 33/100 000)
zanotowano w woj. dolritgskim [Kubiak i wsp., 2014]. W kalym regionie Polski zauvia
sie obecnie tendengjwzrostowy takze w liczbie zgonéw na CRC [Klimczak i wsp., 2014;
Kubiak i wsp., 2014]. Ryzyko zgonu wzrasta wrazigkiem i maksymalne warfoi oshga
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po 80 rokuzycia. Pod wzgldem liczby zgonéw na CRC w Polsce w latach 1999201
ze wszystkich regionéw kraju, najaszy wspotczynnik (19,5/100 000) notowano
w wojewodztwie wielkopolskim [Kubiak i wsp., 2014W zwigzku z wzrastajca liczba
starszych oséb w kraju, ragrymi trendami zapadaldo na CRC, od 2000 roku wdrony,

a od 2005 roku na mocy ustawy, realizowany jestols¢e Program BadaPrzesiewowych
wczesnego wykrywania CRC.

Rak jelita grubego dotyczy maze okeznicy, zgkcia esiczo-odbytniczego, odbytnicy
i odbytu. Wedtug midzynarodowej klasyfikacji choréb ICD-10, rak jelgaubego okrdany
jest kodem z zakresu C18-C2&vyw.onkologia.ord

Z danych epidemiologicznych wynikaz iICRC jest nowotworem, ktory ggle wymaga

czujnego monitorowania i okresowego wykonywania dhagrzesiewowych, zwlaszcza

u pacjentow z czynnikami ryzyka.

1.2. Patogeneza raka jelita grubego

W patogenezie CRC nadal wiele zagadnjest niewyjdnionych. Wymienione wczaie]
czynniki ryzyka rozwoju CRC odgrywagjrole w inicjowaniu zmian tkankowych i wzoie
guza, ale mechanizmy molekularmenadal stabo poznane.

Aktualnie wiadomo,4 CRC jest heterogennym i molekularnie bardzaahym schorzeniem
[Jass 2007; Fearon 2011; Patai i wsp., 2013]JaAkeiwo opisuje si trzy gidwne koncepcje
kancerogenezy jelita grubego u czitowieka [przeégtematu: Bosman i Yan, 2014].
Charakterystyczne morfologiczne etapy rozwoju CRIG2jmup klasyczm drog tj. na
podtazu przemiany klasycznego gruczolaka w raka, tzadenoma-carcinoma sequefice
opisan przez Vogelsteina i wsp. w 1988 roku. Zgodnie mradycyjra koncepcy jedynymi
zmianami przednowotworowymi prowagymi do rozwoju CRC ggruczolakowate polipy
(ang.adenomatous polyp$Vogelstein i wsp., 1988]. Inne zmiany takie jalperplastyczne
polipy (ang.hyperplastic polypsobecne gtéwnie w gZci dystalnej jelita grubego, uznawane
byly w wigkszaci za zmiany tagodne [Goldman i wsp., 1970]. Staswo niedawno
wykazano, = polipy te, wraz z podgrupzwary polipami ,zbkowanymi” (ang.serrated
polyps),nalezy rowniez uzna& za prekursory CRC [Patai i wsp., 2013]. Uaakt obecnieze

az 10-20% rakow jelita grubego powstaje w tej alteymame] drodze, zwanejsgerrated
pathway o wilasnym profilu genetycznym i epigenetycznyme Zmian epigenetycznych
centrala rolg w formowaniu s§ CRC z tych zmian prekursorowych odgrywa zaburzona
metylacja DNA [Jass 2007; Patai i wsp., 2013].
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Istotg klasycznej drogi kancerogenezy jest niestabdnchromosomow (angchromosomal
instability, CIN). Wystpuje ona w ok. 80% CRC [Kinzler i Vogelstein, 1998h poziomie
genetycznym rel zasadnicz odgrywa mutacja genu APC (areglenomatous polyposis cpli
odpowiedzialnego za rozwdj rodzinnej polipowaio jelit (ang. familial adenomatous
polyposis FAP) [Powell i wsp., 1992; Cottrell i wsp., 1992Jlutacja tego genu uaktywnia
sciezke kanoniczg szlaku Wnt [Giles i wsp., 2003]. Uaktywnienie salaNnt obserwuje si
wczehnie w kancerogenezie jelita grubegoz jna poziomie zmian polipowatych. Poza
inaktywacp obu alleli APC, kluczowe w tej drodze rozwoju CRCg sdowniez p&zniejsze
mutacje genu K-RAS i BRAF wciezce sygnatowej MAPK [Tian i wsp., 2013]. W okoto
70% przypadkbw CRC odnotowuje¢stakze mutacje TP53 z aktywacy telomerazy.
Aktywacja sciezki sygnatowej TGH3 dotyczy prawdopodobnie przypadkow zmanych

z przerzutowaniem CRC. Opisano réwngmniany w genie MUTYH [Bosman i Yan, 2014].
Druga koncepcy kancerogenezy jelita grubego na poziomie zmianekubérnych jest tzw.
sciezka MIN (ang.microsatellite instability. W odr&nieniu od CIN, zmiany morfologiczne
charakteryzuj sie niewielky aneuploidi, a typowym przyktadem jest zesp6t Lyncha [Lynch
i wsp., 1988]. Istat zmian jest mutacja genow kodaych biatka zaangawane wmismatch
repair (MMR), a w sekwencji rozwoju CRC nie wypuja wrodzone polipy. Proces
transformacji nowotworowej jednak jest podobny jaksciezce CIN, tzn. z rozwojem
najpierw gruczolaka. Nowotwory powstate $giezce CIN cechuyj si¢ lepsz prognoz

i zréznicowary odpowiedza na chemioterapi

Trzech koncepcgp rozwoju CRC jest tzwsciezka CIMP (ang.CpG island methylator
phenotypg [Teodoridis i wsp., 2008]. Nieznane $ednak czynniki inicjujce t drog;.
Zwigzana jest ona ze wspomnianymi polipami o charaktgcynej mikroskopowej strukturze
.Zabkowanego” brzegu btongluzowej, wczéniej uznawanymi za przerostowe tagodne
polipy. Po udowodnieniu roli tych zmian w kancemgeie nazwano jeessile serrated
adenomas or polyp&SSA/P) [Snover, 2011; Patai i wsp., 2013]. Zmid@y, naraone na
hipermetylag} reszt cytozyny w olgbie wysp CpG. W rozwoju CRC wg tej koncepcji,
rowniez obserwowano mutacjBRAF oraz metylacje promotoréw wielu genoficiezke te
nazywa s} takze alternatywn drogy rozwoju sporadycznych rakow jelita grubego (tzw.
»hyperplastic polyp-carcinoma sequefjcea na poziomie zmian molekularnych cechig
niestabilné¢ mikrosatelitarna o tym zas¢gu (tzw. CIMP-high i CIMP-low) [Jass 2007,
Bosman i Yan, 2014]. W CRC opisano zakmutacje o charakterze delecji somatycznych
dotyczcych nici DNA (poly dA: dT) [lonov i wsp., 1993].
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Z Kklinicznego punktu widzenia najgkisze ryzyko zachorowania na CRC dotyczy osob
z zespotem Lyncha (dziedziczny rak jelita grubegezwigzany z polipowatécia) lub

z zespotami polipowatei jelita grubego. Zespdl Lyncha jest przycayhr3% wszystkich
zachorowa, a u 0séb z tym zespotem bezwertyle ryzyko zachorowania na CRC wynosi od
30-70% [Lynch i de la Chapelle, 2003]. Z&kszone ryzyko dotyczy osOb z obeéciq
polipéw gruczotowych jelita grubego, z chorobanpalaymi jelita grubego, przebytym CRC
lub wysepowaniem tego raka u cztonkéw najisizej rodziny w wieku pownej 50 rokuzycia.
Umiarkowane i kade ryzyko zachorowania dotyczy praktycznie catgpyacji. Wigze sk
bowiem z wiekiem powsiej 50 lat i konsekwencjami niezdrowego styyicia, ktory prowadzi
do otytcéci i innych zaburzé metabolicznych z produkgkilkudzieseciu biatek o dziataniu
promupcym transformagj nowotworows [Huang i Chen, 2009; Potemski 2010].

Z danych z gimiennictwa na temat patogenezy CRC wynikayiklasycznej drodze rozwoju
CRC (gruczolak-rak) dochodzi gtéwnie do utraty kohtnad proliferaci, a w szlaku
tzw. neoplazji ,abkowanej’ najbardziej charakterystyczne jest uszkoie mechanizmow
apoptozy [Ortowska i Pachlewski, 2014].

1.3. Patomorfologia raka jelita grubego

1.3.1. Klasyfikacja histologiczna raka jelita grubgo

Prawidlowa ocena histologiczna guzow jelita grubege wzgédu na jego dig

heterogenn&, odgrywa niezwykle wang role prognostycza i jest podstaw do whczenia

odpowiedniej terapii. Cechy morfologiczne CRG slokladnie opisane, a kwestie
kontrowersyjne dyskutowane wspiennictwie [Barresi i wsp., 2014; Maguire i Sheaha
2014]. Z klinicznego punktu widzenia waa jest obserwacja,z i podobne stadium
histologicznego zaawansowania guzazendawa& inny przebieg choroby u indywidualnego
chorego. Sid tez tradycyjne przycie za miernik prognostyczny tylko stopnia

zaawansowania guza (arsiage, stagingmaoze by niewystarczajce.

Do opisowych cech morfologicznych o obiemgj roli prognostycznej wedtug najnowszej
literatury przedmiotu, nalg oprocz stopnia zkliwosci guza (angtumor grade, takze inne
cechy, jak np. tzw. gezkowanie guza (angumor budding, depozyty guza (angumor
deposity, stopié regresji guza (angtumor regression grade zakres inwazji naczy
i nerwbw oraz zacia otrzewnej [Barresi i wsp., 2014; Maguire i Shea 2014].

Z wymienionych cech morfologicznych najbardziej plapna, ché obarczona pewnym
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stopniem subiektywizmu jest ocena stopniaslzgk@sci histologicznej guza (anggrade.
System WHO do oceny tego parametru w CRC bierzeupaaly odsetek tworzenia struktur
gruczotowych (anggland formation. Dobrze zranicowaneadenocarcinomamap >95%
struktur gruczotowycrh (i oceniang gko grading 1, G1),sérednio zr@nicowane (G2) — 50-
95% tych struktur, stabo zrdicowane (G3) posiadaj5-50% gruczotdw w swej budowie,
a CRC niezrénicowane — mniej @i 5% tych struktur (G4) [Hamilton i Aaltonen, 2000].
W przypadku wysfpowania podtypéwmucinous adenocarcinomaraz signet-ring cell
carcinomaobie grupy zaliczaneggako stabo zrénicowane i uzyskuj 3 stopié ztosliwosci
histologicznej grade 3 [Hamilton i Aaltonen, 2000; Bruckner i wsp., 201Qeno i wsp.
zaproponowali bardziej obiektywnocere systemugrading CRC, bazujca na podawaniu
liczby tzw. stabo zrénicowanych skupisk komérkowych (ammporly differentiated clusteys
w obrbie podcieliska nowotworu. Stabo zrdicowany CRC ma posiaflaco najmniej
5 komérek nowotworowych rozproszonych w padlisku guza, ktore nie twogzstruktur
gruczotowych [Ueno i wsp., 2012]. System ten nadsgerowniez do wiarygodniejszej
diagnostyki histologicznej w przypadku przedopejaggh biopsji jelita grubego [Barresi
i wsp., 2014].

Klasyfikacja WHO z 2000 roku, obejmagja histologiczne typy CRC wyidia osiem
klasycznych form tego nowotworu (Tabela 1) [HanmltoAaltonen, 2000]. Jest ona nadal
obowigzujaca z pewnymi modyfikacjami. Klasyfikacja z 2010 wokedefiniuje pajcie
wewngtrznabtonkowej neoplazji (angntraepithelial neoplasip i dysplazji, wprowadza
pewne zmiany w nomenklaturze oraz diagnostyce (Rftlaje nowe podtypy CRC, takie
jak: serrated adenocarcinomaribriform comedo type adenocarcinoraaz micropapillary
adenocarcinomgBosman i wsp., 2010; Aust 2011] [Tabela 1 — ppgtp-11]. Zmiany
dotycz tak’e nomenklatury i klasyfikacji neuroendokrynowych zgw przewodu
pokarmowego. Nowa klasyfikacja WHQGaikla stopid ztosliwosci dlamucinousorazsignet
ring carcinomas biorac pod uwag sciezkg MIN (okreslanej take jako MSI), jako te
o lepszej (wysoki stopieMIN) i o gorszej prognozie (niski stogieMIN lub jego brak).
Doktadniej scharakteryzowano rowmniezmiany polipowate i gruczolaki jelita grubego
[Aust 2011].

W 85%-90% przypadkéw CRC mamy do czynienia z rakggoczotowym (gruczolakorak,

ang. adenocarcinompo ra&znym stopniu zrénicowania. Okoto 20% z nich to raki stabo
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zroznicowane lub niezenicowane o gorszym rokowaniu. Gorzej rakujakze raki

wytwarzapce dukg ilos¢ $luzu [Bosman i wsp., 2010].

Tabela 1.Klasyfikacja histologiczna raka jelita grubego $iatowej Organizacji Zdrowia
(2000) [Hamilton i Aaltonen, 2000; Bosman i ws@12].

Klasyfikacja histologiczna

1. Rak gruczotowy (adenocarcinomp

2. Rak gruczotowy sluzotworczy (adenocarcinoma mucinosum)

3. Rak sygnetokomaérkowy(signet ring cell carcinomja

4. Rak drobnokomérkowy (carcinoma microcellularg

5. Rak ptaskonabtonkowy (squamous cell carcinora

6. Rak gruczotowc-ptaskonabtonkowy (adenosquamous carcinoina
7. Rak rdzeniasty (medullary carcinomp

8. Rak niezréznicowany (carcinoma nondifferentiatum

9. Rak gruczotowy zbkowany (serrated adenocarcinoma)

10. Rak gruczotowy sitowaty typu czopiasteg (cribriform comedo type

adenocarcinoma)

11. Rak gruczotowy mikrobrodawkowy (micropapillary adenocarcinoma)

Klasyfikacja makroskopowa zaawansowanego rakajghibego wyrénia cztery jego typy
[Nowacki i wsp., 2007] (Tabela 2).
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Tabela 2.Klasyfikacja makroskopowa zaawansowanego rakiajgiubego [Nowacki i wsp.,

2007].

Klasyfikacja makroskopowa

Polipowaty
Owrzodzialy i grzybiasty
Owrzodziaty i zwezajacy

Rozlegle naciekagcy

Stopiev zaawansowania raka jelita grubego (astpgg okrela s na podstawie trzech

tradycyjnych klasyfikacji (Tabela 3). Tradycyjnaajstynniejsza klasyfikacja wg Cuthberta
E. Dukes’a, podana w 1932 roku, ¢hgest nadal stosowana, podlegata licznym

modyfikacjom [Dukes, 1932; Astler i Coller, 1954yakos 1985; Akkoka i wsp., 2014;

Perea i wsp., 2014]. Rokowanie jest tym lepszeiimzystagewedtug Dukes'a.

Tabela 3.Najczsciej stosowane klasyfikacje zaawansowania zr(aag.stage w raku jelita
grubego — oryginalna wg Dukes’a i zmodyfikowanaegarzAstler-Collera [Dukes 1932;
Astler i Coller, 1954].

A
Bl
B2
C1
C2
D

Klasyfikacja Dukes’a

nowotwor nie przekraczasciany jelita

nowotwor przekraczasciane jelita do surowicowki lub tkanki ttuszczowej okoto
odbytniczej

przerzuty w weztach chtonnych

przerzuty odlegte

Klasyfikacja Astler — Collera

rak ograniczony do btony podluzowej

rak dochodzi do btony misniowej, ale jej nie przekracza
rak nacieka cah sciane jelita, bez zagcia weztow chtonnych
jak w B1, ale z zagciem weztow chtonnych

jak w B2, ale z zagciem weztow chtonnych

przerzuty odlegte
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Dla celéw klinicznych najpowszechniej wykorzystywanjest ameryk@ska i/lub
migdzynarodowa klasyfikacja (system) TNM wg AJCC i @Cang. American Joint
Committee on Canceoraz International Union Against Cancegdpowiednio), ocenia¢a
stopieh zaawansowania zmian w CRC. Klasyfikacja ta odsa@swytgcznie do ziéliwych
nowotworéw (rakow), a rozpoznanie choroby powinngé¢ bpotwierdzone badaniem
histopatologicznym. Klasyfikacja ta opiera s1a ocenie trzech kategorii: T -¢bbkdsci
lokalnej inwazji guza pierwotnego, N — geag regionalnych wziéw chtonnych
oraz M — obecngi przerzutow odlegtych (Tabela 4) [Edge i wsp.1@0Sobin i wsp., 2010].

Tabela 4.Klasyfikacja kliniczna TNM rakoéw okznicy i odbytnicywg UICC i AJCC z 2010
roku [Edge i wsp., 2010; Sobin i wsp., 2010].

Klasyfikacja TNM

Cecha T (angumor)- guz pierwotny
X nie mazna ocené guza pierwotnego
TO nie stwierdza s¢ guza pierwotnego
Tis rak przedinwazyjny
T1 guz nacieka btore podsluzowa
T2 guz nacieka warstv¢ migsniowg
T3 guz nacieka warstv¢ migsniowa wiasciwa i btone surowicza lub tkanke

okotookreznicza

T4 guz przerasta btore surowicza oraz nacieka gsiednie narady

Cecha N (angaoduli) - regionalne wzty chtonne

NX nie mazna ocent weztéw chtonnych

NO nie stwierdza s¢ przerzutéw do regionalnych weztow chtonnych
N1 przerzuty obecne w 1-3 regionalnych wztach chtonnych

N2 przerzuty obecne w 4 i wgcej regionalnych weztach chtonnych

Cecha M (angmetastases przerzuty odlegte

MX nie mazna ocent przerzutéw odlegtych
MO nie stwierdza s¢ obecndci przerzutow odlegtych
M1 stwierdza sk przerzuty odlegte
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Poréwnanie przedstawionych systemow klasyfikagjipsta zaawansowania CRC ma

znalez¢ w dostpnym psmiennictwie [Potemski 2010] (Tabela 5).

Tabela 5 Poréwnanie systemow klasyfikacji stopnia zaawaasia CRC [Potemski 2010,
zmodyfikowanyy].

Wg Dukes’a Wg Aster-Collera Wg UICC/AJCC (TNM)
- - 0
A A
A B1 |
B B2 A
B B2 1B
B B3 lC
C C1 HIA
C C1,C2 1B
C C2,C3 HIC
- D \Y,

W opisie zmian histologicznych CRC, natepodkreli¢ role komorek ,limfoidalnych”
infiltruj gcych podcielisko guza lub obecnych w tkance ttuszczowegzdgcej jelito grube
jako czynnikow prognostycznych tego nowotworu [Gmahi Appelman, 1990; Harrison
i wsp., 1995; Klintrup i wsp., 2005]. Zwaek procesu nowotworowego z zapaleniem znany
jest od Galena [Kiziltai wsp., 2008], a potwierdzany tak w przypadku kancerogenezy
jelita grubego w wielu modelach badawczych [Jossesp., 2014]. Jak@iowa ocena
naciekdw zapalnych ma rowaienaczenie w prognozowaniu i decyzjach terapeutyazn
w CRC [Klintrup i wsp., 2005]. Jubadania z lat 80. i 90-tych XX wieku pokazaty,
iz prawidlowa btonaluzowa jelita grubego zawiera rozsiane komorki &tg€zne, takie jak
limfocyty T, komorki plazmatyczne, makrofagi, korkbprezentujce antygen (angantigen
presenting cellsAPC) klasy Il i eozynofile [Luebbers i wsp., 198%®e i wsp., 1988; Banner
i wsp., 1993]. W raku jelita grubego badanogralszystkich tych komorek, w tym licznych
subpopulacji limfocytow, eozynofildw, neutrofiléw komoérek dendrytycznych [Banner
i wsp., 1993; Fernandez-Acefiero i wsp., 2000; Mbexrzsp., 2000; Kizilta i wsp., 2008;
Richards i wsp., 2012; Roxburgh i McMillan, 201&%eneralnie uwza sk, ze obecné&t
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licznych komérek ~w  naciekach  zapalnych w tzw. fienc inwazji
(ang.invasive fron} guza jest lepsza prognostycznie [Harrison i w&p95; Klintrup i wsp.,
2005; Deschoolmeester i wsp., 2010; Richards i wgp12]. § jednak doniesienia,
w ktorych pokazano, zi obecné¢ licznych dojrzatych CD208-pozytywnych komorek
dendrytycznych we froncie inwazji guzaaae st z krotszym czasem przgcia pacjentow
[Sandel i wsp., 2005].

W przypadku eozynofilow, obserwujez sendena} do zmniejszania siliczby tych komaorek

w sekwencji odadenomado carcinomajelita grubego [Fernandez-Acefiero i wsp., 2000;
Moezzi i wsp., 2000; Kiziltai wsp., 2008]. A te z rakdw jelita grubego, ktdnajg wyzszy
liczbg eozynofilbw w naciekach zapalnych, cechsig lepsz prognoa [Fernandez-Acefiero

i wsp., 2000]. Dodatkowo opisujeestduzg heterogenni tych komorek i zrénicowary
dystrybucg w obrebie samego guza [Pretlow i wsp., 1984].

W mysim modelu kancerogenezy na tle zapaleniaajaditubego (angcolitis-associated
cance) odkryto niedawnoze przewlekta forma zapalenia skutkuje wymami zmianami

w ekspresji jednoniciowych, krotkich RNA (miRNA). Wazano, # przewlekte zapalenie
jelita grubego indukowane chemicznezpxymethane(AOM)/dextran sulfate sodium (DDS)
powoduje spadek ekspresji miR-133a i miR-143/145ty modelu badawczym aktywaciji
ulegata gtownie sciezka PI3K/Akt wraz z insulinopodobnym czynnikiem wgto 1
(ang. insulin-like growth factorl, IGF-1). Wyniki tych bada mazna odnié¢ takze do

jednego z mechanizmow kancerogenezy ludzkiego CIRESE i wsp., 2014].

Podobnie jak w przypadku danych z epidemiologiplegii i patogenezy CRC u cztowieka,
rébwniez ocena histologiczna wraz z unowo@zaniem systeméw oceny zaawansowania
zmian, ma shay¢ opracowaniu skuteczniejszych form leczenia rakgdtuzy¢ chorymzycie.
Jest to zadanie trudne, poniewsdwniez na poziomie tkanki, CRC cechuje niezwykfa
heterogenn& zmian komorkowych (komérki guza i naciekdédw zapahmy Proces zapalny
w jelicie maze doprowadzado dysregulacji komoérkowo-swoistych miRNA i na tepdze
dodatkowo aktywowa sciezki sygnatowe m.in. PI3K/Akt, ktéra nmie bezpérednio

odpowiadé za etap przégia w raka.

19



1.4. Sktadniki systemu insulinopodobnego czynnika zvostu (IGF)

System insulinopodobnych czynnikéw wzrostu (IGF-@ejni wazng funkcje autokrynovd,
parakrynovg i endokrynovq w regulacji komorkowej proliferacji i eimicowania, a tym
samym promocji wzrostu #oiych tkanek i nagddw [Jones i Clemmons, 1995]. IGF-y maj
struktue i aktywna¢ biologiczry podobra do insuliny, petnic funkcg hormonow
plejotropowych. Insulinopodobne dziatanie IGF-Owtyday m.in. stymulowania utleniania
glukozy i lipogenezy oraz hamowania lipolizy, alarewi jedynie 1-2% aktywrsai insuliny.
Gtowna aktywné¢ biologiczna tych biatek jest znacznie szerszainsuliny, bo dotyczy
stymulacji syntezy DNA, RNA i biatek w hodowlach athkowych. Wyrénia st dwa
podstawowe biatka, tj. IGF-1 i IGF-2 (zwane uprzedsomatomedynami), ktérych synteza
zachodzi gtdbwnie w wtrobie i ktore posiadajok. 50% sekwencji identycznej z insyin
[Daughday i Rotweien, 1989]. Wykazano jednakyiodr&nieniu od insuliny produkowanej
w jednym narzdzie, produkcja IGF-0w me odbywa sie w wielu naradach organizmu
cztowieka i wiele tkanek jest wiiwych na autokrynowe dziatanie tego czynnika wanos
[Humbrel 1990].

Inng cechy odr&niajaca IGF-y od insuliny jest wyspowanie swoistych dla IGF-6w biatek
wigzacych (ang.insulin-like growth factor binding proteinsGF BPs), ktdrych podstawaw
rolg jest lokalna modulacja dziatania IGF-6w. Zapobjedapoglikemii indukowanej przez
IGF-1. Dotychczas zidentyfikowano 6 rodzajow biatekazacych (IGF BP-1-6) [Zarilli

i wsp., 1994; Murphy 1998; Kostecka i Blahovec, 99®o podstawowych dziatalGF BPs
nalezy modulowanie dziatania IGF-1 i IGF-2 gtdwnie pogzzinterakcje z receptorami dla
tych czynnikbw oraz z receptorem insulinowym (anmgsulin receptoy IR). Ponadto
przedhzajs one czas pottrwania IGF-0w, magazynue w wybranych tkankowych
kompartmentach, hamyjdziatania IGF-6w poprzez obminie dosipnasci receptorow
lub nasilaj mitogenez i migracg komoérek w zalenosci od potrzeb. Bigy udziat w
transporcie oraz interakcjach z innymi czynnikandgrestu, m.in. TGH [Murphy 1998].
Najpowszechniej wygpujacym IGF BP, kgzacym we krwi jest IGF BP-3 i wize ono ponad
95% IGF-6w. Biatko to wyspuje w formie dimeru i tworzy kompleks z kwasolabil
podjednostk biatkowg (ang.acid-labile subunit ALS) [Murphy 1998]. IGF BP-2, -3 i -5
posiadaj sygnat lokalizacji gdrowej i mog wptywaé na aktywné¢ transkrypcji. Samo IGF
BP-3 mae dziatg jako inhibitor wzrostu komoérek poprzez oddziatyweama proliferac

i migracg komoérek [Scharf i wsp., 2001]. Wdeniu krwi, ponad 90% @steczek IGF-1 jest
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zwigzane z IGF BP-3 w kompleksie o wietlod 150 kD, a efekt biologiczny wywietanaze
tylko wolny IGF-1, ktory dyfunduje przeandotheliundo tkanek [Jones i Clemmons, 1995].
IGF-y wywierap wpltyw na komork poprzez specyficzne wdanie s¢ do r&nych
receptorow btonowych: (1) typu | — IGF-1R (arigsulin-like growth factor | receptdr
(2) typu Il (IGF-2R), (3) receptora dla insulinyR{)l oraz (4) receptora hybrydowego,
zbudowanego w potowie z gi receptora IGF-1R, Zav drugiej potowie z IR [Soo0s | wsp.,
1990; Baserga 2003; Siddle 2011]. W¢kszaci dziataa, zaréwno IGF-1, jak i IGF-2,
pasredniczy receptor typu | (IGF-1R). Receptor tenza@aredniczeniem w mitogennych
i antyapoptotycznych dziataniach IGF-6w, reosamodzielnie wpltywana transformagj
komorki [Baserga 2003]. Do systemu IGF zaliczaréivniez enzymy proteolityczne IGF BP
(ang.IGF BP proteases[Collett-Solberg i Cohen, 1996; Hwa i wsp., 1998]ykazanoze
proteazy te wywiergjbezpadredni wptyw na komorki poprzez wtasne receptorgzaienie
od dziatania IGF-6w [Collet-Solberg i Cohen, 1996].

Trzy z wymienionych sktadnikéw systemu IGF (IGFIGF BP-3, ALS) wytwarzanegs
gtéwnie w watrobie. IGF-1 i ALS produkowanegprzez hepatocyty, a IGF BP-3 gtownie
przez komorki Browicza-Kupffera [Chin i wsp., 199Rgsenfeld i wsp., 1994].

1.4.1. Budowa i funkcja IGF-1

Poréwnujc oba ligandy tj. IGF-1 i IGF-2, gldbwnym czynnikiewerostu jest IGF-1, zwany
do kaca lat 70-tych XX wieku, somatomedy® [Rinderknecht i Humbel, 1978]. IGF-1 to
biatko sekrecyjne o m.cz. 7649 Da, zbudowane zdyojezego tacucha polipeptydowego,
zawierajcego 70 aminokwaséw, wywiesge niebywale zrinicowany wptyw na komorki
i tkanki [Zarrilli i wsp., 1994; LeRoith 1997; LeRb i wsp., 2001]. IGF-1 jest czynnikiem
wzrostu o wielu odmiennych, tkankowo-specyficznfiwhkcjach, zaangawanym w rozwaj
narzdow i tkanek, wzrost postnatalny i regulatjomeostazy, a tak przeycie organizmu
[Obrepalska-S¢plowska 2005; Szewczuk i wsp., 2009; Maki 2010;3dakos i wsp., 2014].
W okresie postnatalnym hepatocytyy gtownym zrodiem IGF-1 w odpowiedzi na
wytwarzany przez przysagkmoézgows hormon wzrostu (anggrowth hormong GH).
Na produkct i wydzielanie IGF-1 wplyw maog mie¢ réwniez inne hormony (insulina,
hormony piciowe) oraz takie czynniki jak m.in.: Wjeptec, rytm dobowycircadian, dieta

i odzywianie, czynniki genetyczne, niedostateczne leiezevybranych schorze (gtownie
chordb wgtroby) oraz aizkie uszkodzenia wielonagdowe [Juul 2003; Jozefiak i wsp., 2008;
Suwata i wsp., 2010; Sax i wsp., 2014].
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IGF-1 produkowany w wtrobie wykazuje gtéwnie dziatanie endokrynowe, aFiG
syntetyzowany przez inne tkanki dziata para- i/adtokrynowo. Syntez IGF-1 wykryto
rowniez w nerkach, ptucach, sercu gdrach [D’Ercole i wsp., 1984], a tak w mdzgu,
tarczycy, gonadach i jelicie grubym [Khandwala ipws2000]. Produkej IGF-1 (mMRNA

i biatko) oraz obecnd IGF-1R wykazano tale w wielu komodrkach nagddw
limfatycznych, pocgwszy od monocytow/makrofagdéw poprzez komérki NK,d@ r&nych
subpopulacji limfocytéw T i B [Kooijman i wsp., 129Clark 1997; Szewczuk i wsp., 2009;
Weigent 2013]. Bioaktywrni@ tego czynnika wzrostu wykazano wedzionie szczura
oraz w ludzkiej linii komorek hodowanych z chiongakistocytowego U937 [przegl
tematu: Weigent 2013]. Wykrywano obeéadGF-1 take w transformowanych limfocytach
B i T. Co warte podkrgenia r&zne izoformy mRNA IGF-1 oraz propeptydy IGF-1 wykaaa
w makrofagach u myszy [Weigent 2013]. IGF-1 bezednio stymuluje limfocyty T
regulatorowe (Treg) do produkcji cytokin przeciwabgych (IL-10), co ma znaczenie
w protekcji skéry przed procesami autoimmunizadjifannesson i wsp., 2014].

IGF-1 naley réwniez do tzw. adipokin - biatek, ktore wraz z lepgyinsuling, interleukiry 6
(IL-6) sa produkowane tate przez komorki tkanki ttuszczowej. M® to mi€ zwigzek
etiologiczny z wysipowaniem raka jelita grubego, nazywanym niekiethgsity-associated
cancer [Fenton i Birmingham, 2010]. IGF-1 produkowany wakmofagach bezgoednio
stymuluje proliferagj komdrkows poprzez drog sygnatowy Erk i Akt [Fritz i wsp., 2011].

1.4.2. Receptor IGF typu | (IGF-1R) isciezka sygnatowa w systemie IGF-1

Gen IGF-IR sktada siz 21 egzondw i zlokalizowany jest na chromosomis2b-26.
Syntetyzowany jest jako jednaleuchowa preproproteina, zbudowana z 1367 aminokwasé
z ktorej usuwany jest 30-aminokwasowy peptyd sygugt Reszta cgsteczki jest
glikozylowana, ata na dwie podjednostki i B, polkczone mostkami dwusiarczkowymi.
Receptor ten ma najgksze powinowactwo do IGF-1 a kilkukrotniezsze do IGF-2 [Stewart

i Rotwein, 1996 Jak wspomniano, receptor IGF-1 typu | (IGF-1R) wpysgfe w watrobie
glbwnie na komodrkach niemdszowych wgtroby (komérki  Browicza-Kupffera,
miofibroblasty i komorki gwiadziste wgtroby) [Scharf i wsp., 2001]. Receptor IGF-1R ma
wiasciwosci kinazy tyrozyny i péredniczy w r@nych, tkankowo-specyficznych dziataniach
IGF-1. W swym fizjologicznym dziataniu IGF-1 wdie st silniej z IGF-1R ni z receptorem
insulinowym. Wazanie z podjednosika IGF-1R prowadzi do fosforylacji reszt tyrozyny
i aktywacji kinazy tyrozyny, co kolejno prowadzi dosforylacji biatka IRS-1 (angnsulin

receptor substraje i powoduje uruchomienie kaskady reakcji licznyckinaz
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z wewngtrzkomorkowych sciezek sygnatowych, przede wszystkitiezki MEK/ERK

i PIBK/Akt [Grimberg 2003; Delafontaine i wsp., 200Cohen 2006; Samani 2007; Maki
2010; Siddle 2011] (Rycina 1). Aktywacja kinaz audlych sciezek jest zalena roOwnie od
fosforylacji  biatka adaptorowego Shc | skutkuje vyakdcj kinazy PI3K
(ang.phoshatidylinositol 3-kinageraz biatka Ras [przegl tematu: Siddle 2011§ciezki te
odpowiadaj za stymulowanie komorkowego wzrostu i proliferagp wigze sk $cisle

z kancerogenez[Samani 2007; Jozefiak i wsp., 2008, Maki 2010yRazano,ze usungcie
genu kodujcego IGF-1R lub hamowanie jego ekspresji znosisfaamacg komaorkiin vitro
[Baserga 1995]. Za hamowanie apoptozy komérek odqmawiruchomieniéciezki Bad/Bcl-

2.

IGF-1 wywiera mitogenne dziatanie przede wszysthioprzez wptyw na zwkszanie
syntezy DNA i stymulagj ekspresji gtdwnie cykliny D1, ktéra przyspieszaggcie cyklu
komédrkowego z fazy G1 do S [Le Roith i wsp., 200Reguluje ekspresjniektorych
protoonkogenéw d-FOS, c¢c-JUN Ponadto dziata antyapoptotycznie oraz moduluje
odpowied immunologiczia organizmu poprzez regulgcprodukcji cytokin (IL-3 i IL-14),
ktore biog udziat w regulacji wzrostu komorki [Zarilli R i ys, 1994; Le Roith i wsp., 2001].
IGF-1 wspotdziata z licznymi gsteczkami wewgtrz- i zewnytrzkomérkowymi, w tym
produktami genéw supresorowycR53, PTEN, WT[JOzefiak i wsp., 2008]. Aktywuje
takze antyonkogen zwaniLF6 (ang.KrUppel-like factor-§, ktory jest zmutowany w wielu
rakach. W linii komorek raka jelita grubego aktyyeatego czynnika poprzez IGF-1 jest
zalezna od biatka p53 [Bentov i wsp., 2008].

Generalnie uwa sk, iz gen IGF-1 ulegar ekspresji reguluje wzrost pre-, okoto-
i postnatalny, a samo biatko reguluje eksgrggnad 50 gendw zwzanych z proliferagj

i roznicowaniem komorek [Le Roith i wsp., 2001; Szewckulsp., 2009].
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Rycina 1.Schemat przekazywania sygnatu przez IGF-1.

IGF-1 przyhcza s¢ do podjednostkin IGF-1R, co prowadzi do fosforylacji tyrozyny i gidacji
kinazy tyrozyny, co kolejno prowadzi do pragtenia biatek IRS-1 i Shc do podjednogtkieceptora.
Skutkuje to uruchomieniem kaskady reakcji wielu aznz wewntrzkomorkowych sciezek
sygnatowych, przede wszystkiggiezki PI3K/Akt i Ras/Raf/MEK/ERK. Prowadzi to do styhagji
translacji i produkcji biatek, aktywacji cyklu komdwego i proliferacji oraz do zahamowania
apoptozy [na podstawie Donovan i Kummar, 2008, zrfikowany].

1.4.3. Budowa genu IGF-1 i alternatywny splicing

Gen IGF-1 u cztowieka jest pojedynczy, zlokalizoywara dtugim ramieniu chromosomu 12
(12 g22-24.1) i obejmuje obszar ponad 90 kpz genoego DNA [HOppener i wsp., 1985;
Rothwein 1986; Zhu i wsp., 1999; Oberbauer 2013miMo, ¢ podlega alternatywnemu
splicingowi, wszystkie transkrypty kodujo samo dojrzate biatko IGF-1 i tzw. E-peptyd na
koncu karboksylowym (3’). U gryzoni tworzong siwa E-peptydy, a u czlowieka trzy
[Barton 20064a].

Gen IGF-1 posiada wiele miejsc inicjacji transkijymeaz r&ne sygnaty poliadenylacji, co
pozwala na tworzenie licznych wariantéw (izoformRNA. W strukturze genu wygbuje 6
egzonow (opisywanych jako 1, 2, 3, 4, 5 6) i btkich intronéw [Adamo 1995; Mittanck
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i wsp., 1997; Zhu i wsp., 1999]. Na it 5 genu IGF-1, dwa promotory w pokeniu

z alternatywnymi miejscami startu transkrypcji gene powstanie izoform mRNA klasy |
(2) i Il (2) [Adamo i wsp. 1991; Simmons i wsp.,93). Na kacu 3’ alternatywny splicing
przyczynia st do powstania co najmniej 3 transkryptow [Bell ipys1986; Jansen i wsp.,
1983, Rotweien i wsp. 1986; Shavlakadze i wsp. POBfzon 3 koduje ez¢ peptydu
sygnatowego i dojrzaly peptyd wspolny dla wszydtkizoform, a egzon 4 koduje reszt
peptydu dojrzatego i proksymalrczes¢ domeny E. Zdaniem niektérych autorow zadoy
tworzonych 9 izoform mRNA IGF-1 [Shavlakadze i wsp005], jednak u cztowieka i myszy
wyroznia sk széc¢ gtownych izoform mRNA IGF-1. Klasa | transkryptawywa egzonu 1
jako liderowego, natomiast transkrypty klasy Il mawoje miejsca inicjacji na egzonie 2.
Ekspresja i uktad nukleotydéw w egzonie 5 i 6 deiauje tworzenie wariantéw (izoform)
MRNA opisywanych jako A, B i C w obie klasy I i Il [Barton 2006a; Temmermann i wsp.,
2010] (Rycina 2).
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Rycina 2 Schemat budowy ludzkiego genu IGF-1 i jego adiggwny splicing.

Gen IGF-1 zawiera 6 egzonow i tworzyzn@ warianty (izoformy) splicingowe. Transkrypcja
rozpoczyna si z promotora 1 (P1), zlokalizowanego w egzonieulb,2 promotora 2 (P2) (egzon 2).
Pozwala to na wyoedbnienie dwoch klas transkryptéw — klasy | i klakyHgzony 3 i 4 g niezmienne

i koduja dojrzate biatko IGF-1. Egzony 5 i 6 podlegajternatywnemu splicingowi. Izoforma mRNA
A obejmuje egzon 6, B egzon 5,$2& sktad izoformy C wchodzi fragment egzonu 5 i@gs. Trzy
rézne E-peptydy s kodowane przez trzy #de warianty (izoformy) pre-IGF-1 mRNA: Ea (egzon 6)
Eb (egzon 5) i Ec (fragment egzonu 5 i 6) [na padi Vassilakos i wsp., 2014; zmodyfikowany].
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TranskrypcjalGF-1 kontrolowana jest przez dwa promotory, nazywane P2, znajdujce
sie odpowiednio w 1 i 2 egzonie [Adamo i wsp., 199Hafo i wsp., 1993; Adamo 1995].
W zaleznosci od aktywowanego w transkrypcji danejasteczki promotora P1 lub P2
wyrézniamy transkrypty klasy | i klasy I1Z promotora P1 tworzone jest ponad 90%
transkryptow u ssakow [Zarilli i wsp., 1994]. Na detu szczurzym wykazange transkrypty
z P1 obecnegswe wszystkich badanych tkankach i pozaspagd kontrod czynnikdw innych
niz GH [Adamo 1995], zapowstajce z P2 wysipuja gtdbwnie w watrobie. Uwaa sk, ze te
ostatnie koduj endokrynowy formg IGF-1, pozostaca pod kontrod GH. W ludzkiej
watrobie dwa réne mRNA IGF-1 po raz pierwszy scharakteryzowal Rdtwi wsp.
a wczdéniej Jansen i wsp. podali sekwen\cDNA dla catkowitego IGF-1 produkowanego w
watrobie [Jansen i wsp., 1983; Rotwein i wsp., 19&6}astosowaniem ludzkiego cDNA dla
IGF-1, zostaty wyizolowane i scharakteryzowane wrzsde] watrobie szczura tale dwa
rodzaje cDNA dla IGF-1. Wzrost mRNA IGF-1 obserwowapo podaniu GH tele
w tkankach pozawtrobowych [Roberts i wsp., 1987]. Biochemiczne naechmy
kontrolugce wycie danego promotordGF-1 nie g dokiladnie zbadane. Wcaeej
twierdzono, * peptydy sygnatowe powsgae z transkryptow klasy Il gs wigczone
w uwalnianie IGF-1 do krenia, jednak obecne badania to wyklugzdjwaza sk, ze do
utrzymania stzen krazacego IGF-1 potrzebny jest inny system wetwrmne] kompensacii.
Stosunkowo niedawne badania dowgpgwnadto, 2 IGF-1 w okresie okotourodzeniowym
jest niezledny do przeycia organizmu, co rowniebyto przedmiotem dyskusji w licznych
pracach [Temmerman i wsp., 2010].

Dojrzate biatko IGF-1 kodowane jest przez egzonyi 3. Egzony 5 i 6 podlegaj
alternatywnemu splicingowi i u cztowieka kodujzy C-kaicowe peptydy E: Ea (egzon 6),
Eb (egzon 5) i Ec (fragment egzonu 5 i 6) [Zarilisp., 1994; Barton 2006a].

Jak wspomniano, w wyniku ekspresji genoWef-1 w wickszaci tkanek ssakdéw powstaje
wiele rodzajéw mRNA, ktére kodaljzarowno kgzace, jak i tkankowo-specyficzne izoformy
biatka IGF-1 [Adamo 1995; Barton 2006a]. Dominujanskrypt okrélany jako IGF-1Ea,
kolejnym jest IGF-1Eb oraz IGF-1Ec (zwany rowniMechano Growth FactorMGF).
W krazeniu przewaajacym peptydem jest tak wariant powstalty z izoformy IGF-1Ea
[Shavlakadze i wsp., 2005]. Nale wspomni€, iz nazwa MGF zostata pierwotnie
wprowadzona przez Goldspinka dla dlkeaia izoformy mRNA powstatej z 5 egzonu
w migsniach u krélika [Goldspink 1999]. Rdiejsze badania sekwencji nukleotydowych
wykazaty tasam@¢ MGF z ludzk izoformg mRNA IGF-1C i IGF-1B u gryzoni.
Co ciekawe, badania wykazaty obe@htej izoformy mRNA take w innych, poza tkank
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migsniowa, narzdach np. w wtrobie [Chew i wsp., 1995]. Obecstoréznych transkryptéw
IGF-1 $wiadczy o tkankowo-specyficznym auto- i/lub paralowym dziataniu oraz odbnej
regulacji obu promotoréw genu, jednak doktadna ibtdorm mRNA IGF-1 nie jest znana.
Kontrola okresu pottrwania #dych mRNA IGF-1 oraz procesu translacji odbywaréivniez
pod nadzorem tzw. biatek ggigcych RNA (angRNA-binding proteins, RBRPrzypisuje i
im wazng rolg w modulowaniu stabilnf@i mRNA, w tym mRNA IGF-6w oraz ich
receptorow [przegh tematu: Lee i Gorospe, 2010].

Prekursor biatkowy IGF-1 u szczura wystije rownieg w dwdéch wariantach (izoformach):
IGF-1A (zawierajcej 153 aminokwasy) oraz IGF-1B (zawiexg] 195 aminokwasow),
roznigcych seé koncem casteczki, z ktg zwigzany jest peptyd E. Prekursory te przetwarzane
sa w identyczne cgsteczki dojrzatego IGF-1 [Barton 2006a). W badalniiacvitro wykazano,
iz czgsteczka pro-IGF-1A posiad@ja dwa potencjalne miejsca N-glikozylacji w domehie
jest glikozylowana, Zaprohormon IGF-1B nie podlega glikozylacji [Bachwsp., 1990].
Wszystkie formy potranslacyjnej obrobki mpgywierat wptyw na biologiczg aktywnaé¢
IGF-1. Wykazano rownig ze domena Ea (EA) pro-IGF-1 oraz aminowy koniec doynie
w pro-IGF-2 g§ najbardziej zachowawcze. Natomiast Gmwa czs¢ domen Eb i Ec
czgsteczki pro-IGF-1 (produkowanej w alternatywnym igpbu) s bardzo zmienne
[Wallis 2009].

Dojrzata casteczka IGF-1 (i IGF-2), podobnie jak proinsulimhudowana jest z tzw. domen
B, C, i A (koniec aminowy) oraz dodatkowej domenyn® kacu karboksylowym, ktora nie
jest obecna w proinsulinie [Daughday i Rotweien89]9i jest wysoce konserwatywnym
biatkiem u r@nych gatunkéw [Shavlakadze i wsp., 2005; Wallisgl0Domena C dojrzatego
biatka IGF-1 jest odpowiedzialna zgtenie z receptorem [Gauguin i wsp., 2008] a domena

B za wizanie z biatkami wizacymi IGF-1 (IGF BPs) [Magee i wsp., 1999].

1.4.3.1. Biologiczna rola izoform mRNA i pro-peptydw IGF-1

Biologiczne znaczenie powstawaniamgch izoform mRNA IGF-1 jest stabo poznane. Przez
dos¢ diugi czas stawiano hipotgzz dziatanie egzonu 1 jest preferowane w akty$enauto-

i parakrynowej IGF-1, a egzon 2 reprezentuje sefngci endokrynm funkcje. Podawano
dowody eksperymentalne oraz hipotezy dlaczegoitakvgaza [przeghd tematu: Oberbauer
2013].

Fizjologiczna rola réonych izoform mRNA i samych peptydéw prekursorowy@t-1 jest
opisana najlepiej w tkance gdniowej szkieletowej zarébwno u gryzoni, jak i u czteka.

Warianty te petry funkcje w rozwoju, regeneracji gdnia oraz utrzymaniu prawidtowej
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masy mésniowej [Hammed i wsp., 2003; Shavlakadze i wspQ®2@arton 2006a; Matheny
i wsp., 2010; Kandalla i wsp., 2011]. Szczegdlole odgrywa w tkance méniowej izoforma
IGF-1Ec (MGF), ktéra posiada unikalmlomer E zbudowag u cztowieka z 49 par zasad.
Jej odpowiednikiem u gryzoni (78% homologii) jegbfiorma IGF-1Eb o diugai 52 par
zasad [Lund i wsp., 1991; Siegfried i wsp., 199Be® i wsp., 1995; Kandalla i wsp., 2011].
Powstata nawet ciekaw@poteza MGHMatheny i wsp., 2010]. Zaktada ona,w procesie
regeneracji nusni szkieletowych po uszkodzeniu lub nadmierny@hiczeniach poziom
specyficznych wariantow mRNA IGF-1 powstatych z @gz 5 (IGF-1Eb u gryzoni, Ec
u ludzi) wzrasta powsej poziomu sprzed uszkodzenia. Ekspresja ta spasdgiu dniach na
korzys¢ izoformy mRNA IGF-1Ea [Matheny i wsp., 2010]. Udkipozostatych wariantéw
MmRNA, tj. IGF-1Eb oraz IGF-1Ea jest zwany odpowiednio z pogikows

i koncowa faz proliferacji mioblastow. Wiksza ilg¢ izoformy mRNA IGF-1Eb wjze sk

z ekspregj markerow komorek satelitarnych ¢émi, a ekspresja mRNA IGF-1Ea koreluje
Z r&znicowaniem w dojrzate wtdkna gdini szkieletowych [Matheny i wsp., 2010]. Hameed
i wsp. wykazali natomiast zmniejszpprodukcg MGF u 0s6b starszych, w przeciwstwie
do miodych oséb po fizycznychwiczeniach. Badania wskazupa oddzielp regulacg
produkcji MGF i izoformy IGF-1Ea w ludzkich rfiniach szkieletowych [Hameed i wsp.,
2003]. Potwierdzajto p&niejsze obserwacje, ktdékwviadcz o bardziej efektywnym udziale
tej izoformy w promocji nmgsniowej hipertrofii u mtodszych osobnikéw [Barton G8b].
Niedawne badania z zastosowaniem syntetycznego [@Rklowanego z 24 aminokwasow)
w hodowanych komérkach ggniowych wskazuj na aktywowanie mggniowych komoérek
satelitarnych, nasilanie ich proliferacji i fuzji generujcych mesniach. Zastosowanie tej
izoformy mRNA IGF-1 mae w przysziéci poméc w zapobieganiu lub aptaniu sarkopenii

u starszych osob [Kandalla i wsp., 2011]. Inni amgowvykazug, ze ilos¢ mMRNA IGF-1Ec
wzrasta rownig po uszkodzeniu m¥nia sercowego w czasie pozawatowego remodelingu
migsnia [Vassilakos i wsp., 2014]. Sugeruje sireszcie kardioprotekcygnrole izoformy
zwanej ,mIGF-1" (peptyd powstaty z klasy | transgtgw i bedacy C-kaacowym odcinkiem
Ea) przed oksydacyjnym i hipertroficznymi stresgvinciguerra i wsp., 2009].

Podobnie jak transkrypty IGF-1, liczne prekursoropeptydy IGF-1 mog modulowa
aktywnas¢, stabilng¢ lub bioaktywnd¢ dojrzatej casteczki IGF-1 lub peldi funkcje
niezalene [Barton 2006a; Oberbauer 2013]. Sugerowaroprodukcja dojrzatego biatka
IGF-1 mae by niezaleéna od ekspresji samych izoform. Zesp6t pod kieramkElisabeth R.
Barton na linii komorek mgniowych C2C12 wykazatzioba pre-peptydy E (EA i EB) nig s

niezledne do sekrecji IGF-1, ale promugwickszone wychwytywanie dojrzatego biatka
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z medium hodowlanego do winza komorek. Modulaj wigc i by moze nasilag
bioaktywna¢ IGF-1 lub petrnda dodatkowe funkcje w komorce [Pfeffer i wsp., 2Q0B4 sama
grupa badaczy jednak fxiiej dowiodta, ze E-peptydy maj niewiele swojej niezaimej
aktywndaici, bo za efekty mitogenne na tk@nknigsniowg odpowiada IGF-1R [Brisson
i Barton, 2012]. Inni badacze réwnigastanawiali si czy formy prekursorowe peptydow
IGF-1 mog aktywow& receptor IGF-1. Badania na modelu mysictesmi szkieletowych
wykazaty, ¥ dominupcymi propeptydami IGF-1 gs nieglikozylowana forma pro-IGF-1
i post& glikozylowana pro-peptydu z utrzymadomen E. Badania funkcjonalne wykazaty,
iz w porownaniu z dojrzatczgsteczly IGF-1, nieglikozylowana forma pro-IGF-I (Eb) ma
podobn zdolnag¢ aktywowania IGF-1R, natomiast forma glikozylowd&a) wircz redukuje
aktywndas¢ receptora [Durzfiska i wsp., 2013]. U cztowieka forma prekursorowe-6sF-Eb
powstagca z egzonu 3, 4 i 5 nie jest wydzielana, ale akupuwsk w jaderku, co mee
sugerowa funkcje autokrynovd tej izoformy biatka [Tan i wsp., 2002].

Prowadac dalsze badania nad gopro-peptydéw IGF-1, Park i wsp. w modeluctmia
atroficznego (po ditszym nieaywaniu) wykazali niedawno,zilepsza w promowaniu
wzrostu mesnia szkieletowego i odzyskaniu jego funkcji jestrdata czsteczka biatka
IGF-1 (bez kdaica COOH, bez E-peptydu), a nie pro-peptyd IGF-l2azhowan domen E
[Park i wsp., 2014].

W tkance nerwowej opisuje esineuroprotekcyja funkcje krotkich peptyddéw, powstatych
w wyniku ekspresji genowe{sF-1, ktére cechuje dobra penetracja przez bakesw-mozg

i ktére mog stwzy¢ takze celom terapeutycznym. Sam IGF-1 wplywa na roawdzgu oraz
mielinizacg widkien nerwowych [przegt tematu: Gorecki i wsp., 2007].

Rola biologiczna rénych wariantdbw mRNA IGF-1 oraz prepeptydéw jesteirgywnie
badana w raku prostaty, piersi, szyjki macicy itgelgrubego [Armakolas i wsp., 2010;
Koczorowska i wsp., 2011; Koczorowska 2012; Kasprzavsp., 2013; Philippou i wsp.,
2013]. Podkréa sk roznice w ekspresji wariantow mRNA IGF-1 w tkankachiemmonych
nowotworowo i kontrolnych oraz rl réznych izoform mRNA jako potencjalnych

regulatorow kancerogenezy.

1.5. Szlak sygnatowy IGF a kancerogeneza jelita gbgego

Od wielu dekad badania z dziedziny nauk podstawbveyaz klinicznych pokazgjzwigzek
pomidzy sktadnikami systemu IGF a neoptagfhandwala i wsp., 2000; LeRoith i Roberts,
2003; Alexia i wsp., 2004; Samani i wsp., 2007].k&3uje st wzrost s¢zenia IGF-1 i nisze

poziomy IGF BPs jako zwrane z ryzykiem wysgpienia raka prostaty, piersi i jelita grubego,
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ale doktadne korelacje pogaizy ekspregj IGF-O0w a ryzykiem konkretnego raka pozostaj
nieznane [Maki 2010]. W przypadku CRC dowiedzioalb madwagi i otytéci w patogenezie
nowotworu, coicisle zwigzane jest z uruchomieniefgiezki sygnatowej PI3K/Akt. Otyté¢
zwicksza stzenie insuliny a obaa stzenie IGF BP-1, co skutkuje wzrosterngzgnia IGF-1
[przeghd tematu: Huang i Chen, 2009]. Nadal badazsvigzki pomkdzy rodzajem diety
a surowiczymi stzeniami IGF-1 w rozwoju i progresji CRC [Giovannuacwsp., 2003].
Wykazywano, = zaréwno gtéwnezrédta biatka zwiergcego (mleko, ryby, dréb, ale nie
czerwone mgso), jak i biatko rélinne g zwigzane ze zwikszonymi surowiczymi gkeniami
IGF-1 [Giovannucci i wsp., 2003]. Niedawne badamianodelu zwiergcym to potwierdzity,
wykazupc iz duza ilos¢ migsa z kurczaka (ale nie wotowiny) wywieniu szczuréw jest

skorelowana ze wzrostenestnia IGF-1 i insuliny [Toden i wsp., 2010].

1.5.1. Surowicze stzenie IGF-1 w raku jelita grubego

Dowody na zwizek pomédzy surowiczym stzeniem IGF-1 lub innych skiadnikéw osi IGF
(IGF-2, IGF-1R, IGF BP-3) a rozwojem zmian przedobmorowych é@denoma i CRC
zawdzeczamy licznym pracom epidemiologicznym z ostatnibtioch dekad [Ma i wsp.,
1999; Weber i wsp., 2002; Nakamura i wsp., 2004czZKa i wsp., 2007; Gao i wsp., 2012;
Soubry i wsp., 2012; Janiak i wsp., 2013]. Pogzygjczsciej cytowarn i opatrzon licznymi
komentarzami [Burroughs i wsp., 1999; Renehan i.wis§09; Khandwala i wsp., 2000] zaraz
po ukazaniu si wynikow bada, jest publikacja Ma i wsp. z 1999 roku. Korzystag da¢
duzej liczby surowic (n=200) gzczyzn chorych na raka jelita grubego, wykazano @ ni
wzgledng korelacg miedzy ryzykiem rozwoju CRC i podwgzonym sizeniem IGF-1.
Korelacja ta utrzymywata sipo roku i dalszych 6 latach obserwacjieadzyzni z wyzszym
stezeniem biatka wjzacego IGF-1 (IGF BP-3) mieli natomiast mniejsze kayozwoju CRC
[Ma i wsp., 1999]. Kolejne badania rownielowiodlty, & podwyszone stzenie IGF-1
w surowicy krwi jest dodatnio skorelowane ze gkgzonym ryzykiem rozwoju guzéw jelita
grubego [Giovannucci 1999; 2001; Kaaks i wsp., 200Qu i wsp., 2002; Donovan
i Kummar, 2008; Jozefiak i wsp., 2008]. Negatyvwkorelacg z ryzykiem wysipienia CRC
wykazano péniej dla stzenia innych biatek waizagcych IGF-y, tj. IGF BP-1 i IGF BP-2
[Kaaks i wsp., 2000]. Ttumaczono to faktetnstale podwyszone stzenia insuliny i IGF-O0w
(w tym IGF-1), zwazane z ,zachodnim” trybemycia, zwkkszap ryzyko wysgpienia tego
nowotworu prawdopodobnie poprzez ofamie IGF BP-1 i zwikszory bioaktywna¢ IGF-1
[Kaaks i wsp., 2000]. Jak wiadomo, w ogingeniu od insuliny, zmiany w steniu IGF-1

wptywajagce na regulagj metabolizmu komorkowego, mggojawi& sie po dlugim czasie
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i sa diugotrwate. Restrykcjeywieniowe obniajace stzenie IGF-1, tak u ludzi, jak i gryzoni,
redukup proces nowotworzenia [Thissen i wsp., 1994; Giowaei 2001]. Pierwsze badania
nad zwgzkiem IGF-1 a rozwojem CRC w populacji abkiej (135 chorych) przeprowadzono
na pocatku XXI wieku [Probst-Hensch i wsp., 2001]. Nie wjaity one zwazku pomedzy
stezeniem IGF-1 a ryzykiem rozwoju CRC, w odnieniu od takich zalaosci w przypadku
surowiczego stzenia IGF-2 oraz IGF BP-3 w tym raku.

Wyzsze surowicze atenie IGF-1 w poréwnaniu z kontegglobserwowano tale u polskich
pacjentow z CRC. Dodatkowo byty one istotniezage u chorych z rakami usytuowanymi po
stronie lewej jelita grubego (dystalne) w porownare strop prawg (proksymalne) oraz w
guzie o wysokim stopniu z#éicowania [Kaczka i wsp., 2007]. Autorzy konklugugwe
obserwacje wnioskiemzilGF-1 uczestniczy we wczesnych stadiach kanceemerelita
grubego [Kaczka i wsp., 2007]. Badania polskie otmsyaty jednak niediy grupe pacjentow

z CRC (n=17) i 0s6b zdrowych (n=12).

Dostpne g rowniez wyniki bada na znacznie wkszych grupach chorych (metaanalizy).
| tak, metaanaliza z 9 batlgprospektywnych wykonana pod kierunkiem Rinaldi spwna
grupie 1121 chorych wykazata jedynie umiarkowakorelacg pomidzy zwikszonym
stezeniem IGF-1 a catkowitym ryzykiem rozwoju CRC. Zales¢ taka byla widoczna
gtéwnie u miodszych pacjentéw i tych z niskim gpdem mleka w diecie [Rinaldi i wsp.,
2010]. Nieco péniej Chi i wsp. zanalizowali ponad 5 tysy chorych z CRC i blisko 9,5
tysigca kontroli w blisko 20 badaniach i potwierdziliiadbgiczny zwihzek medzy
podwyzszonym stzeniem IGF-1 (i IGF-2) oraz zwkszonym ryzykiem rozwoju CRC [Chi
i wsp., 2013]. Ryzyko to dotyczy bardziej rasy kaskiej. W odranieniu od pracy Probst-
Hensch i wsp. (2001), ktérzy analizowali popuagrientalrs pod lgtem stzen IGF-1

i ryzyka CRC, najnowsze badania autoréwnskich na duej liczbie chorych (ponad 600)
i 0sOb zdrowych (n=650) potwierdzity podaszone sizenia IGF-1, a tale wspotczynnika
IGF-1/IGF BP-3 u chorych z rakiem jelita grubeggaréwnaniu ze zdrowymi osobnikami
[Jiang i wsp., 2014]. Autorzy sugesyjz badanie IGF-1 we krwi obwodowej pacjentéwzmo
by¢ wczesnym wskanikiem rozwoju raka u cztowieka. Ponadto wskazio@ rob otytosci
centralnej (angwaist-to-hip ratiQ WHR) pohczonej ze zmianami w surowiczyclezgniach
IGF-1 i IGF BP-3 u tych chorych w inicjowaniu i g@sji CRC [Jiang i wsp., 2014].
Podobne wyniki uzyskata grupa badaczy rosyjskiclblisko 100 chorych z CRC. Wykazali
oni zwiekszone surowicze gtenia IGF-1 i IGF BP-2, a obione stzenia IGF BP-3.
U mezczyzn dodatkowo wykazano wzrostezmnia IGF-2. Czulét IGF-1 jako markera

diagnostycznego oszacowano na 80%, a swigisfgpecyficzné¢) na 75%, na poziomie
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stezenia 140 ng/ml. Parametry te nie daly jednak kejela podstawowymi klinicznymi
i morfologicznymi wyktadnikami zaawansowania CRCuBklinski i wsp., 2014]. Badano
robwniez surowicze stzenia IGF-1 u chorych z CRC w pamaniu z dystrybug
polimorfizmu genu receptora IGF-1 +3179G/A (rs 22@9). Korelacja wyspowata czsciej
pomiedzy obecnécig tego polimorfizmu IGF-1R i bardziej zawansowanyR@niz rakiem
we wczesnych fazach. Wykazano ofome s¢zenia IGF-1 u pacjentdw z genotypem GG,
a podwyszone w przypadku genotypu domigeggo (AA/AG) [Stanilov i wsp., 2014].
Autorzy potwierdzaj korelacje pomidzy stzeniem IGF-1 i dodatkowo wygtowaniem
polimorfizméw IGF-1R w progresji CRC. Inne badarma2015 roku wskazgjna wgcz
negatywne korelacje pogazy surowiczym stzeniem IGF-1 i IGF BP-3 a ryzykiem rozwoju
CRC, z& pozytywny zaleznos¢ ze s¢zeniem surowiczego C-peptydu [Pankaj i wsp., 2015].

W podsumowaniu mama stwierdzi, iz badania nad surowiczymegéniem IGF-1 jako
kluczowym wskanikiem ryzyka CRC prowadzone ®d wielu lat. Przynoszone niekiedy
niespojne wyniki, wynikajce najprawdopodobniej z heterogefzicsamego nowotworu oraz
czynnikdw wptywajcych na produkejsamego IGF-1. Wksza¢ badaczy wskazuje jednak,
ze podwyszone sizenia IGF-1 mana uzna za marker kancerogenezy jelita grubego i fo ju
na etapie rozwoju zmian tagodnya@dénoma [Gao i wsp., 2012; Soubry i wsp. 2012; Janiak
i wsp., 2013]. Tylko nieliczne prace wykazupegatywa korelacg pomkdzy stzeniem
IGF-1 i IGF BP-3 a ryzykiem rozwoju CRC [Pankaj spv, 2015] czy nawrotu gruczolaka
jelita grubego [Flood i wsp., 2008]. W przewleklyzmianach zapalnychotadka i jelit, w
tym niektorych przypadkach oltanych jako potencjalnie przednowotworowe (choroba
Lesniowskiego-Crohna, colitis ulcerosa zapalenia zotadka i dwunastnicy, grzybice

i zapalenia na tle wirusowym) wykazano rownigzsze s¢zenia IGF-1 i IGF-2 oraz IGF BP-

3 u chorych w poréwnaniu z zdrowymi osobnikami [iBavi¢ i wsp., 2006].

Dalszych bada wymaga sprawdzenie hipotez dotycych szczegoOtowej roli Kgacych
peptydéw w przewidywaniu transformacji nowotworlitgegrubego.

1.5.2. Lokalna produkcja IGF-1 w raku jelita grubego

Biologiczna aktywné¢ IGF-6w jest wynikiem zintegrowanego wspotdziatakiazacego
IGF-1 i biatlek wizacych (IGF BPs) oraz lokalnie produkowanych IGF-8@£ BPs i proteaz
IGF BP [Giovannucci 2001]. Ekspresjkomorkows sktadnikéw systemu IGF badano
zarowno w zdrowych komdérkach jelita grubego, jakelu liniach komdérek nowotworowych

tej czsci przewodu pokarmowego postujqj iz istnieje cho jaka podgrupa CRC, ktora
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podlega autokrynowej regulacji systemu IGF-1/IGE-LRik, porownanie lokalnej produkcji
sktadnikbw systemu IGF w #@ych odcinkach prawidiowego jelita grubego, wykazat
zréznicowary regulacg produkcji mRNA IGF-1 i IGF-1R w btonigluzowej, z przewaq
ekspresji wszystkich komponent osi IGF (z yitkjem IGF-2) w odbytnicy w poréwnaniu
z okreznicg wskepujaca. Nie byto zwigzku pomedzy surowiczym stzeniem IGF-1 i IGF-2
a lokalnie produkowanymi transkryptami IGF-6w w @dej $luzéwce jelita grubego
[Vrieling i wsp., 2009].

Obecnda¢ receptorow dla IGF-1 wykazano takzarowno na prawidtowych komorkach btony
sluzowej jelita grubego, jak i na komdérkach nowotaweych [Pollak i wsp., 1987; Guo
i wsp., 1992]. IGF-1 oddziatywamaoze zaréwno w czasie zmian przednowotworowych, jak
i na p&niejszych etapach kancerogenezy. Jest jednym znidaym wpltywapcych na
komdrkowyturnover[Giovannucci 2001]. Szczegolnie widoczny mitogemptyw IGF-1 na
komorki wykazano w kolonocytach pacjentéw z akroaliag u ktorych stwierdza si
hipersekregj GH, IGF-1 i wzmaong proliferacg komoérkowg [Cats i wsp., 1996]. Ponadto,
w liniach komdrkowych raka jelita grubego stwierdadakt nasilania ruchlivai i migracji
komdrek w przebiegu transformacji nowotworowej tgeligrubego. W wyjianiu
mechanizmu tego zjawiska sugerowanonadprodukcja i aktywacja IGF-1R odbywa si
poprzez aktywaej niereceptorowej kinazy tyrozynowej c-Srcgdbcej protoonkogenem
[Sekharam 1 wsp., 2003] i/lub wymaga aktywacji ctMeraz systemu uPA/uPAR
(ang.urokinase plasminogen/urokinase plasminogen recgpBauer i wsp., 2005]. IGF-1
zwicksza rownie produkcg vascular endothelial growth factoVEGF), czynnika
angiogennego podtrzynygego wzrost nowotworu [Warren i wsp., 1996; Akagwsp.,
1998]. Wedtug niektérych badaczy IGF-1 wptywa wproa zwikszenie transkrypcji genu
VEGF [Akagi i wsp., 1998], inni opisgjpasredni wptyw IGF-1 na indukejekspresji VEGF
poprzez nasilanie syntezy transaktywatora genu VE&nnika HIF-& (ang. hypoxia-
inducible factorl) w ludzkich komérkach CRC. Indukcja aktywnbbiatka HIF-X. przez
IGF-1 odbywa si za pdrednictwemsciezki MAP/PI3K [Fukuda i wsp., 2002]. Na mysiegj
linii komorek rakowych jelita grubego (MCLM), wykamo wptyw IGF-1 na hamowanie
apoptozy komorek indukowanej przez czynniki cytsyakzne (aktynomycyna, lowastatyna,
doksorubicyna), co mie skutkowa rowniez nabywaniem oporrigi wielolekowej komorek
CRC [Guo i wsp., 1998]. Nadekspresja IGF-1R i wdpigtapcego z nim IGF-1 jest réwnie
niezledna dla przeycia transformowanych komorek [Baserga 1995; Giuvanh 2001].

Wykazano pozytywne Kkorelacje pagdzy podwyszory ekspregj IGF-1 oraz IGF-1R
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w tkankach CRC aggtdscig naczy limfatycznych, przerzutowaniem doemdow chtonnych
oraz klinicznym zaawansowaniem guza (klasyfikady) [Li i wsp., 2013].

Podwyszona lokalna produkcja biatek IGF-1/IGF-2 oraz {G¥ przez guzy w czasie
progresji CRC jest dowodem na #my udziat skladnikdw systemu IGF w neogenezie
[Tennant i wsp. 1996; Giovannucci 1999; Basergeb12903; Peters i wsp., 2003; Li i wsp.,
2013], jednak jej wart@ prognostyczna jest nieznana.

Obecndé¢ IGF-1 i innych biatek osi IGF (IGF-2, IGF-1R) wykaie s¢ za pomog metod
immunohistochemicznych oraz hybrydocytochemicznydkolonocytach prawidtowych oraz
w komdrkach nowotworowych jelita grubego [Tricoliwsp., 1986; Freier i wsp., 1999;
Michell i wsp., 1997; Bustin i wsp., 2002; Petensgp., 2003; Nosho i wsp., 2004; Oshima
I wsp., 2008; Kasprzak i wsp., 2012; 2013; Li i wsp013]. Wyniki tych badas jednak
niespojne. Na przyktad zespotowi Michell i wsp. nidatlo s¢ wykaza ekspresji IGF-1

i IGF-2 w hodowanych prawidtowych kolonocytach obie sluzowej od pacjentow z CRC
[Michell i wsp., 1997]. Kolejni badacze wykazaliktaekspresj oraz pozytywne korelacje
pomkdzy wystpowaniem IGF-1 i IGF-2 oraz pomuizy ekspregj IGF-1 a Ki-67 [Peters

i wsp., 2003]. Wysipuja spore ranice pom¢dzy odsetkiem pozytywnych guzow/tkanek
z ekspresj tkankowg IGF-1, od 7,5% [Peters i wsp., 2003], poprzez 5B8% [Kasprzak

i wsp., 2013] do 80% CRC [Shiratsuchi i wsp., 201Dptyczy to rOownie wykrywania
lokalnej ekspresji receptora IGF-1 (IGF-1R), lgtdemonstrowano u blisko 100% pacjentow
[Peters i wsp, 2003] lub jedynie u 66% [Shiratsuchvsp., 2011]. Autorzy konkludsj

iz jednoczasowe wygbowanie ekspresji obu IGF-6w oraz receptora IGBwiadczy
0 auto-/parakrynowej stymulacji komérek neoplastych [Peters i wsp., 2003]. Me
sugerowd zwigzek pome¢dzy lokalry produkcp IGF-1 a gstascia naczyy w CRC [Bustin

i wsp., 2002] czywiadczy o wzracie ekspresji IGF-1/IGF-1R wraz z wiellayg i srednig
guza [Shiratsuchi i wsp., 2011]. Li i wsp. wykaza#i podwyszona tkankowa ekspresja
IGF-1 oraz IGF-1R w CRC koreluje pozytywnie z pmgowaniem guza do gqmtdw
chtonnych oraz z zaawansowaniem raka (klasyfikabi®) [Li i wsp., 2013].

Podobnie do wykrywania biatka IGF-1, rownigletekcja transkryptéow IGF-1 jest &o
zmienna. Dysponujemy wynikami prac, w ktérych ndaio s¢ wykaza& mRNA IGF-1 ani
w zdrowych, ani w nowotworowych tkankach jelita lgego [Freier i wsp., 1999] lub
obserwowano jedynie niewiele zszory ekspresj RNA IGF-1 (3-5 razy) i to jedynie
u 20% pacjentow z CRC w poréwnaniu z korgrplricoli i wsp., 1986]. § réwniez prace
demonstrujce obnkong w stosunku do kontroli ekspresmRNA IGF-1 [Oshima i wsp.,
2008; Kasprzak i wsp., 2013]. Byr pod uwag sany czgstas¢ wykrywania transkryptu
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IGF-1 w tkankach CRC, wynosi ona okoto 50% przymadKBustin i wsp., 2002; Nosho
i wsp., 2004]. Jedni z autoréw potwierdzaggatywn korelacg pomidzy ekspregj mRNA
IGF-1 i mRNA PCNA (ang. proliferating cell nuclear antigep c-Myc
oraz Cox-2 i VEGF [Bustin i wsp., 2002]. Inni z laady wykazuj istotne pozytywne
korelacje pomidzy ekspreg transkryptu IGF-1 i wynikami badania histologicgoe
pacjentow z CRC [Noshi i wsp., 2004].

Co do ekspresji mRNA receptora IGF-1 (IGF-1R), wagk@ano generalnie wksz ekspresj
transkryptu receptora w polipach oraz rakach jgiabego w poréwnaniu z kontgo]Freier

i wsp., 1999; Oshima i wsp., 2008; Zhang i wsp.1l30 co nie zawsze korelowato
z surowiczymi sfzeniami IGF-1. Istnigj prace, w ktorych ekspresja IGF-1R korelowata
pozytywnie z wysipowaniem inwazji naczyzylnych i przerzutami do wroby [Oshima
i wsp., 2008].

Bardziej jednorodne w porownaniu z IGF-3, wyniki bada nad lokala ekspresj IGF-2
w CRC. W wekszaci prac wykazywano zdecydowanie ¢k$zy ekspresj mRNA IGF-2
(10-50x), a samjej obecné¢ u wickszej liczby pacjentow z CRC niw kontroli [Tricoli

i wsp., 1986; Freier i wsp., 1999; Noshi i wsp.02p

Aktualnie jedne z najeiciej prowadzonych prac badawczych nad patogen€RC
z udzialem osi IGF dotygzwykazywania potencjalnych zyakéw pomedzy zmianami
genetycznymi tych skftadnikdw a ryzykiem wysenia CRC. Probuje sizweryfikowa
hipotez o dziedziczeniu rinych wariantow genu IGF-1 i wplywie takich zmian mewaj
CRC. Z ra@nymi etapami kancerogenezy jelita grubeggczy sk wyskpowanie
polimorfizméw odpowiednich genéw osi IGF [Pechliinhwsp., 2007; Wong i wsp., 2008;
Feik i wsp., 2010]. Jednym badaczom nie udawalp whwyct takich zwiazkow
w polimorfizmachlGF-1 i IGF BP-3 [Pechlivanis i wsp., 2007]. Inni, u pacjentow z CR
z populacji chiskiej z Singapuru z ,zachodnim” stylem zachowamgkazywali czsciej
obecné¢ SNP (angsingle-nucleotide polymorphigniGF-1-2995 C/A w promotorzesF-1
[Wong i wsp., 2008]. Natomiast praca na ponad 3000rych rasy kaukaskiej z mdie
zaawansowanymi zmianami nowotworowymi jelita grubegykazata pozytywan korelacg
dla ryzyka wysipienia CRC w przypadku nosicielstwa genotypu SNg214 IGF-1 [Feik

i wsp., 2010]. Meta-analiza dotygza badania polimorfizmoéw genu IGF-1 (CA)19 oraz IGF
BP-3-202A/ jako czynnikow ryzyka nowotworow (CRGensi, prostaty i ptuc) na populaciji
blisko 8 tys. chorych i ponad 11 tys. osobach zgahwdowiodta, ¥ z dwoch badanych

polimorfizméw tylko polimorfizmIGF-1 jest potencjalnym ,kandydatem” wiavosci na
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nowotwory (w tym jelita grubego), niezatge od czynnikéwsrodowiskowych, zwitaszcza u
Azjatow [Quan i wsp., 2014]. Co interescg, diugie niekodgce RNA (IncRNAS) -
transkrypty odkrytego niedawno nowego genu zwanegorectal neoplasia differentially
expressedCRNDE) g regulowane przez insuln IGF-y, naleg tez do celéw (angtarge?)

w sciezkach PISK/Akt/mTOR oraz Raf/MAPK [Ellis i wsp., 28]l Wazne obserwacje o
udziale osi IGF-1 poczyniono réwiieodnagnie dziedzicznych niepolipowatych zmian
nowotworowych jelita grubego (angon-polyposis colorectal cancedNPCC) w populacji
australijskich, i co warte podidienia, take polskich pacjentow [Reeves i wsp., 2008].
Wykazano, 7e obecné&t powtorze CA (ang. cytosine-adenine
w genie IGF-1 u jej nosicieli jest wmaym czynnikiem modyfikugcym inicjacg HNPCC. Jest
to tym samym pierwszy wykryty polimorfizm genu, digdrego uzyskano zgodfioco do

wynikéw niezaleénie od r@nic populacyjnych [Reeves i wsp., 2008].

1.5.3. Nowe strategie leczenia raka jelita grubegowykorzystaniem wynikéw bada nad
systemem IGF

Odkad wiadomo, ze system IGF jest zaangavany w dziatanie pro-proliferacyjne
i antyapoptotyczne w wielu nowotworach ghaych, stat s¢ on wanym celem leczenia
anty-nowotworowego. Wytdia st trzy gtdwne strategie takiego leczenia: (1) blakad
receptora IGF-1R lub IR z zastosowaniem monoklgm@nprzeciwciat; (2) hamowanie
aktywndici kinazy tyrozynowej IGF-1R (antagéoi ATP i nie-ATP) oraz (3) neutralizacj
liganda z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnyc probach s rowniez
oligonukleotydy antysensowne lub rekombinowane Kaialvigzace IGF (IGF BPs) dla
zahamowania dziatania receptora IGF-1 i receptasalinowego (IR) [Ewing i Goff, 2010;
Luo i Xu, 2014; Singh i wsp., 2014]. Zaréwno w ppagku przeciwciat anty-IGF-1R,
jak i inhibitorow aktywndci kinazy tyrozynowej tego receptora, prowadzon®d kilku lat
rézne proby przedkliniczne i kliniczne (faza |, faztp[przeghd tematu: Ewing i Goff, 2010].
Ostatnie doniesienia opigujproby przedkliniczne lub kliniczne | fazy z zasiegniem
konkretnych preparatéw. Stosowanehsimanizowane przeciwciata monoklonalne anty-IGF-
1R o nazwieCixutumubabi Dalotuzumab(MK-0646; h7C10)oraz Linsitinib (OSI-906)

- inhibitor zaréwno IGF-1R, jak i IR [Leiphrakpamwsp., 2014; Wilky i wsp., 2015].
Preparaty tegpotencjalnymi antyrakowyngrodkami w tzw. IGF-1R-zalaych rakach jelita
grubego (z nadeksprgsjreceptora). W |1l fazie Klinicznych batlasg przeciwciala
anty-IGF-1R o nazwigobatumumabw leczeniu pacjentow z zaawansowanymi stadiami

CRC, opornych na chemioterafLin i wsp., 2014]. Wyniki tych form leczenia ngg jednak
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satysfakcjonujce, co wynika przede wszystkim z wysbwania izoform receptorow
(np. izoformy A IR), obecnii hybrydowych receptoréw IGF-1R i IR oraz wymbwania
hybryd z innymi receptorami o aktyw§m kinazy tyrozynowej [Luo i Xu, 2014; Singh i wsp.
2014].

Podsumowuyjc omawiany problem, nina stwierdz, iz w raku jelita grubego wykazujegsi
znacacy udziat bardzo licznychciezek sygnatowych (w tym z udziatem IGF-1), ktére
funkcjonup nieprawidiowo. Leczenie anty-IGF ¢dizie skuteczniejsze by maze

W powigzaniu z innymi preparatami anty-nowotworowymi. Wygana jest i bdzie doktadna
kwalifikacja do takiego leczenia, obejmog badanie chiy ekspresji niektorych markerow
ze szlaku IGF [Ewing i Goff, 2010].
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2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Rak jelita grubego (angcolorectal cancer CRC) w skali globalnej jest jednym
Z najczstszych i najgraniejszych nowotworéw zkdiwych. W Polsce nowotwoér jelita
grubego jest aktualnie drugim pod wadgm czstasci wysiepowania i umieralni u obu
ptci. Poznano gtébwne szlaki sygnatowe prowg#z do rozwoju tego nowotworu.
Heterogenn& zmian w CRC tak pod wzgdem morfologicznym, jak i molekularnym, jest
wyzwaniem do podejmowania dalszych bhadad patogenazej neoplaziji.

Szlak sygnatowy insulinopodobnego czynnika wzrdsig.insulin-like growth factor IGF)
odgrywa istotn role w kancerogenezie wielu nowotworéw, w tym CRviadcz o tym
biologiczne witaciwosci IGF-o0w (IGF-1 i 2), receptora IGF-1 (IGF-1R) iakek wigzacych
IGF-y (IGF BPs), ktére odpowiadgga nasilon proliferacg i hamowanie apoptozy komorek.
Wyniki bada epidemiologicznych wskazyjna rok zwigkszonego surowiczego ¢genia
IGF-1 jako czynnika ztej prognozy w CRC. Na pozientkanki zwraca siuwag na rot
zwickszonej ekspresji IGF-2 oraz IGF-1R jako gtéwnycharkerow kancerogenezy.
Rozpracowuje si udziat polimorfizméw genu IGF-1 w danej populagraz innych
sktadnikéw drogi sygnatowej PI3K/Akt w powstawamaka jelita grubego.

Ludzki gen IGF-1 zigony z 6 egzondw podlega zlmnej obrobce potranskrypcyjnej
(alternatywny splicing, w wyniku ktorej powstaje szé& wariantow (izoform) mRNA.
Wszystkie rodzaje transkryptow stangwnatryg do syntezy biatek prekursorowych IGF-1.
Ekspresja rénych izoform mRNA i bialek IGF-1 jest tkankowo-sgéczna.
Na eksperymentalnych modelach CRC wykazano autokrgn wydzielanie IGF-1.
Mechanizmy alternatywnego splicingutym typie guza s niejasne. Rola lokalnej ekspres;ji
wariantow mRNA i pro-peptydow IGF-1 w CRC w kondele ich wykorzystania w praktyce
klinicznej oraz dla celow poznawczych wymaga doRtejzego scharakteryzowania.

Cele bada
1. Analiza tkankowej ekspresji IGF-1 (izoformy mRNAiako) w nowotworach jelita
grubego (CRC), zmianach nienowotworowych i w kolmym jelicie grubym.
2. Badanie korelacji pormadzy tkankows ekspresj IGF-1 (izoformy mRNA, biatko)
a aktywndcia proliferacyjry oraz wyktadnikami apoptozy w badanych grupach.
3. Odniesienie ekspresji tkankowej IGF-1 do wybrangemych klinicznych pacjentéw

z badanych grup.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Pacjenci

Do bada zakwalifikowano grup 31 chorych z nowotworami jelita grubego i odbyynic
(CRC) (grupa badana), 17 pacjentéw ze zmianamiomietworowymi jelita grubego _(grupa
poréwnawcza), diagnozowanych i leczonych chirungiezw Katedrze Chirurgii Ogolnej,
Endokrynologicznej i Onkologii Gastroenterologicgneniwersytetu Medycznego im.
K. Marcinkowskiego w Poznaniu w latach 2010-201&cjPnci zakwalifikowani do bada
w ramach obecnej pracy nie byli leczeni uprzednimymi metodami (radio- czy
chemioterapia). Z badawykluczono pacjentow z przewlektymi chorobami nibetecznymi
(cukrzyca), innymi nowotworami w chwili rozpoznan@RC, niewydolnécia nerek czy
watroby. U trzech pacjentow stwierdzano hiperglikema czczo, trzech pacjentow leczyto
nadcénienie krwi, jeden miat stabidnwacd: serca, u jednego stwierdzono torbiel jednej nerki,
jeden miat nadczyni6 tarczycy w wywiadzie. Nie bylo pacjentow z ostrym@kaeniami

w chwili zabiegébw operacyjnych. Tylko jeden pacjentat dodatni wywiad w kierunku
przewlektego zakeenia wirusem C zapaleniaatkoby (HCV). Wszyscy pacjenci byli
seronegatywni w kierunku HBV. Nie dysponowano infacjami na temat styluycia,
ewentualnego palenia papierosow czy rgdwania alkoholu.

Histologiczny typ nowotworu jelita grubego zostastalony w rutynowych badaniach
diagnostycznych przeprowadzonych przez patologéatedry Patomorfologii Klinicznej
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w zRaniu. Rozpoznanie
histopatologiczne wraz z ocgstopnia ziéliwosci nowotworu jelita grubego postawiono na
podstawie obowdzujacej w chwili rozpoznania klasyfikacji CRC wg WHO dhhilton

i Aaltonen, 2000; Bosman i wsp., 2010].

Z dostpnych danych klinicznych grupy badanej do pracynbraod uwag rozpoznanie
histopatologiczne, stopie histologicznej ziéliwosci guza - grade (G), anatomicza
lokalizacg guza, oce punktowg w skali Dukes’a i Astlera i Collera, ocgmv klasyfikacji
TNM, wiek, pte pacjenta oraz podstawowe wyniki bagaacownianych (liczba leukocytow,
ptytek krwi i stzenie glukozy). Nie dysponowano watteami BMI (ang.body mass indgx
pacjentow w chwili wykonywania zabiegu operacyjnego

Typ makroskopowy guza okidleno jako ptaski, kiedysrednica guza w najwkszym
wymiarze nie przekraczata 3 cm, natomiast gednica ta byta>3 cm, taki typ okrédano

jako guz wypukty.
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U czterech chorych (dwie kobiety, dwdche¢aozyzn) w chwili operacji stwierdzano
wystepowanie odlegltych przerzutbw nowotworowych (wsziestido wgtroby), széciu
pacjentow z catej grupy badanej zmarto w analizowankresie czasu.

Wsrod chorych z grupy badanej byto 7 kobiet i 2é20zyzn, najmiodszy pacjent miat 32 lata,

a najstarszy 89 lat.

Grupe porownawcgz stanowito 17 pacjentéw z polipowatig jelita grubego (3 osoby),

gruczolakiem jelita grubego (dwie osoby), przewyekit aktywnymi zmianami zapalnymi:
z colitis ulcerosa(n=4) i chorol Lesniowskiego-Crohna (n=8). Najmtodszy pacjent miat la
19, najstarszy — 55. W tej grupie chorych dyspomawaodobnymi danymi klinicznymi, jak
w przypadku pacjentow z CRC, z odpowiednio zmodyfikrg ocery histopatologicza.

Charakterystyk grup z podaniem rozpoznania histopatologicznegmea w Tabelach 1 i 2.
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Tabela 1 Histologiczne typy nowotworu i wybrane dane kime pacjentow z CRC (grupa
badana).

Nr  Wiek(lata)/pte¢ Rozpoznanie histologiczne Umiejscowienie  Grade*
1. 89/m Adenocarcinoma neuroendocrinale, mixe: P 3
2. 78/m Adenocarcinoma tubulare coli D 2
3. 53/m Adenocarcinoma tubulare coli D 2
4, 56/m Adenocarcinoma tubulare coli D 2
5. 75/m Adenocarcinoma coli in situ D -
6. 56/k Adenocarcinoma tubulare coli D 2
7. 68/m Adenocarcinoma tubulare partim mucinosu P 3
8. 77/m Adenocarcinoma mucinosum P 3
9. 69/m Adenocarcinoma tubulare partim mucinosu D 2
10. 67/k Adenocarcinoma recti D 2
11. 51/m Adenocarcinoma tubulovillosum partim P 2
12. 64/k Adenocarcinoma tubulare coli D 2
13. 32/m Adenocarcinoma tubulare coli P 2
14. 64/m Adenocarcinoma tubulare bifocale coli D 2
15. 72/k Adenocarcinoma tubulare coli P 2
16. 58/m Adenocarcinoma tubulare coli D 2
17. 72/m Adenocarcinoma tubulare coli D 2
18. 63/m Adenocarcinoma tubulare bifocale et D 3
19. 77/m Adenocarcinoma tubulare coli P 3
20. 55/m Adenocarcinoma tubulare partim mucinosu D 3
21. 74/m Adenocarcinoma tubulare partim mucinosu P 2
22. 52/m Adenocarcinoma tubulare coli D 2
23. 54/m Adenocarcinoma tubulare recti D 2
24, 77/m Adenocarcinoma tubulare coli D 2
25. 73/m Adenocarcinoma tubulovillosum coli D 2
26. 63/m Adenocarcinoma tubulare coli P 2
27. 65/k Adenocarcinoma tubulare partim mucinosu D 3
28. 75/m Adenocarcinoma tubulovillosum coli D 2
29. 79/m Adenocarcinoma tubulare coli P 1
30. 47/k Adenocarcinoma tubulare coli D 2
31. 62/k Adenocarcinoma mucinosum coli D 3

Objasnienia: P — proksymalny odcinek jelita grubego; D - dirstaodcinek jelita grubego;
* - skala oceny zigliwosci (grade) wg Hamilton i Aaltonen, 2000 i Bosman i wsp., 201

42



Tabela 2 Rozpoznanie histologiczne i wybrane dane Kkliniczru pacjentow
Z nienowotworowymi zmianami jelita grubego (grumegwnawcza).

Nr wiek o _ Umiejscowienie  Cechy
chorego (lata)/pteé Rozpoznanie histologiczne zmian dysplazji
1. 22/k Polypositas coli P 1
2. 22/k Adenoma tubulo-villosum P 1
3. 40/m Polypus inflammatorius; colitis P 0

ulcerosa
4, 55/m Morbus Lé&niowski-Crohn P 0
5. 39/m Morbus Lé&niowski-Crohn P 0
6. 23/m Morbus Lé&niowski-Crohn P 0
7. 31/m Morbus Lé&niowski-Crohn P 0
8. 28/k Morbus Lé&niowski-Crohn P 0
9. 43/m Polypositas coli; diverticulosis coli P 0
10. 19/m Polypus inflammatorius; colitis P 1
ulcerosa
11. 31/k Polypus inflammatorius; colitis P 1
ulcerosa
12. 32/k Morbus Lé&niowski-Crohn P 0
13. 24/m Polypus inflammatorius; colitis P,D 0
ulcerosa
14. 35/m Polypositas coli P,D 1
15. 35/m Adenoma tubulo-villosum P,D 1
16. 25/m Morbus Lé&niowski-Crohn P 0
17. 43/k Morbus Lé&niowski-Crohn P 0

Objasnienia: P — proksymalny odcinek jelita grubego; D - dirstaodcinek jelita grubego; 1 — obecne
cechy dysplazji komorek; 0 — cechy dysplazji niexgzhe morfologicznie
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3.2. Materiat tkankowy i stosowane odczynniki
Wykorzystany do badamateriat stanowity fragmenty ngptijacych tkanek:

(1) guzdéw pooperacyjnych jelita grubego z CRC (grupdaba, n=31);

(2) sciany jelita grubego ze zmianami zapalnymi (,psedaipami“, polipami

zapalnymi), gruczolakami i/lub polipowdtng jelita grubego (grupa poréwnawcza,

pseudoguzy; n=17);

(3) prawidtowejsciany jelita grubego pobranej w odleggoco najmniej 15 cm od zmiany
nowotworowej w przypadku CRC (kontrola 1)

(4) prawidtowej sciany jelita grubego oddalonej co namniej 15 cm od

nienowotworowych zmian (kontrola 2).

Wszystkie tkanki zostaly utrwalone w roztworze zbofvanej 10% formaliny, naginie
zatopione w parafinie i skrojone na skrawki o ghdbdum, umieszczone na szkietkach

podstawowych SuperFrost/Plus.

Skrawki parafinowe zostaty poddane rasfacym badaniom:
» Barwienie hematoksyligi eozyry (H+E)
* Reakcje immunocytochemiczne z wykorzystaniem odpdnich przeciwciat

pierwszorzdowych (Tabela 3).

3.3.Metody badan
3.3.1. Barwienie hematoksylimg i eozym (H+E)

Barwienie hematoksylini eozyry (H+E) wykonano w sposob rutynowy.

W barwieniu tym zweryfikowano stopieziosliwosci histologicznej grade rakow jelita
grubego (grupa badana) w skali od 1-4 [Hamiltoraiténen, 2000 i Bosman i wsp., 2010].
W ramach pracy oceniono réwmienasilenie zmian zapalnych towarzysgch guzom
nowotworowym w centralnych obszarach CRC oraz w. trencie inwazji (anginvasive

front) [Klintrup i wsp., 2005]. Wszystkie preparaty z CRceniono dodatkowo podytem
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obecndci lub braku tzw. Crohn’s-like reaction (CLR) czyli obecnéci skupisk tkanki
Jlimfoidalnej” (przypominagcych grudki chtonne) zlokalizowanych poza frontemwazji
(najczsciej w migsnidwce widciwej oraz w tkance tluszczowej otacgagj jelito grube).
Intensywndé¢ CLR opisano zgodnie z danymi Zmiennictwa [Grahami i Appelman, 1990;
Klintrup i wsp., 2005] w 3-stopniowej skali: brakidecznych naciekow z komorek
limfoidalnych @rading 0), reakat zapalm o stabej aktywngri/nasileniu grading 1) oraz
intensywny reakcg zapalma (grading 2) [Graham i Appelman, 1990].

W przypadku_grupy poréwnawczej oceniono stapimasilenia zmian zapalnyclyrading)

w zmianach nienowotworowych jelita grubego, stesug-punktovy klasyfikacg nasilenia
ostrych i przewlektych zmian zapalnyayjrédding) wg Geboesa i wsp. [Geboes i wsp., 2000].
Przedstawiata ei ona nasfpujaco: 0 — wyhcznie zmiany strukturalne; 1 — przewlekte
zapalenie; 2 — obeckdneutrofildow wlamina proprig 3 — obecn& neutrofilow w nabtonku
jelitowym; 4 — destrukcja krypt; 5 — naetki i owrzodzenia btonyluzowej [Geboes i wsp.,
2000].

Barwienie H+E preparatéw histologicznych wszystkigacjentow i grup, pozwolito na
zakwalifikowanie ich do analizy immunohistochemiegn
3.3.2. Technika immunohistochemiczna (IHC)

Badania IHC przeprowadzono w oparciu 0 nowy systietekcyjny w immunohistochemii
tzw. new polimer-based IH@ zastosowaniem systemu EnVision++ [Sabattini p.w$998]

oraz podanych w Tabeli 3, przeciwciat swoistych.
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Tabela 3 Przeciwciala pierwszogdowe stosowane w badaniach immunohistochemicznych
wraz ze specyfikacjami.

Typ przeciwciata,

Przeciwciatlo  Wykrywany antygen/immunogen Rozcigczenie

producent
Anti-human Ludzkie biatko IGF-1 Monoklonalne, mysie anty- 1:500
JEISE ludzkie, Inc.; klon: 56408;
R&D Systems
Anty-AKT- Serynowo-treoninowa kinaza = Monoklonalne krélicze anty 1: 20
pS473 biatkowa AKT jest gtbwnym ludzkie, klon 14-5; Dako
przekanikiem sygnatu w szlaku 3-
kinazy fosfatydyloinozytolu (PI13K);
przeciwciata rozpoznajspecyficzne
dla fosforylacji biatka, m.c. 60kD
Anty-Ki-67 Monoklonalne mysie anty 1:1
Ludzkie rekombinowane biatko  ludzkie, klon MIB-1; Dako
odpowiadajce fragmentowi 1002
bp Ki-67 cDNA
Anty-PCNA Monoklonalne mysie; klon  1: 200
Znakuje ludzkie komorki PC10; Dako
wykazupce ekspregjPCNA 36 kDa
Anty-cyklina Monoklonalne mysie anty- 1:1
D1 Rekombinowana ludzka cyklina D ludzkie, gotowe do iycia,
0 petnej dtugéci; rozpoznawany klon DCS-6; Dako
epitop zlokalizowany jest pogrdzy
aa 151-165 w centralnej domenie
biatka
Anty-p53 Monoklonalne mysie anty 1:1
Rekombinowane ludzkie biatko p53  ludzkie, klon DO-7;
typu dzikiego Dako
Anty- Monoklonalne krolicze, 1: 500
kaspaza-3 Specyficzne proteazy cysteinowe klon 269518;
uczestniczce w inicjacji i R&D Systems
przeprowadzaniu apoptozy;
Wykrywa aktywny post& kaspazy-
3, .rozcita” w Aspl75
Anty-Bcl 2 Monoklonalne mysie anty 1:50
Biatko antyapoptotyczne ludzkie, klon 124;
Dako

Reakcje immunocytochemiczne przeprowadzono zgadp@niszymi etapami:
1) Odparafinowanie i nawodnienie preparatow w ksylenieszeregu alkoholi
0 malecym stzeniu (2x100%, 90%, 85%, 80%, 70%)

2) Plukanie w wodzie bigcej — 10 min.
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3) Blokowanie aktywnéci endogennej peroksydazy za pomdds HO, w wodzie
destylowanej — 30 min.

4) Plukanie w wodzie biacej — 10 min.

5) Plukanie w wodzie destylowanej — 10 min.

6) Inkubacja w normalnej surowicy koziej (1:20, Dako30 min.

7) Inkubacja ze swoistymi przeciwciatami — 18 godZJ4 a nasfpnie przez jedm
godzirg w temp. pokojowej

8) Piukanie w roztworze soli fizjologicznej zbuforoverfiosforanami (PBS) — 3x3 min.

9) Inkubacja w roztworze zawiergym dekstran skoniugowany z peroksygamtorne
przeciwciata kozie przeciwko immunoglobulinom kozlym i mysim (Dako REAL
EnVision/HRP, Rabbit/Mouse, Dako) — 20 min.

10)Ptukanie w PBS-ie — 3x3min.

11)Inkubacja z 3-3'diaminobenzydy{DAB) (Dako REAL DAB, Dako) — 5-7 min.

12)Ptukanie w wodzie bigcej — 10 min.

13)Ptukanie w wodzie destylowanej — 10 min.

14)Odwodnienie w szeregu alkoholi o wzragtgm stzeniu (70%, 80%, 85%, 90%,
2x100%) i w ksylenie

15)Zamknkcie preparatow za pomgabistofluidu (Marienfeld) i szkietek nakrywkowych

Wiegksza¢ preparatow podbarwiano przez 2 minuty hematoksylimas¢pnie ptukano

w wodzie bigacej i destylowanej (po 10 min.), jako etap poprzggtzy odwodnienie

preparatow. W tzw. wewdtrznych kontrolach negatywnych zgsbwano specyficzne
przeciwciata przez surowice odpowiedniego gatunkwowntworze PBS z dodatkiem 0,1%
albumin bydécych (BSA) i 15mM azydku sodu.

Przeciwciata takie jak: anty-AKT, anty-Ki-67, amBENA, anty-Bcl-2 wymagaty
dodatkowego odstaniania determinant antygenowychpamog@ wysokiej temperatury.
Procedura polegata na zastosowaniu po etapach afohmavania i nawodnienia,
dodatkowego etapu gotowania preparatow w 10mM hkefarytrynianowym w kuchence
mikrofalowej o0 mocy 700W przez 15 minut. Ngstie preparaty ptukano w PBS-ie i od pkt.
3 prowadzono reakgwedtug standardowej procedury.

Pozytywry kontrok na wykrywanie biatka IGF-1 stanowity fragmenty wratowej watroby
ludzkiej na szkietkach podstawowych w tkankowym gdardosgpnym komercyjnie Tissue
Microarray Pane] Cybrdi Inc.,, Maryland, USA) (n=6). Wyniki reakc;ji

47



immunocytochemicznej na atvobie zdrowej nie podlegaly ocenie dtaowej, a jedynie

jakosciowej ocenie lokalizacji IGF-1.

3.3.3. Ocena ekspresji biatek

3.3.3.1. Pdtilédciowa ocena ekspresji biatek

Ocere reakcji immunohistochemicznych na wykrywanie IGFhlatka proapoptotycznego
kaspazy-3, biatka antyapoptotycznego Bcl-2 oratkk@iAKT przeprowadzono wykorzystg
potilosciowy, 12-punktowy skak IRS (ang. immunoreactive scojewediug Remmele

i Stegner [Remmele i Stegner, 1987]. Oceniano ¢éickbmorek z pozytywsm reakcy
cytoplazmatycza (PP - percentage of positive cegllsoraz nasilenie reakcji
(SI — staining intensi)yw co najmniej dziegtiu polach widzenia mikroskopéwietinego
Olympus BH-2 przy oryginalnym powkszeniu obiektywu 40x. lloczyn PP i S| stanowit
wartas¢ koncowg ocenianej reakcji (Tabela 4). Ostateczny wynikskayo biogc pod uwag

srednp wartas¢ z 10 pol widzenia.

Tabela 4. Skala IRS (angimmunoreactive scoyeg(0-12 punktéw) wg Remmele i Stegner
[Remmele i Stegner, 1987].

PP: LICZBA KOMOREK IMMUNOPOZYTYWNYCH| SI: INTENSYWNQSC REAKCJI

0: brak komorek z pozytywireakcy 0: brak reakcji barwnej

1: do 10% komorek z pozytywgrreakci 1: stabo nasilona reakcja barwna
2: 11 do 50% komorek z pozytywmeakcy 2: srednio nasilona reakcja barwna
3: 51 do 80% komorek z pozytywmeakcy 3: intensywna reakcja barwna

4: >80% komorek z pozytywgreakcy

PP x Sl

Koncowa warté¢ rowna:  1-2 - oznaczata stakeakcg,
3-4 -$rednp reakcg,

6-12 - intensywa reakcg immunocytochemiczn

Analize ekspresji tkankowej wybranych markerow proliferd@morkowej (Ki-67, PCNA,
cyklina D1) i biatka p53 (reakcja wgdznie pdrowa) przeprowadzono z zastosowaniem

potilosciowej, zmodyfikowanej 4-stopniowej skali wedtugt@a i wsp. [Gatter i wsp., 1986]
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(Tabela 5). Do analizy statystycznej pod uwadprano sredni odsetek komorek
immunopozytywnych z 10 pdél widzenia z danego prapar(grupa badana/kontrola) i
zmianach nienowotworowych _(grupa poréwnawcza), prayginalnym powikszeniu

obiektywu mikroskopygwietlnego Olympus BH-2 40x.
W przypadku kontroli 2 (kontrola grupy poréwnawqzerezygnowano z ikziowej oceny
reakcji immunohistochemicznej w tej podgrupie, wglstupc dla zasadniczych celow

pracy wyhcznie wyniki uzyskane techrjlRT-PCR.

Tabela 5 Skala wg Gatter i wsp., zmodyfikowana [Gatteispw 1986].

1: do 10% komorek z pozytywgrreakcy
2: 11 do 25% komorek z pozytywmeakcy
3: 26 do 50% komorek z pozytywmeakch

4: 51 do 75% komorek z pozytywmeakcy

3.3.4. Badania z zastosowaniem techniki RT-PCR

Uzyskane w czasie zabiegdw operacyjnych fragmeapak (grupa badana, poréwnawcza
i kontrola 1 i 2 w obszarze marginesu zdrowegotgeljrubego) umieszczano RNA
Stabilization Solution (RNAlater) RNAlater®, Applied Biosystensi zamraano w
temperaturze -8C. Frakcg catkowitego RNA izolowano za pomo@R| Reagent® Solution
(Applied Biosystemszgodnie z zacznikiem 1 (Aneks — zat¢znik nr 1), a nagpnie
oczyszczano zéladowych zanieczyszcaeDNA z wyciem kitu GeneMATRIX Universal
RNA Purification Kit (EURXY. Oznaczenia ikciowego RNA dokonano za ponmypc
spektrofotometrii. Catkowity RNA byt oceniany popez pomiar optycznejegtasci w fali

o dtugaci 260 nm, a informacje o czyst prébki analizowano korzystaj ze wskanika
260/280 nm, ktory dla probek o wysokiej czysigpowinien wynosi >1,8 (NanoDrop® ND-
1000, ThermoScientific Kolejno sprawdzono jaké RNA za pomog elektroforezy na 1%
zelu agarozowym z bromkiem etydyny. Ostatecznie atkzy probki RNA byly umieszczane

w wodzie wolnej od RNaz w temperaturze?8@lo pé&niejszego wykorzystania.
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Izolacja catkowitego RNA i synteza cDNA

Reakcg odwrotnej transkrypcji przygotowywano w komorzenlaarnej, a do syntezy cDNA
na matrycy catkowitego RNA (ok. 140g) zgodnie z protokotem producenta wykorzystano
komercyjny zestawFirst Strand cDNA Synthesis Kit #1612 (Thermo SAIENC,
Fermentay Reakc§ odwrotnej transkrypcji przeprowadzono na 1 pg @aikego RNA

z kazdej probki przy ayciu 1l Random Hexamer Primeérdopetniono oczyszczanwody
(DEPC) do catkowitej olgfosci 11 ul i wsepnie preinkubowano przez 5 min. w temperaturze
65°C przy uyciu aparatuBiometra ThermocyclerNastpnie probki schtodzono w lodzie

i przeniesiono do nowych probéwek dagaj5x Reaction Buffer4pl), RiboLockMRNase
Inhibitor (20 U/ul) (2ul), 10mMDTP Mix (2ul), M-MuL V Reverse Transcriptag20 U/pul)

(2 pl) i inkubowano w temperaturze@przez 60 min.Biometra Thermocyclgr Uzyskany

w ten sposob cDNA przechowywano w -20°C lub natyielstnwykorzystywano do dalszej

analizy - ilgciowej taacuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym.

Oznaczenie bezwzglnej liczby kopii mRNA

Przygotowanie krzywej wzorcowej do oznaczeniayiéapii mRNA

cDNA wszystkich izoform IGF1 (IGF-1P1, IGF-1P2, B, C, osobna krzywa dla kdej z
izoform) (Rycina 1) byto amplifikowane zywajac specyficznych starteréw (primeréw).
Produkty PCR byly analizowane w 2%elu agarozowym w celu potwierdzenia ich
specyficznéci, a nasfpnie produkty PCR byly oczyszczane za pom@eneMATRIX
PCR/DNA Clean-Up Purification K{EURX). Stzenie produktéw PCR mierzono za poroc
spektrofotometru NanoDrop® ND-200 przy didgofali 260 nm. Uzyskane gtenia byty
podstawy do obliczenia stzenia molowego (iléci czsteczek) za pomac réownania

Avogadro:

6.02 x 10%? (copies mol™) x DNA amount (g)
DNA length (bp)x 660 (g mol™ bp™1)

DNA(copy) =

Nastpnie przygotowywano szereqg dzigsokrotnych rozciéczen produktow PCR,
obejmujce stzenia od 1x10czasteczek w 1 pl do 10 ggteczek w 1 pl. Dla kalego
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stezenia przeprowadzano co najmniej dwie niezadereakcje PCR w czasie rzeczywistym,

w ktérej uzyskiwano parametcy).

Nastpnie przygotowano wykres opigaly logarytmiczig zaleznos¢ pomiedzy stzeniem

produktow a parametre@.

Ostatecznie obliczano réwnanie opigd logarytmicza zaleznos¢ stzenia produktow
i parametrowC;, ktéra byta podstagvdo obliczenia stzenia produktow pochodezych z RNA
izolowanych od pacjentéw. Dgi temu uzyskiwano bezwzglne wartéci dla kadego
z pacjentow, ktore naginie mana byto porownywa

Dodatkowo, w celu normalizacji wynikow, zastosowageny 0 niezmiennym stopniu
ekspresji w kadej komorce — geny referencyjne (atgusekeeping genesN badaniach
zastosowano nagiujace z nichs-actin, B2M, GAPDH, HPRT1, MRLP1&térych ekspresja

zostata éredniona celem skorygowania ekspresji badanychweno
Technika Real-time PCR (RT-PCR)

1 pl danego cDNA lub DNA dodano do mieszaniny rggalej ziozonej z 12,5 pl 2x
Maxima® SYBR Green/ROX gPCRMaxter Mix (Ferm@ntiagll specyficznej pary starteréw
(f.c. 0,3 uM) i 10,5 pul HO. Sekwencje starterow dla oceny catkowitego RNA-IGoraz
izoform mRNA IGF-1, genow referencyjnych w obecngjacy, zostaly pierwotnie
opracowane przez M. KoczorowskKoczorowska 2012] i opublikowane przez autotékze

w pismiennictwie [Koczorowska i wsp., 2011]. Dla celéwbecnych bada startery
zamoOwione zostaly w Pracowni Sekwencjonowania DNA&yintezy Oligonukleotydow,
Instytutu Biochemii i Biofizyki, Polskiej AkademNauk w Warszawie (Tabela 6).
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Tabela 6 Sekwencje nukleotydow i specyfikacja starterést@asowanych w badaniackal-

time PCR

Zastosowanie

Catkowity IGF-1

Klasa | (P1) IGF-1

Klasa Il (P2) IGF-1

IGF-1A

IGF-1B

IGF-1C

GAPDH

HPRT

B2M

MRLP19

p-aktyna

Dlugos¢
produktu
(par zasad)

160

102

101

144

140

126

199

156

137

171

169

Sekwencje

5-CATGTCCTCCTCGCATCTCT-3' (F)
5-ATACCCTGTGGGCTTGTTGA-3' (R)
5-CAGCAGTCTTCCAACCCA-3' (F)
5-CACAGCGCCAGGTAGAAGAGATGC-3' (R)
5-CACCTACAGTGAAGATGCACACC-3’ (F)
5-CGTCTCCGGTCCAGCCGTGGC-3' (R)
5-TCGTGGATGAGTGCTGCTTCCG-3' (F)
5-TCAAATGTACTTCCTTCTGGGTCTTG-3' (R)
5-ATCTACCAACAAGAACACG-3' (F)
5-TACTTCCAATCTCCCTCC-3' (R)
5-ACCAACAAGAACACGAAGTC-3' (F)
5-CATGTCACTCTTCACTCCTC-3' (R)

Geny referencyjne:

5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA-3' (F)
5-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3’ (R)

5-CTGAGGATTTGGAAAGGGTG-3' (F)
5-AATCCAGCAGGTCAGCAAAC-3’ (R)

5-CTCACGTCATCCAGCAGAGA-3' (F)

5-AAGACAAGTCTGAATGCTCCA-3' (R)
5-ACTTTATAATCCTCGGGTC-3' (F)

5-ACTTTCAGCTCATTAACAG-3' (R)
5-TCTGGCACCACACCTTCTAC-3' (F)

5-GATAGCACAGCCTGGATAGC-3' (R)

Objasnienia: GAPDH (angglyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenaseghydrogenaza aldehydu-
3-fosfoglicerynowego;HPRT (HPGRT) (anghypoxanthineguanine phosphoribosyltransfejase
fosforybozylotransferaza hipoksantynowo-guaninoB2M (ang. beta-2-microglobulih — beta-2-
mikroglubulina; MRLP19 (angmitochondrial ribosomal protein L19) 39S mitochondrialne biatko

rybosomow L19 u ssakow
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Reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzapoolwowkachtwin.tec real-time PCR
plater zamknete za pomog folii. Reakcja zachodzita w termocyklerzElastercycler
ep realplex (Eppendorf) Korzystano z nagpujacego programu PCR: (1) denaturacja
wstepna 95°C, 10 min. (2) denaturacja 95°C, 15 s, (8)zanie starteréow 60°C, 30 s,
(4) reakcja polimerazy — wydianie produktéw 72°C, 30 s. Stosowano 40-50 cykli
powtarzagc procesy 2-4. Dodatkowo specyficza@owstagcych produktéw badano poprzez
wykres krzywej topnienia (angmelting curvg oraz produkty analizowano w 2%elu
agarozowym (stwierdzano, czy powstaj produkt odpowiada zatonym odlegtéciom
pomidzy starterami). Wszystkie reakcje PCR byly powdaez dwu lub trzykrotnie
(trzykrotnie w przypadku, kiedy wyniki gty si¢ 0 wigcej niz 15%).

3.3.5. Metody statystyczne
Obliczenia statystyczne wykonano gkiiwspotpracy z Zaktadem Bioinformatyki i Biologii
Obliczeniowej Katedry Patomorfologii Kliniczne] Umersytetu Medycznego w Poznaniu

(kierownik: prof. dr hab. med. Ebieta Kaczmarek).

W pierwszym etapie analizy statystycznej weryfikowazgodné¢ wszystkich uzyskanych
wynikéw z rozktadem Gauss’a przy pomocy testu Sioayiilka. Wicksza¢ badanych
parametréw nie miata rozkladu normalnego. MNasie obliczono parametry statystyki
opisowej grednp arytmetyczn, odchylenie standardowe, medjaoraz warté¢ minimalmg

i maksymalg). Parametry obliczane z zastosowaniem skal gélibovych przedstawiono za
pomog mediany, wartéci minimalnej (min.) i maksymalnej (maks.).

Wyniki analizy metod RT-PCR poréwnywano w grupie badanej (CRC) i kdntod tych
samych pacjentow (kontrola 1), grupie poréwnawczgmiany nienowotworowe,
pseudoguzy) i kontroli od tych samych pacjentow nfkala 2), grupie badanej

i poréwnawczej. Dla zmiennych niepamanych stosowano test Manna-Whitneya
(test nieparametryczny dla zmiennych niepmanych dla dwoch grup). W przypadku
zmiennych powjzanych zastosowano test Wilcoxona.

Dla poroéwnania ekspresji biatek wyanych w skali IRS oraz wg Gatter i wsp. zastosowano
test Friedmana i kolejno test Dunn’a. Zastosowabwniez test Kruskala-Wallisa i gdy
wystepowaly r&nice - dodatkowo test wielokrotnych porévina(test Dunn’a).
Do poréwnania procentowego udziatu izoform mRNA {GRv catkowitej ekspresji genu
IGF-1, zastosowano test aic miedzy dwoma wskanikami struktury. Korelagj rang

Spearmana zastosowano do skojarzenia w@rzoniennych. Obliczenia wykonano
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w programie STATISTICAv. 10.0 firmy StatSoft. Wyniki uznano za statystyezmstotne
przy poziomie istotnei (p) <0,05.

3.3.6. Zagadnienia etyczne

Na przeprowadzenie batlauzyskano zgogl Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym w Poznaniu (nr uchwaty 1166/12) z dngrdnia 2012 roku.
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4. WYNIKI

4.1. Dane kliniczne grupy badane;j
Grupz badag stanowito 31 chorych z rakiem jelita grubego i wticy (CRC). Wiek
pacjentow wahat siod 32 do 89 lats(ednia wieku 65+12 lat) (Rycing).

l ® wiek 30-50

H wiek 51-70
= wiek 71-90

Rycina 3.Liczba pacjentéw z rakiem jelita grubego (grupaared w zalenosci od wieku.

Wsrdd chorych z CRC byto 7 kobiet (23%) i 2&i0zyzn (77%) (Rycina). Srednia wieku
kobiet (6218 lat) i mzczyzn (6613 lat) nie tnita sk istotnie (p>0,05).

30

25

20

15

10

| l
0

Kobiety Meiczyini

Rycina 4.Liczba chorych z CRC w zateoici od ptci w grupie badanej.
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U 4/31 (13%) pacjentdw wygtowaty wczéniej gruczolaki jelita grubego (an@denoma
coli), u 6/31 (19%) rozpoznawano polipowdtojelita grubego, u jednego chorego
wystepowaty oba w/w schorzenia. Wszystkie zmiany zostsiynéete chirurgicznie w ramach
profilaktyki zdrowotnej. U 20/31 (65%) pacjentéw eniuzyskano danych co do
wczeniejszego wykrywania jakichkolwiek zmian przednowotowych jelita grubego przed
rozpoznaniem CRC.

Podstawowe dane Kkliniczne wraz z wynikami kadaboratoryjnych tych pacjentéw
przedstawia Tabela 7.

Srednie wartéci hemoglobiny, leukocytéw i trombocytow niezrity sie w zaleznosci od pici
pacjenta i migcity sic w zakresie warkxi referencyjnychSrednie sgzenie glukozy na czczo
w catej grupie badanej nieco przekraczalo waitaeferencyjne, bez istotnych amic

pomiedzy kobietami i mzczyznami z tej grupy.
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Tabela 7. Wybrane dane kliniczne i wyniki ba@léaboratoryjnych pacjentéw z CRC.

Cecha statystyczna

Zn?)krrris srednia  mediana min. maks. =b p testu
K 7 61,86 64,00 47,00 72,00 8,15
0,295
M 24 66,00 68,50 32,00 89,00 12,73
Wiek (lata) i
Cala 31 65,06 65,00 32,00 89,00 11,86 -
grupa
K 10,71 10,30 9,30 13,40 1,44
11,8-15,8 0,666
M 11,05 10,80 8,20 14,00 1,82
Hemoglobina
(g/dI) gcrﬁg 30 10,97 10,65 8,20 14,00 1,72 -
K 7 9,94 7,41 4,80 18,68 4,97
3,60-11,0 0,848
M 23 9,31 8,80 3,54 16,10 3,53
Leukocyty
(WBC; x10°/l) Gala 30 9,46 859 354 18,68 3,82 -
K 5 103,20 104,00 80,00 134,00 20,32 0,767
M 20 600990 415780 102,50 82,00 150,00 19,54
na CzCczo
Glukoza(mg/dl)
gCrSLZ 25 106,88 103,00 80,00 150,00 19,35 -
K 7 320,29 234,00 144,00 622,00 180,28 0,532

M 23 1301400 56535 22200 143,00 693,00 121,53
Phytki krwi

Cat :
(X103/u|) grﬁp"’;‘ 30 275,87 224,50 143,00 693,00 136,20

Objasnienia: K - kobiety; M - mazczyni; SD - odchylenie standardowe; poréwnania wykanan
z zastosowaniem testu Manna-Whitney’a

4.2. Ocena zi§liwosci histologicznej (ang. grade i stopnia zaawansowania zmian
(ang.stagé u pacjentow z CRC

Cata grupa chorych z CRC miata morfologiczne cerdika gruczotowego jelita grubego
(ang.adenocarcinoma cali niezalenie od lokalizacji. Doktadnie u 21 badanych paaent
(68%) rozpoznano gruczolakoraka cewkowego jelitabggo édenocarcinoma tubulare
coli), u trzech pacjentow (10%) gruczolakorak miat cedyczolakoraka cewkowo-

kosmkowego, u kolejnych trzech (10%) rozpoznano czplakoraka sluzotworczego
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(adenocarcinoma mucinosym)a w jednym przypadku rozpoznano guz mieszany
z komponerg neuroendokrynow (3%). U dwoéch pacjentow (6%) rozpoznanie
gruczolakoraka dotyczyto odbytnicyadenocarcinoma regti W jednym przypadku (3%)
postawiono rozpoznanadenocarcinoma in sit(pacjent 5) (Rycin&).

,Czysty” typ s$luzotworczy CRC ddenocarcinoma mucinosymwidoczny byt, jak
wspomniano, u trzech chorych (10%), @sciowa komponent §luzotworcz obserwowano

dodatkowo u 6 pacjentow (19%) z catej grupy badanej

80%
70%

60% -

50% -

40% -
30% -

20% -

H .
0% | . == =

b&\ GPQ {-§ && .{ﬁg “.{0’
F ) o NS 4\6 &
& & & & & &
& & & & 3 ©
& 03_9 @Q (‘O& ’b(& Qd?
5 ® & & & W
2 £N ) o »
CIL 0& N 0“ "}{”
a & & & &
» 0& bﬁo Qb ¢°
& » o
& ?

Rycina 5. Odsetkowy rozktad typéw histologicznych CRC w grupadane;.
U wigkszej liczby pacjentow, tj. 21/31 (68%) rak obedmy w odcinku dystalnym jelita

grubego, a u 10 chorych (32%) guz jelita grubegtyahyt odcinka proksymalnego, jednak
nie byly to r&nice statystycznie istotne (p=0,058) (Rycina 6).
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Cdeinek Cdeinek
proisymalny dystaly jelita
Jelita

Rycina 6. Liczba chorych w zalsosci od anatomicznego umiejscowienia CRC

Nowotwor jelita grubego do 3 cirednicy (makroskopowo typ ptaski, arftat) wykazano
u 13 chorych (42%), a érednicy> 3 cm (makroskopowo typ wypukty, angrotruded —
u 18 pacjentow (58%) i rownienie byly to r@nice statystycznie istotne (p>0,05).

U znamiennie wikszej liczby chorych (68%) zmiany tkankowe guzéwrono na 2 stopie
ztosliwosci histologicznej grade 3 w poréwnaniu z pozostatyngrade (p<0,05) (Tabela 8).

Tabela 8. Ocena ziéliwosci histologicznej (anggrade nowotworéw u pacjentéw z grupy
badane;.

Grade* Liczba pacjentow % pacjentow
rak nieinwazyjny, cain situ 1 3
1 1 3
2 21 68
3 8 26
Suma 31 100

Objasnienia: ca — carcinoma,; in situ — w miejscu; * - parameireniony w skali potiliciowej (patrz
Materiat i Metody)

Rozktad zaawansowania klinicznego CRC (atggg w chwili postawienia rozpoznania
po resekcji guza u badanych pacjentow wagmdnej skali Dukesa i Astler-Collera
oraz wg UICC/AJCC przedstawia Tabela 9. Napg] nowotwordow oceniono nstageC?2
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(45%) oraz B2 (23%) w skali Astler-Collera, co odjada kategorii B i C tate w skali
Dukes’a. Innymi stowy u blisko potowy pacjentéw €45 guz jelita grubego przekraczat
sciare jelita i dawat przerzuty do okolicznych emtéw chionnych ¢tage C2), u 23%
pacjentow guz dosgat btony mésniowej jelita, lecz nie byto stwierdzanych przertautdo
weztow chtonnych ¢tageB2). W sumie u 15/31 (48%) pacjentow (litera C valsoukesa

i Aster-Collera orastagelllA-C w skali wg UICC/AJCC) stwierdzano przerzutyytacznie

do okolicznych wztéw chionnych. U czterech pacjentéw (13%) wpsiwaly przerzuty
odlegte (do wtroby). Naley dod&, iz wsrdd tych 4 pacjentow, u trzech z nich stwierdzano

rownoczénie przerzuty do wztow chtonnych.

Tabela 9 Ocena stopnia zaawansowania klinicznego (atage raka jelita grubego w skali
Dukes’a i Astlera-Collera oraz wg UICC/AJCC w greipiadanej.

Skala ocenystagew CRC

Liczba pacjentéw % pacjentow
Wg Dukes’a Wg Aster-Collera Wg UICC/AJCC

A A I 1 3

A Bl | 3 10

B B2 A, 1IB 7 23

B B3 IC - -

C C1 A 1 3

C C1, C2 B 14 45

C C2,C3 lnc - -

- D v 4 13
Cain situ - 0 1 3

Suma 31 100%

Objasnienia: ca — carcinoma; in situ — w miejscu

Rozktad liczbowy chorych z CRC grupy badanej w ¥iksicji TNM przedstawiono
w Tabeli 10.
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Ocena wg klasyfikacji TNM pozwolita wykazaiz 25/31 (81%) pacjentow posiadato stapie
T3 guza, co oznaczaze nowotwoér sigat do blony surowiczej i/lub naciekat tkanki
okotojelitowe. Jak wspomniano, u czterech chorydbseowowano odlegte przerzuty

nowotworu (wszystkie do stroby).

Tabela 10.Rozktad liczbowy chorych z grupy badanej w klalsgdiji TNM.

Klasyfikacja TNM
Tis/T2/T3/T4 NO/N1/N2 MO/M1
Liczba chorych
1/4/25/1 14/11/6 2714

Objasnienia: T — guz pierwotny (ang. primary tumor); Tis- ciem@ma in situ; N — regionalne amty
chtonne (ang. regional lymph nodes); M — odlegteepruty (ang. distant metastasis)

4.3. Ocena histologiczna CLR (angCrohn’s disease-like reactionv grupie badanej
Liczbowe i odsetkowe rozienie pacjentdow z CRC dotygz obecnéci lub braku skupisk
tkanki ,limfoidalnej” (przypominajcych grudki chtonne) w 3-stopniowej skali posibiowe;j
przedstawia Tabela 11) ponad potowy pacjentéw wykazamatensywrn reakcg zapaln
w podicielisku Bcznotkankowym guzagading 2), z obecnéria naciekow limfocytarnych

przypominagcych grudki chtonne i zlokalizowanych poza tzwnfiem inwazji guza.

Tabela 11. Ocena parametru CLR (an@rohn’s disease-like reactipnw nowotworach
pacjentow z grupy badane;.

Punkty skali* Liczba pacjentow % pacjentow
0 2 6
1 13 42
2 16 52
suma 31 100

Objasnienia: * - skala pétilasciowa oceny parametru CLR [Graham i Appelman, 1998trz
Materiat i Metody)
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4.4. Ekspresja tkankowa catkowitego mMRNA IGF-1 orazizoform (wariantdw) mRNA
powstatych w alternatywnym splicingu w grupie badaej

Tkankowy ekspresj catkowitego mRNA IGF-1 i wszystkich wariantow mMRNKSF-1
obserwowano u kalego pacjenta zarowno w guzie, jak i niezmienioraeyotworowo tkance
jelita grubego od tego samego pacjenta (kontral®)zgkdniajgc zaréwno alternatywne
egzony 1 i 2 (w zalaosci od wzytego promotora P1 - klasa | lub P2 — klasa |l skapptow),
jak i alternatywne izoformy splicingowe: IGF-1A, FalB i IGF-1C.

4.4.1. Procentowy udziat transkryptow klasy | (P1) Il (P2) IGF-1 w catkowitej ekspresji
genu IGF-1

W grupie CRC odsetkowy udziat transkryptow klasy(zl promotora P1) i klasy Il
(z promotora P2) wynosit 58% i 42%,$a& kontroli odpowiednio 61% i 39% (Rycing.

W zadnej z tych grup (CRC/kontrola) nie wykazan@nié w odsetkowym rozkiadzie

ekspresji mMRNA P1 w poroéwnaniu z mRNA P2 (p>0,0b atbu grup).

100%% -
0%
a00e
T0%%
60% -
50% - m %5 IGF-1P2{II)
40% - W % IGF-1P1(I)
309 A
20%

10%% -

0%

CRC kontrola

Rycina 7. Procentowy udziat izoform mRNA klasy | i Il IGF-W(zaleznosci od wytego promotora
P1 i P2) w calkowitej ekspresji IGF-1 w tkankachwmodworu jelita grubego (CRC) i kontrolnym
jelicie grubym.
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4.4.2. Procentowy udziat izoform mRNA IGF-1A, IGF-B i IGF-1C w catkowitej
ekspresji genu IGF-1

U pacjentow z CRC odsetkowy udziat ekspresji izafprsplicingowej mRNA IGF-1A byt
najwigckszy i stanowit 79% wszystkich transkryptow. Ekspeeizoform mRNA IGF-1B
i IGF-1C utrzymane byly na #szym poziomie (20% i 1%, odpowiednio). #Rice
statystycznie istotne wykazano p@auy procentem udziatu izoformy mRNA Ai B, Ai C,
oraz B i C (p<0,05 we wszystkich przypadkach).

W grupie kontrolnej odsetkowy udziat ekspresji mMRINAF-1A (49%) i IGF-1B (49%) byt
identyczny, najmniejszy procentowy udziat dotycekbpresji izoformy mRNA IGF-1C (2%)
(Rycina 8). Istotne rinice obserwowano pogdzy procentowym udzialem izoformy mRNA
IGF-1AiCorazBiC.

100%

90% +——— —

0%

% IGF-1C
% IGF-1B
m% IGF-1A

CRC kontrola

Rycina 8. Procentowy udziat izoform mRNA IGF-1 (IGF-1A, IGB1 IGF-1C) w catkowitej
ekspresji MRNA IGF-1 u chorych z rakiem jelita gegb (CRC) i w kontroli.

Porownujc odsetkowy udziat wszystkich badanych izoform mRMNg¥-1 dla grupy CRC
i kontroli, procentowy udziat ekspresji izoformy F&LA byt istotnie wyszy u chorych
z CRC w stosunku do kontroli (7996 49%), za odsetek ekspresji izoformy mRNA IGF-1B
nizszy niz w kontroli (20%vs 49%) (p<0,05 w obu przypadkach). Nie wykazanotmstch
roznic w odsetkowo wyrgonej ekspresji | i 1l klasy transkryptéw (z prom@oPl i P2)
w obu poréwnywanych grupach (Rycina 9).
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Rycina 9. Poréwnanie procentowego udziatu wszystkich badaigaform mRNA IGF-1 u chorych
z CRC i w kontroli; * - p<0,05 ponadzy grupami.

4.4.3. llosciowa ekspresja mRNA IGF-1 i wariantéw transkryptéw w grupie badanej

i w kontroli

llosciowg ekspregj catkowitego mRNA IGF-1 i jego izoform (P1, P2, B, C) podano w
liczbie kopii odpowiedniego mMRNA na mikrogram RNA.

Ekspresja catkowitego mRNA w tkankach nowotworowoienionych (grupa badana) byta
istotnie nisza (17115+82183) w porownaniu z tkankiezmieniom morfologicznie
(kontrola) (32029+130217) (p<0,001) (Rycina 10).d&anie przedstawiaty @iwyniki
poréwnawczej analizy ekspresji poszczegoélnych mofmRNA w grupie badanej i kontroli.
W kazdym przypadku obserwowanozer ekspresgj izoform mRNA w nowotworze jelita
grubego w poréwnaniu z kontgo{Tabela 12 i Rycina 11).
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Rycina 1Q Poréwnanie iléciowej ekspresji catkowitego mRNA IGF-liczba kopii mRNA{g
RNA) w CRC i kontroli; *** - p<0,001 pongdzy grupami.

6000

R
R

5000

Rk
4000

EE 23

B Kontrola

ECRC

3000

2000

liczba kopii mRNA/ug RNA

1000

EER

Pl P2 A B C

Rycina 11 Poréwnanie iléciowej ekspresji poszczegélnych izoform mRNA IGRFL, P2, A, B
i C) (liczba kopii MRNALig RNA) w CRC i kontroli; *** - p<0,001 pormgdzy grupami.
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Tabela 12. Poréwnanie iléciowej ekspresji catkowitego mMRNA IGF-1 oraz wskysh
izoform mRNA IGF-1 (liczba kopii mMRNA/ug RNA) u chaeh z CRC i w kontroli
(test Wilcoxona).

grupa (n=31) sredniazSD D testu
Catk. mRNA IGF-1 CRC 17115+82183
kontrola 32029+130217 <0001
Wariant (izoforma) mRNA
IGF-1 P1 (klasa I) CRC 4744552
kontrola 1870+1826 <0,001
IGF-1 P2 (klasa I1) CRC 661+646
kontrola 2891+2465 <0,001
IGF-1A CRC 119344235
kontrola 1951+1773 <0,001
IGF-1B CRC 305+£390
kontrola 1928+3111 <0,001
IGF-1C CRC 14+31
kontrola 66+156 <0,001

Objasnienia: p — poziom istotnai: SD- odchylenie standardowe

Nie stwierdzono rénic w ekspresji catkowitego mRNA IGF-1 czy izofoki@ds mRNA
IGF-1 w materiale tkankowym (CRC/kontrola) peary kobietami i mzczyznami (Tabela
13). Natomiast analizgg oddzielnie kada ptec, np. kobiety - wykazano zmniejszpn
ekspresj izoform mRNA P1, A i B w tkance raka jelita grulmegv poréwnaniu
z prawidiowym jelitem grubym u tej pici, a uehtzyzn te istotnie nmsze wartéci

w poréwnaniu z kontragldotyczyty ekspresji catkowitego mRNA IGF-1 orazawstkich jego
izoform (p<0,05) (Tabela 13).
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Tabela 13.Ré&znice w ekspresji izoform i klas mRNA IGF-dr¢dnia +SD) w zalenosci od
ptci chorych z CRC (test Manna-Whitney’a).

Transkrypt grupa kobiety (n=7) mezczyzni (n=24) p testu
catk. mRNA IGF-1 CRC 70768+171525 14671736 0,182
kontrola 111494+273498 8851+11018* 0,764

Izoforma mRNA

IGF-1 P1 CRC 485+480 471+581 0,835
kontrola 1950+2040* 1846+1806** 0,982
IGF-1 P2 CRC 886+766 596+609 0,532
kontrola 2092+1366 3124+2680*** 0,661
IGF-1A CRC 594+674 1367+4810 0,764
kontrola 1707+£1274* 2012+1912* 0,982
IGF-1B CRC 552+646 2331257 0,274
kontrola 1230+1391 2132+3453** 0,982
IGF-1C CRC 12+14 15+34 0,216
kontrola 161+319* 39+42** 0,341

Objasnienia: p — poziom istotrei; *** - p<0.001; ** - p<0,01; * - p<0,01 - pomedzy CRC i kontral
w grupie kobiet i gEczyzn (test Wilcoxona)

4.4.4. Poréwnanie wzajemnej iléciowej ekspresji izoform mRNA IGF-1 w obrebie danej
grupy

4.4.4.1. Grupa badana (CRC)

llosciowa analiza z zastosowaniem RT-PCR ujawni#aysrod izoform mRNA okrélajacych
klasg | (P1) i Il (P2) tych wariantow mRNA, ekspresja MR P2 (661+646) w porownaniu
z P1 (474+552) nie idita sk istotnie (p>0,05).

Sparod wariantow A, B i C mRNA IGF-1, idice znamienne testem Dunn’a wykazano
pomiedzy ekspregj izoformy A (wiecej) i C (p<0,001) oraz railzy ekspresjizoformy B
(wigcej) i C (p<0,05) (Rycina 12).
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Rycina 12 Poréwnawcza analiza wzajemnejsdmwej ekspresji izoform mRNA IGF-1 (P1, P2, A,
B, C) (liczba kopii MRNA{ilg RNA) w CRC; *** - p<0,001; * - p<0,05.

4.4.4.2. Grupa kontrolna

Analiza ilcsciowa z zastosowaniem RT-PCR w materiale kontrolnyawnita, & rowniez
wsrad izoform mRNA okré&lajacych klag 1i 1l tych wariantéw (P1 i P2) w tej podgrupie,
ekspresja mMRNA P2 (2891+2465) w porownaniu z P17@38826), nie ronity si¢
znamiennie (p>0,05).

Spasrod wariantéw A, B i C izoform mRNA IGF-1, podobrjak w CRC, iléciowo podobna
byla ekspresja mRNA IGF-1A i B, a najmniejsza eksp dotyczyta wariantu C mRNA IGF-
1. R&@&nice znamienne wykazano (podobnie jak w grupie £Cpomedzy ekspregjizoform
MRNA A (wigcej) i C (p<0,001) oraz B (weej) i C (p<0,01) (Rycina 13).
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Rycina 13 Poréwnawcza analiza wzajemnejsdmwej ekspresji izoform mRNA IGF-1 (P1, P2, A,
B, C) (liczba kopii mMRNALg RNA) w kontroli; *** - p<0,001; ** - p<0,01.

4.5. Ekspresja mRNA antygenu proliferacyjnego Ki-6&v grupie CRC i w kontroli
Ekspres§ mRNA Ki-67 (liczba kopii mMRNAig RNA) wykazano we wszystkich badanych
tkankach grupy badanej i kontroli, jednak nie obwavano rénic istotnych pomidzy

grupami, a take w zaleénaosci od pici pacjenta w kalej z grup (Tabela 14).
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Tabela 14. R&znice w ekspresji mRNA Ki-67 §fednia +SD) w grupie badanej (CRC)
i w kontroli (test Wilcoxona) oraz w zaleosci od pici pacjenta w obu grupach (test Manna-
Whitney’a).

MRNA Ki-67
Grupa badana (CRC) Kontrola Grupa badana (CRC)
(n=28) (n=29)

Kobiety (n=7) Mezczyzni (n=21)
187346+122084 216964+190614  207197+169743 180729+106270

p=0,873 p=0,959

Kontrola
Kobiety (n=7) Mezczyzni (n=22)
118702+91357 248230+£204494

p=0,098

Objasnienia: n — liczba pacjentow; p — poziom istafob

4.6. Korelacje pomedzy wzajemm ekspresp izoform mRNA IGF-1 w grupie CRC i w
kontroli
Zaréowno w CRC, jak i w kontroli obserwowano wysokiezytywne korelacje porulzy

ekspresi mMRNA IGF-1 i wszystkich izoform transkryptow (Tded5 i 16).

Tabela 15.Wartdsci wspotczynnikow korelacji Spearmana dla ekspreajkowitego mRNA
IGF-1 oraz ranych izoform (A, B, C, P1 i P2) transkryptu genuaku jelita grubego (CRC).

Transkrypt  catk. IGF-1 IGF-1P1 IGF-1P2 IGF-1A IGF-1B IGF-1C

calk. IGF-1 = 0,688 0,576 0,628 0,459 0,821
IGF-1 P1 0,688 - 0,751 0,948 0,397 0,765
IGF-1 P2 0,576 0,751 = 0,794 0,829 0,616
IGF-1A 0,628 0,948 0,794 - 0,475 0,748
IGF-1B 0,459 0,397 0,829 0,475 - 0,375
IGF-1C 0,821 0,765 0,616 0,748 0,375 -

Objasnienia: wytluszczom czcionky zaznaczono warfoi wspotczynnika r, dla ktérych p<0,05
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Tabela 16 Wartdgci wspotczynnikow korelacji Spearmana dla wzajemrmdgspresji
catkowitego mRNA IGF-1 oraz #hych izoform (A, B, C, P1 i P2) transkryptu genu
w kontroli.

Transkrypt calk. IGF-1 IGF-1P1 IGF-1P2 IGF-1A |IGF-1B IGF-1C

catk. IGF-1 = 0,799 0,284 0,598 0,161 0,754
IGF-1 P1 0,799 - 0,492 0,871 0,305 0,714
IGF-1 P2 0,284 0,492 = 0,774 0,913 0,512

IGF-1A 0,598 0,871 0,774 - 0,609 0,670
IGF-1B 0,161 0,305 0,913 0,609 - 0,477
IGF-1C 0,754 0,714 0,512 0,670 0,477 -

Objasnienia: wyttuszczon czcionky zaznaczono warfoi wspoétczynnika r, dla ktorych p<0,05
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4.7. Immunohistochemiczna (IHC) analiza lokalizacji i nasilenia ekspresji IGF-1
oraz wybranych biatek proliferacyjnych i wskaznikow apoptozy w CRC i w kontroli

4.7.1. Biatko IGF-1

Badanie IHC dotycre wykrywania biatka IGF-1 wykonano na skrawkachafinowych
materiatlu tkankowego utrwalonego rutynowo w zbufmmoej formalinie, uzyskanych od
pacjentow z CRC. Kontrelstanowity morfologicznie prawidtowe fragmenggiany jelita
grubego od tych samych pacjentéw. Kongrpbzytywry dla oceny reakcji IHC na IGF-1
stanowity skrawki parafinowe z fragmentami zdrowsjroby ludzkiej.

Pozytywry reakcg IHC na biatko IGF-1 udato siwykaza w 14/31 przypadkach CRC (45%)
i w 11/31 (35%) fragmentach kontrolnego jelita grgb i nie byly to rénice statystycznie
istotne (p>0,05).

Ekspresja IGF-1 byta bardzo zrécowana indywidualnie, od silnego homogennego
(lub ziarnistego) typu zabarwienia gkszasci komérek raka (Tablica 1A), poprzez stabsz
intensywna¢ reakcji IHC (Tablica 1B), do nielicznych neoplastgie zmienionych komorek
CRC z wyranie przypodstawn lokalizacp produktu barwnego na to biatko (Tablica 1C).
Niekiedy wystpowata staba rozsiana w catej komoérce, reakcja har(¥ablica 1D). Biatko
zlokalizowane byto w cytoplazmie transformowanyclmdrek CRC (Tablica 1A-E)
lub prawidtowych komérek nabtonka gruczotowego (i@blF). Pozytywnym odczynem na
IGF-1 cechowaty si takie pojedyncze komorki limfoidalne obecne w fmdlisku
tacznotkankowym guza (Tablica 1E). We fragmentaclwjg®ewego jelita grubego, IGF-1
zlokalizowano zaréwno w komodrkach btorjuzowej nabtonka oraz krypt jelitowych
(Tablica 1F), jak rownie w komorkach tkankigcznej (amina proprig, oraz komaorkach
miesniowych gtadkich btony mggniowej (Tablica 1G).

W kontroli pozytywnej (wtroba) uzyskano intensywny i wymy odczyn barwny,
zlokalizowany w cytoplazmie wkszasci widocznych w polu widzenia hepatocytow (Tablica
1H).

Nie obserwowano uprzywilejowanych miejsc wykrywani@F-1 w obebie badanego
fragmentu guza jelita grubego (centrum, obezgyuza) czysciany prawidtowego jelita
grubego.

W obu badanych fragmentach jelita grubego (CRCheotet wykonano take ocer
potilosciowg ekspresji biatka IGF-1 w skali wg Remmele i Stagneryniki te poréwnano
z zastosowaniem odpowiednich testow statystycznyelsilenie reakcji IHC na to biatko nie
réznito sie istotnie pomg¢dzy grup badarg (CRC) a kontra (Tabela 17).
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4.7.2. Antygen proliferacyjny Ki-67

Obserwowano wylcznie pdrowa lokalizacg biatka Ki-67 2z réanym odsetkiem
immunopozytywnych komorek i ztdicowanym stopniem nasilenia reakcji barwnej. W CRC
wykrywano czsto szczegolnie nasilgmeakcg na Ki-67, obecaw niekiedy bardzo licznych
polimorficznych gdrach transformowanych komorek raka (Tablica 2A)zyRywny odczyn
IHC w skrawkach kontrolnych widoczny byt gtownie wadrach przypodstawnie
zlokalizowanych komérek nabtonka gruczotowego (i@bl2B). Pozytywn reakcg na to
biatko (wykrywalnac¢) obserwowano u 25/31 (81%) pacjentéw z CRC i w22@krawkach
kontrolnych (74%) i nie byly to tmice znamienne (p>0,05).

Obliczenia iléciowe (wyhcznie pdrowa lokalizacja biatka), wykazaly istotnie sy
ekspresj Ki-67 w rakach jelita grubego w poroéwnaniu z koatgr(Tabela 17).

Tabela 17.Ocena ekspresji IGF-1 i wybranych biatek cyklu Kokowego oraz apoptozy
w CRC (grupa badana) i kontroli z zastosowanienh gédosciowych (test Wilcoxona).

Wykrywany . .
grupa n mediana min. maks. p testu
antygen*
CRC 31 0,00 0,00 12,00
IGF-1 kontrola 31 0,00 0,00 12,00 0,642
CRC 31 3,00 0,00 4,00
Ki-67 kontrola 27 1,00 0,00 3,00 <0,001
CRC 31 4,00 3,00 4,00
PCNA kontrola 27 3,00 1,00 4,00 0,002
CRC 28 0,00 0,00 3,00
Cyklina D1 kontrola 25 0,00 0,00 0,00 0,005
CRC 31 2,00 0,00 4,00
p53 kontrola 31 0,00 0,00 0,00 <0,001
CRC 30 3,00 0,00 6,00
Kaspaza-3 kontrola 28 3,00 0,00 6,00 0,020
CRC 28 0,00 0,00 3,00
Bcl-2 kontrola 24 0,00 0,00 3,00 5
CRC 31 0,00 0,00 8,00
Biatko AKT kontrola 27 0,00 0,00 8,00 0,173
Objasnienia: n — liczba pacjentow; * - skala potidoiowa oceny reakcji IHC (patrz Materiat

i Metody); ** - ze wzgldu na identyczne wyniki, nie date &h poréwna statystycznie
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4.7.3. Pozostate biatka proliferacyjne: PCNA i cykha D1

Biatko PCNA (ang.proliferating cell nuclear antigenréwniez lokalizowato s¢ w jagdrach
komorkowych (Tablica 2C-D). W przypadku tkanek zmid@ych nowotworowo, pozytywna
reakcja IHC na PCNA obejmowata bardzo licziarg morfologicznie zmienionego nabtonka
gruczotowego, ale tak komorek pogtieliska fcznotkankowego (Tablica 2C). W skrawkach
kontrolnej btonysluzowej, obejmowata gtdwnie dzigle s¢ komorki u podstawy krypt
jelitowych (Tablica 2D). Badanie IHC cykliny D1 wgkato obecni@ tego biatka réwnig na
terenie gder komorkowych i to zarowno w CRC (Tablica 2Ek jj&ontroli (Tablica 2F).
Nalezy zaznacz§, iz wykrywalngs¢ PCNA w obu badanych fragmentach tkanek
(rak/kontrola) byta 100%, natomiast w przypadku leyk D1 — w CRC wykrywano jej
obecnd¢ jedynie w 11/28 (39%) przebadanych tkanek, a njkeryio w zadnym preparacie
kontrolnym. Zaréwno w CRC, jak i w kontroli, nagile reakcji IHC na oba biatka byto

wyzsze w CRC w poréwnaniu z kontgd[Tabela 17).

4.7.4. Biatka proapoptotyczne: p53 i kaspaza-3

Biatko p53 wykrywano wgdrach komorek nowotworowych u 19/31 (61%) pacjentawie
wykryto w zadnym fragmencie prawidtowego jelita grubego. RgaKEIC na to biatko
w CRC byta z reguty bardzo intensywna i obejmowazsto niemate wszystkie
transformowane komorki guza (Tablica 2G), €habserwowano i fragmenty tkanek CRC
gdzie wykrywalné¢ biatka dotyczyta tylko niektorych, zwlaszcza patirficznych pder
komdrkowych (Tablica 2H).

Aktywna formg kaspazy-3 jako przedstawiciela efektorowe] fazpmpzy obserwowano
natomiast w cytoplazmie komoérekzigych w obgbie zmienionych nowotworowo krypt
jelitowych (Tablica 3A). W kontroli obserwowano pogwna reakcg IHC w cytoplazmie
komoérek gruczotowych krypt oraz komorek naciekéwpaaych (Tablica 3B). Gzstas¢
wystepowania ekspresji tego biatka (wykrywa$dd byta znamiennie wasza w CRC (90%)
w poréwnaniu z kontral (59% tkanek) (p<0,05). Pod wzdkem ilgciowym wykazano
réwniez istotnie weksz ekspresj tego biatka w CRC aiw kontroli (p<0,05) (Tabela 17).

4.7.5. Biatko antyapoptotyczne Bcl-2

Zarowno w CRC, jak i tkankach kontrolnych jelitaugego, pozytyws reakcg na biatko
antyapoptotyczne Bcl-2 wykrywano w pojedynczych Kokach zmienionych morfologicznie
oraz licznych naciekowych komorkach limfoidalnych podcielisku gcznotkankowym

(Tablica 3C) i to u pojedynczych chorych (u dwochcjpntow z catej grupy badanej i
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kontrolnej, 7%). Dominowata lokalizacja dookotadja komorkowego (Tablica 3C).
W kontroli réwniez wykrywano bardzo staby odczyn barwny na to bigfkablica 3D).
W zwigzku z tak matym odsetkiem immunopozytywnych komoéraekentycznym w obu

grupach nie dato sitych wynikow porowné statystycznie (Tabela 17).

4.7.6. Biatko AKT

Biatko to naley ufosforylowanych postaci kinaz biatkowych z rauziAKT (Akt-1, -2, -3).
Antygen ten zlokalizowano gtéwnie w cytoplazmie kiek raka jelita grubego
(Tablica 3E-G) czy komorek gruczotowych prawidtovibpny sluzowej jelita (Tablica 3H).
W przypadku komoérek CRC fragmenty guzaméy si¢ intensywndcia reakcji IHC, od
intensywnej, gtownie przy szczycie komorki (Tabli&E), do stabszej rozsianej po
cytoplazmie catej komorki (Tablica 3F-G).

Ekspresj biatka AKT w CRC wykazano u 13/31 (42%) pacjentdw poroéwnaniu z 6/27
(22%) fragmentami odpowiedniej kontroli, jednak niety to r&nice statystycznie
znamienne (p>0,05). Nie uchwycono réwnigdznic statystycznie istotnych w nasileniu

reakcji immunohistochemicznej pogdizy grupami (p<0,05) (Tabela 17).

4.8. Korelacje pomedzy ekspresy IGF-1 (mRNA i biatko) a ekspresp wybranych biatek
proliferacji komorkowej i apoptozy w grupie CRC

Badania obecne nie wykazaly istotnej statystyckorelacji pom¢dzy ekspregj catkowitego
MRNA IGF-1 i samego peptydu IGF-1 w grupie badgipej0,05) (Tabela 18). Ekspresja
calkowitego mMRNA IGF-1 nie byla rownieskorelowana z eksprgspadnego z biatek
proliferacyjnych, apoptozy czy biatka AKT. Na uwagastuguje jednak wykazanie &o
silnych pozytywnych korelacji porulzy ekspregjizoformy mRNA P2 i IGF-1B a eksprasj
MRNA Ki-67. Innymi stowy wraz ze wzrostem wgkaka proliferacji Ki-67 na poziomie
MRNA, wzrastala ekspresja dwoch wariantow mRNA [GR. mRNA promotora 2 IGF-1
i wariantu mRNA IGF-1B. Nie byto takich korelacjomicdzy ekspregj Ki-67 na poziomie
biatka z ekspregjpowyzszych wariantow mRNA IGF-1.

Stabe i zaskakagfo negatywne korelacje wykazano natomiast pdey ekspregj izoformy
MRNA P1iIGF-1A a ekspregpiatka proliferacyjnego PCNA.

Negatywna korelacja (rowniedosy staba) dotyczyta réwnie ekspresji izoform mRNA
IGF-1P2 i IGF-1A i ekspresji biatka antyapoptotyego Bcl-2.

Natomiast ekspresja izoformy mRNA IGF-1B pozytywhkmrelowata w badanym materiale

tkankowym z ekspregjmarkera aktywnej apoptozy, tj. kaspazy-3 (dostgba korelacja).
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Z ekspregj przedstawiciela bialek apoptozy (aktywna kaspgzaéedelowata pozytywnie
takze ekspresja mRNA Ki-67 w badanych rakach jelitsbggo.
Ekspresja biatka Ki-67 korelowata pozytywnie z aksp biatka p53 (r=0,654, wysoki

wspotczynnik korelacji) (Tabela 18).

Tabela 18. Wartasci wspotczynnikow korelacji Spearmana peday ekspregj IGF-1
(biatko, mRNA), izoform mRNA IGF-1 oraz eksprgsnarkeréw proliferacji komérkowe;j
i apoptozy w raku jelita grubego (CRC).

biatko mMRNA biatko PCNA cyklina p53 kaspaza- Bcl-2 AKT
IGF-1 | Ki-67 Ki-67 D1 3

catk. nNRNA IGF-1  -0,232 0,238 -0,142 -0,206 0,012 0,066 0,289 -0,292 0,216

biatko IGF-1 - 0,300 0,104 0,158 -0,245 - 0,314 0,111 -0,199
0,084

MRNA P1 -0,188 0,278 0,063 -0,396 -0,107 0,047 0,122 -0,343 0,137

MRNA P2 0,054 0442 0,168 -0,124 -0,093 0,130 0,294 -0,395 0,103

MRNA IGF-1A -0,065 0,372 0,109 -0,387 -0,192 0,031 0,160 -0,412 0,054
MRNA IGF-1B 0,117 0,477 0,038 0,074 -0,061 0,060 0,379 -0,326 0,049
MRNA IGF-1C -0,114 0,210 0,023 -0,321 -0,064 0,130 0,222 -0,343 0,022

MRNA Ki-67 0,300 - 0,025 -0,230 -0,035 0,459 -0,164 -0,200

0,070
biatko Ki-67 0,104 0,025 = -0,176 0,162 0,654 0,089 -0,009 -0,083

Objasnienia: wyttuszczom czcionk zaznaczono warfoi wspotczynnika r, dla ktorych p<0,05
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4.9. Korelacje pomiedzy ekspresp IGF-1 (mMRNA i biatko) a ekspresp wybranych
biatek proliferacji komorkowej i apoptozy w grupie kontrolnej

Badania obecne nie wykazaty rOwniestotnej statystycznie korelacji pogdiy ekspres
catkowitego mMRNA IGF-1 i samego peptydu IGF-1 w tkomym jelicie grubym (p>0,05)
(Tabela 19). Badanie korelacji pojdzy ekspregj IGF-1 na poziomie mRNA i biatek
proliferacyjnych we fragmentach kontrolnego jelitgrubego wykazalo zaskakgp
negatywne korelacje portzy ekspregj niektorych izoform mRNA IGF-1 (P2, B i C)
a ekspregj samego biatka IGF-1. Zaréwno ekspresja catkowiteaNA IGF-1, jak i samego
biatka IGF-1 byly negatywnie skorelowane z ekspréd3CNA, czyli wraz ze wzrostem
proliferacji, malata ekspresja IGF-1 (mMRNA, dojeabiatko). Dla ekspresji catkowitego
transkryptu IGF-1 dodatkowo wykazano negatywrkorelacg z ekspreg biatka
antyapoptotycznego Bcl-2. Ekspresja izoformy Plzéalwykazywata negatywnkorelacg
z ekspregj biatka Bcl-2 oraz Ki-67. Ekspresja izoformy IGF-1$ta natomiast pozytywnie
skorelowana zarowno z ekspegbjatka Bcl-2, jak i biatka AKT (Tabela 19).

Tabela 19. Wartcsci wspotczynnikow korelacji Spearmana pedry ekspreg IGF-1
(biatko, mMRNA), izoformami mRNA oraz eksprgsmarkerow proliferacji komaérkowej
i apoptozy w kontroli.

biatko MRNA biatko PCNA kaspaza- Bcl-2 = AKT

IGF-1 Ki-67 Ki-67 3
catk. mRNA IGF-1 -0,112 0,068 -0,184 -0,42( -0,346 -0,479 -0,285
biatko IGF-1 = 0,021 -0,114 -0,454  -0,156 -0,226 -0,365
MRNA P1 -0,128 0,206 -0,414 -0,199 -0,262 -0,414 -0,130
MRNA P2 -0,486 0,232 0,392 0,269 0,012 0,392 0,303
MRNA IGF-1A -0,296 0,286 0,076 0,066 -0,163 -0,044 0,022
MRNA IGF-1B -0,554 0,063 0,154 0,274 -0,025 0,457 0,427
MRNA IGF-1C -0,493 0,037 0,175 0,167 -0,219 0,022 0,156
MRNA Ki-67 0,021 - 0,150 0,052 -0,119 0,150 -0,164
biatko Ki-67 -0,114 0,128 = 0,507 0,201 0,148 0,379

Objasnienia: wyttuszczom czcionk zaznaczono warfoi wspotczynnika r, dla ktérych p<0,05.
Niemaliwa byta ocena korelacji poralzy ekspregjbadanych wariantéw transkryptow i biatka IGF-
1 a ekspregj p53 i cykliny D1, gdyte ostatnie biatka nie ulegaty ekspresji w koritrol
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4.10. Ekspresja IGF-1 (mRNA, biatko) oraz Ki-67 (mRA, biatko) a wybrane dane
kliniczne pacjentow z rakiem jelita grubego (CRC)

4.10.1. Ekspresja IGF-1 i Ki-67 a stopig ztosliwosci histologicznej (ang.grade

Wyniki te przedstawiono w Tabeli 20. Nie udate siykaza réznic statystycznie istotnych
w ekspresji sktadnikéw systemu IGF-1 (mRNA, biatkaynych izoform mRNA IGF-1 oraz
ekspresji antygenu Ki-67 (mMRNA i biatko) w zatesci od stopnia histologicznej Zowvosci
CRC (ang.grade, Q. Nalezy dod&, iz ze wzgédu na liczebn& poréwnywanych grup,
analiz t¢ mozna byto przeprowadzijedynie dla parametru G2 (n=21) i G3 (h=8yade 1
dotyczyt jednego guza (pacjent 29, Tabela 1, pekiati Metody).
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Tabela 20.Poréwnanie iléciowej ekspresji catkowitego IGF-1 (MRNA, biatko)vszystkich

izoform mRNA IGF-1 oraz Ki-67 (mMRNA i biatko) w znosci od stopnia ziéliwosci

histologicznej (G2 i G3) raka jelita grubego (CR@st Manna-Whitney’'a).

Transkrypt/biatko
catk. mRNA IGF-1

IGF-1 biatko*

MRNA IGF-1P1

MRNA IGF-1P2

MRNA IGF-1A

MRNA IGF-1B

MRNA IGF-1C

MRNA Ki-67

biatko Ki-67*

n
21

21

8

21

8

21

8

21

8

21

8

18

8

21

8

grupa

G2

G3

G2

G3

G2

G3

G2

G3

G2

G3

G2

G3

G2

G3

G2

G3

G2

G3

mediana

867,50

1608,62 162,46

0,00

0,00

167,25

418,74

530,50

752,09

128,80

334,99

127,78

368,51

2,89

7,51

3,00

2,00

maks.

458963,00 99893,22

30369,41 10262,04

12,00

6,00

1969,20

1586,59

2117,19

2324,08

23855,21

1934,00

640,58

1875,00

158,11

40,19

194126,43 182380,32 20329,34 456320,95 120770,06

179703,27 114491,33 15779,50 428517,47 138189,34

4,00

4,00

testu

0,301

0,520

0,218

0,139

0,114

0,168

0,582

0,644

0,140

Objasnienia: n — liczba o0s6b; * - ekspresja oszacowana w sgélilosciowej (p. Materiat i Metody);
G (ang. grade) 2,3 odpowiednio; p —poziom istétindSD — odchylenie standardowe



4.10.2. Ekspresja markeréw proliferacji komorkowej i apoptozy a stopi@é ztosliwosci
histologicznej (ang.grade

Ze wzgkdu na zbyt mat liczebnd¢ grupy zgrade 1 (G1) poréwnanie wykonano jedynie
pomiedzy tkankami raka ze stopniem dlavosci histologicznej G2 i G3.

Nie wykazano statystycznie istotnychzmc w ekspresji biatek proliferacji komorkowe;j
(PCNA, cyklina D1), biatek apoptozy (p53, kaspaza [Batka anty-apoptotycznego Bcl-2
oraz biatka AKT pomidzy tkankami zgrade 2 i 3 raka jelita grubego. Istotnie ¢kszy
ekspresj biatka p53 wykazano natomiast u chorych zzsmym stopniem

zroznicowania/ztgliwosci histologicznej (G2) w porownaniu z G3 (Tabelg.21

Tabela 21.Poréwnanie iléciowej ekspresji markeréw proliferacji komorkoweppoptozy
w zaleznosci od stopnia ziéliwosci histologicznej (G2 i G3) CRC (test Manna-Whittegy

Marker* n grupa mediana min. maks. p testu
21 G2 4,00 3,00 4,00
PCNA 8 G3 4,00 3,00 4,00 0.980
20 G2 0,00 0,00 3,00
Cyklina D1 8 G3 0,00 0,00 1,00 0,500
21 G2 2,00 0,00 4,00
pS3 8 G3 0,00 0,00 3,00 0,050
21 G2 3,00 0,00 6,00
Kaspaza-3 7 G3 3,00 0,00 6,00 0,800
20 G2 0,00 0,00 3,00
Bcl-2 7 G3 0,00 0,00 0,00 0,730
21 G2 0,00 0,00 6,00
Biatko AKT 8 G3 1,50 0,00 8,00 0.580
Q'\tAJjain(;e;\ia: n — liczba pacjentéw; * - skala potifoiowa oceny reakcji IHC (patrz Materiat
i Metody

4.10.3. Ekspresja IGF-1, Ki-67, biatek proliferacji komérkowej oraz apoptozy
a nasilenie zmian zapalnych (parametr CLR) w grupibadane;j
Udato s¢ porowna nasilenie ekspresji IGF-1 i Ki-67 jedynie dla veddi 1 (n=13) oraz 2

(n=16) dla parametru CLR (an@rohn's disease-like reactipnNie wykazano istotnych
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statystycznie rinic w ekspresji IGF-1 (MRNA, warianty mRNA, biatkojaz Ki-67 (MRNA

i biatko) pomedzy r&nymi wartgciami CLR, tj. obecngria mniejszych lub wikszych
skupisk komorek limfoidalnych wécianie jelita grubego z CRC (p>0,05 we wszystkich
przypadkach) (Tabela 22).

Nie wykazano réwnie istotnych statystycznie zdic w ekspresji biatlek proliferaciji

i apoptozy komorek w CRC, u ktérych porownano pasmCLR 1 i 2 (p>0,05
we wszystkich przypadkach) (Tabela 22).
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Tabela 22.Poréwnanie iléciowej ekspresji catkowitego IGF-1 (MRNA, biatko)vszystkich
izoform mMRNA IGF-1, Ki-67 (mRNA i biatko) oraz biek proliferacyjnych i apoptozy

w zaleznosci od parametru CLR (1 i 2) w grupie badanej (Mahna-Whitney'a).

Transkrypt/biatko

n

catk. mRNA IGF-1 13

IGF-1 biatko*

MRNA IGF-1P1

MRNA IGF-1P2

MRNA IGF-1A

MRNA IGF-1B

MRNA IGF-1C

MRNA Ki-67

biatko Ki-67*

PCNA*

cyklina D1*

p53*

kaspaza-3*

Bcl-2*

biatko AKT*

16
13
16
13
16
13
16
13
16
13
16
13
16
11
15
13
16
13
16

13
13

13
16

13
15

13
13

13
16

CLR*

N PP NMNEFEP NMNPEP NP DNMNPEPDNPEPEPDNMNEDNMNEDNDNPEDNPRE

srednia

1464,85
31956,90

577,14
444,46
684,25
713,25

2257,38
457,53
303,16
337,19

22,31
9,38

207724,92 237523,68 15779,50 456320,95 118935,44
185773,45 172621,58 20329,34 428517,47 129533,37

3,00
3,00
4,00
4,00

0,00
1,00

0,00
2,50

3,00
3,00

0,00
0,00

0,00
1,50

mediana  min.
867,50 102,00
1474,85 104,56
3,00 0,00
0,00 0,00
342,50 26,03
318,30 23,90
618,80 22,00
495,76 1,00
258,50 65,29
262,79 8,00
127,78 0,20
149,78 9,45
2,89 0,00
5,20 0,31

0,00
0,00
3,00
3,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
0,00

0,00
0,00

maks.

6393,91

458963,0( 114102,85

12,00
12,00
1969,20
1586,59
2117,19
2324,08
23855,21
1934,00
779,63
1875,00
158,11
41,00

4,00
4,00
4,00
4,00

3,00
1,00

4,00
4,00

6,00
6,00

0,00
3,00

8,00
6,00

SD

1891,20

677,25
456,42
579,07
720,43
6509,58
520,41
315,21
464,70
44,82
12,87

p
testu

0,184

0,232

0,914

0,779

0,846

0,812

0,619

0,474

0,746

0,374

0,418

0,199

0,525

0,511

0,948

Objasnienia: n — liczba 0so6b; * - ekspresja oszacowana w sgélilosciowej (p. Materiat i Metody);
CLR (ang.Crohn's disease-like reactipn, 2 odpowiednio; p —poziom istofieg SD — odchylenie

standardowe



4.10.4. Poréwnanie ekspresji wybranych skladnikéw © IGF (mMRNA i biatko), Ki-67
(mRNA i bialko) oraz markeréw proliferacyjnych i apoptozy w rakach o typie
sluzotwdrczym i pozostatych nowotworach jelita grubgo

Nie wykazano statystycznie istotnychemic w ekspresji sktadnikéw osi IGF-1 na poziomie
MmRNA i biatka, porownuc typ sluzotworczy gruczolakoraka afenocarcinoma
mucinosum/partim mucinosum)pbzostatymi typami CRC. Nie byto ta istotnych rénic

w ekspresji antygenu Ki-67 (MRNA i biatko) ¢dizy tymi grupami (Tabela 23).

Tabela 23.llosciowa ekspresja catkowitego IGF-1 (mMRNA, biatkoyvszystkich izoform
MRNA IGF-1 oraz Ki-67 (MRNA i biatko) u pacjentow adenocarcinoma mucinosum
vSs.pozostate typy rakow jelita grubego (test Mannaiwéy’a).

Transkrypt/biatko n grupa srednia mediana  min. maks. SD p
catk. mMRNA IGF-1 = 9 mucinosum 4148,73 486,24 162,46 30369,41 9873,83 =
22 pozostate 22419,95 1204,60 61,34  458963,0( 97519,09 0,623
biatko IGF-1* 9 mucinosum - 3,00 0,00 12,00 -
22  pozostate - 0,00 0,00 12,00 - 0,403
MRNA IGF-1P1 9 mucinosum 483,11 342,50 32,16 1535,50 545,26
22 pozostate 470,74 287,64 15,01 1969,20 567,85 0,848
MRNA IGF-1P2 9 mucinosum 673,16 618,80 114,48 1514,00 517,32
22 pozostate 656,12 495,76 1,00 2324,08 702,49 0,507
MRNA IGF-1A 9 mucinosum 571,70 296,61 65,29 1934,00 638,83
22 pozostate 1447,11 231,42 8,00 23855,21 5023,58 0,428
MmRNA IGF-1B 9 mucinosum 423,81 127,78 3,00 1875,00 612,15
22 pozostate 256,29 142,96 0,20 779,63 257,52 0.814
MRNA IGF-1C 9 mucinosum 8,50 1,27 0,00 37,00 12,12
22 pozostate 16,60 3,78 0,31 158,11 35,58 0,781
MRNA Ki-67 9 mucinosum 207581,83 220851,94 15779,50 428517,47 130792,88
19 pozostate 177760,31 172621,58 20329,34 456320,95 120215,97 0,468
biatko Ki-67* 9 mucinosum - 2,00 0,00 4,00 -
22 pozostate - 3,00 0,00 4,00 - SR

Objasnienia: n — liczba o0s6b; p — poziom istofieg SD — odchylenie standardowe; * - ekspresja
oszacowana w skali pétifoiowej (p. Materiat i Metody)
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Nie wykazano rénic statystycznie istotnych w ekspresji markerowlifgracyjnych, biatek
apoptozy i biatka AKT pomgdzy adenocarcinoma mucinosum/partim mucinosum
a pozostatymi typami nowotworow jelita grubego (5w kadym przypadku) (Tabela 24).

Tabela 24.llosciowa ekspresja markerow proliferacyjnych, biatgdogtozy i biatka AKT
u chorych z adenocarcinoma mucinosunvs. pozostate typy raka jelita grubego
(test Manna-Whitney'a).

Marker* n grupa mediana min. maks. p testu
9 mucinosum 4,00 3,00 4,00

0,848
PCNA 22 pozostate 4,00 3,00 4,00
8 mucinosum 0,00 0,00 3,00

. 0,566
Cyklina D1 20 pozostate 0,00 0,00 1,00
9 mucinosum 0,00 0,00 3,00

0,064
pS3 22 pozostate 2,00 0,00 4,00
8 mucinosum 3,00 0,00 6,00

0,730
Kaspaza-3 22 pozostate 3,00 0,00 6,00
8 mucinosum 0,00 0,00 0,00

0,709
Bcl-2 20 pozostale 0,00 0,00 3,00
9 mucinosum 0,00 0,00 8,00

. 0,781
Biatko AKT 22 pozostate 0,00 0,00 6,00

Objasnienia: n — liczba pacjentow; * - skala potidoiowa oceny reakcji IHC (patrz Materiat
i Metody)

4.10.5. Ekspresja IGF-1 i Ki-67 a makroskopowy typaka jelita grubego

Nie udato s} wykaza& roznic w ekspresji IGF-1 i jego izoform mRNA oraz aggyu Ki-67
(mRNA i biatko) pomédzy makroskopowo ptaskim i wypuktym typem rakatgelgrubego
(Tabela 25).
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Tabela 25.Poréwnanie iléciowej ekspresji catkowitego IGF-1 (MRNA, biatko)vszystkich
izoform mMRNA IGF-1 oraz Ki-67 (mMRNA i biatko) w zzinosci od makroskopowego typu
CRC (test Manna-Whitney'a).

Transkrypt/biatko n grupa s$rednia mediana  min. maks. SD teztu
catk. NRNA IGF-1 13 F 1563,92 867,50 112,97 6393,91 2059,94
18 P 28347,02 1398,74 61,34 458963,0( 107691,28 0,708
biatko IGF-1* 13 F - 0,00 0,00 6,00 -
18 P - 1,50 0,00 12,00 - 0,650
mMRNA IGF-1P1 13 F 596,48 342,50 26,03 1969,20 671,78
18 P 386,11 213,13 15,01 1582,13 447,31 0,352
mRNA IGF-1P2 13 F 791,99 597,66 94,20 2324,08 715,23
18 P 566,52 352,56 1,00 2013,12 593,28 0,352
MRNA IGF-1A 13 F 509,47 258,50 69,12 1665,87 549,56
18 P 1686,59 263,31 8,00 23855,21 5552,11 0,650
MRNA IGF-1B 13 F 298,79 255,99 3,00 743,48 269,89
18 P 309,36 103,89 0,20 1875,00 466,20 0.767
MRNA IGF-1C 13 F 13,05 3,26 0,00 62,63 20,16
18 P 15,11 3,10 0,31 158,11 36,99 0,922
MRNA Ki-67 11 F 142414,86 115136,14 15779,50 273451,53 86082,58
17 P 216418,76 237523,68 20329,34 456320,95 135032,74 0,147
biatko Ki-67* 13 F - 3,00 0,00 4,00 -
18 P - 1,50 0,00 4,00 0,418

Objasnienia: n — liczba o0s6b; * - ekspresja oszacowana w sgélilosciowej (p. Materiat i Metody);
F — ptaski (ang. flat) typ; P (ang. protruded) —pukty typ CRC; p —poziom istotfas; SD — odchylenie
standardowe

4.10.6. Ekspresja markeréw proliferacji komorkowej i apoptozy a makroskopowy typ
raka jelita grubego

Biorac pod uwag makroskopowy typ raka, tj.. ptaski (andlat, F) vs. wypukly

(ang.protruded P), jedynie w przypadku aktywnej kaspazy-3, wyaz znamiennie wksz

ekspresj tego markera apoptozy w wypuklym w porownaniu askim typem CRC
(Tabela 26).
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Tabela 26.Poréwnanie iléciowej ekspresji markeréw proliferacji komorkoweppoptozy
w zaleznosci od makroskopowego typu (ptaski, wypukty) CRGs{telanna-Whitney’a).

Marker* n grupa mediana min. maks. p testu
13 F 4,00 3,00 4,00

0,828
PCNA 18 P 4,00 3,00 4,00
13 F 1,00 0,00 1,00

. 0,294
Cyklina D1 15 P 0,00 0,00 3,00
13 F 0,00 0,00 4,00

- 0,294
P 18 P 2,00 0,00 4,00
13 F 3,00 0,00 6,00

< 3 0,015
aspaza- 17 P 3,00 3,00 6,00
13 F 0,00 0,00 3,00

Bel.2 0,964
- 15 P 0,00 0,00 3,00
13 F 3,00 0,00 8,00

: 0,294
Biatko AKT 18 P 0,00 0,00 6,00

Objasnienia: n — liczba pacjentow; * - skala potidoiowa oceny reakcji IHC (patrz Materiat

i Metody); F — ptaski (ang. flat); P — wypukly (amgotruded)

4.10.7. Ekspresja IGF-1 i Ki-67 a lokalizacja rakgelita grubego

Nie udato s} wykaza roznic w ekspresji IGF-1 i rych izoform mRNA genu IGF-1
oraz Ki-67 (mMRNA, biatko) w zalaosci od proksymalnego czy dystalnego umiejscowienia
raka jelita grubego (Tabela 27).

Podobnie w kontrolnej tkance jelita grubego nieskayo istotnych rnic w ekspresji IGF-1
(mRNA i rézne warianty mRNA, biatko) oraz Ki-67 (mRNA, bialkay zaleznosci od
odcinka jelita grubego (proksymalny, dystalny) (¥ we wszystkich przypadkach)
(Aneks, zadcznik nr 2).
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Tabela 27.Poréwnanie iléciowej ekspresji catkowitego IGF-1 (MRNA, biatko)vszystkich
izoform mRNA IGF-1 oraz Ki-67 (mRNA i biatko) w z&nosci od lokalizacji CRC
(odcinek proksymalnys. dystalny) (test Manna-Whitney’a).

Transkrypt/biatko

catk. mRNA IGF-1

biatko IGF-1*

MRNA IGF-1P1

MRNA IGF-1P2

MRNA IGF-1A

MRNA IGF-1B

MRNA IGF-1C

MRNA Ki-67

biatko Ki-67*

n

10

21

10

21

10

21

10

21

10

21

10

21

10

21

9

19

10

21

odcinek
jelita
grubego
P
D

P

P

D

srednia  mediana

1427,19

24585,97

474,15

474,42

496,01

739,67

443,77

1549,72

127,79

389,28

10,16

16,20

187345,92 185788,49 62966,51 333215,33 95121,66

187345,74 172621,5¢ 15779,50 456320,9! 135407,66

1013,62

1015,78
0,00

0,00

287,64
342,50
306,91
621,32
264,73
258,50
96,41
255,99
3,64

3,26

3,00

3,00

min.

102,00

61,34
0,00

0,00

23,90
15,01
22,00
1,00
18,46
8,00
0,20
3,00
0,31

0,00

0,00

0,00

maks.

5764,52

458963,00C 99739,90

12,00

12,00

1586,59
1969,20
2324,08
2117,19
1342,50
23855,21
476,95
1875,00
40,19

158,11

4,00

4,00

SD

1747,15

592,22

547,47

682,75

628,83

478,18

5137,02

146,22

442,39

15,30

35,93

testu

0,492

0,819

0,852

0,184

0,917

0,087

0,574

0,772

0,416

Objasnienia: n — liczba 0so6b; * - ekspresja oszacowana w sgélilosciowej (p. Materiat i Metody);
P — proksymalny odcinek j. grubego; D — dystalnyimek j. grubego; p — poziom istokiui
SD — odchylenie standardowe
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4.10.8. Ekspresja markerow proliferacji komorkoweji apoptozy a umiejscowienie raka

jelita grubego

Ekspresja markeréw proliferacji komérkowej i apaptanie r@nita sk istotnie, poréwnujc

proksymalny i dystalny odcinek jelita grubego z ejgcowieniem CRC (Tabela 28).

Tabela 28.Poréwnanie iléciowej ekspresji markeréw proliferacji komorkoweppoptozy
w zaleznosci od lokalizacji CRC (test Manna-Whitney'a).

Marker* n grupa mediana min. maks. p testu
13 P 4,00 3,00 4,00

0,106
PCNA 18 D 4,00 3,00 4,00
11 P 0,00 0,00 3,00

. 0,578
Cyklina D1 17 D 0,00 0,00 1,00
13 P 1,00 0,00 4,00

53 0,373
P 18 D 2,00 0,00 4,00
12 P 3,00 2,00 6,00

< 3 0,950
aspaza- 18 D 3,00 0,00 6,00
11 P 0,00 0,00 3,00

B2 0,890
- 17 D 0,00 0,00 3,00
13 P 3,00 0,00 6,00

. 0,352
Biatko AKT 18 D 0,00 0,00 8,00

Objasnienia: n — liczba pacjentow; * - skala potidoiowa oceny reakcji IHC (patrz Materiat
i Metody)

4.10.9. Ekspresja IGF-1 i Ki-67 a klasyfikacja TNMraka jelita grubego

Nie udato s wykona& poréwna ekspresji IGF-1 i Ki-67 (mRNA, biatko) w #aych
wartcsciach klasyfikacji klinicznej T i M (zbyt mata liebnd¢é grup do poréwnania
statystycznego). Natomiast wykonano poroéwnanigetgkspresji dla parametru N, tj. dla
pacjentow bez przerzutow do regionalnychezidw chtonnych (NO) z pozostatymi
wartasciami N (N1 — przerzuty do trzechemtow i N2 — cztery i wgcej weztdw z obecnécia

przerzutéw raka).
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Analiza ta nie wykazata istotnychamic w ekspresji ani sktadnikéw osi IGF-1, ani arggg
proliferacyjnego Ki-67, bigt pod uwag obecn&¢ przerzutow do regionalnych gztow
chtonnych (Tabela 29).

Tabela 29.Poréwnanie iléciowej ekspresji catkowitego IGF-1 (MRNA, biatkoyvszystkich
izoform mMRNA IGF-1 oraz Ki-67 (mMRNA i biatko) w z&@nosci od obecnéci lub braku
przerzutow do regionalnych ¢ztéw chtonnych (N1, N2vs. NO) u pacjentow z CRC
(test Manna-Whitney'a).

Y
Transkrypt n grupa srednia  mediana  min. maks. SD testu
catk. mMRNA 14 NO 3223,69 1087,76 =~ 102,00 30369,41 7886,29
IGF-1 0,769
17 ' N1, N2 28555,6 867,5 61,34 458963,0 110929,7
biatko IGF-1* 14 NO - 1,50 0,00 12,00 -
0,518
17 ' N1, N2 - 0,00 0,00 12,00 -
MRNA IGF- 14 NO 390,23 214,59 26,03 1582,13 469,45
1P1 0,740
17 ' N1, N2 543,6 342,5 15,01 1969,2 617,7
MRNA IGF- 14 NO 586,74 620,06 22,00 1514,00 388,18
1P2 0,544
17 ' N1, N2 722,3 438,1 1,00 2324,1 806,5
MRNA IGF- 14 NO 2050,85 213,04 72,50  23855,21 6294,55
1A 1,000
17 ' N1, N2 486,5 296,6 8,00 1665,9 515,9
MRNA IGF- 14 NO 407,30 196,55 0,20 1875,00 509,05
1B 0,246
17 ' N1, N2 220,6 127.8 3,00 674,1 241.,5
MRNA IGF- 14 NO 14,74 2,36 0,35 158,11 41,48
1C 0,625
17 ' N1, N2 13,8 6,1 0,00 62,6 19,0
MRNA Ki-67 13 NO 220107,44 220851,94 62966,51 456320,95 119026,37
0,217
15 N1, N2 158952,4 116086,6 15779,50 412129,1 121410,1
biatko Ki-67* 14 NO - 3,00 0,00 4,00 -
0,799
17 ' N1, N2 - 3,00 0,00 4,00 -

Objasnienia: n — liczba 0so6b; * - ekspresja oszacowana w sgélilosciowej (p. Materiat i Metody);
p — poziom istotnii; SD — odchylenie standardowe
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4.10.10. Ekspresja markeréw proliferacji komorkoweji apoptozy a klasyfikacja TNM
raka jelita grubego

Takze w odniesieniu do ekspresji markeréw prolifer&gmaérkowej i/lub apoptozy udatoesi
poréwn& ekspresj tychze biatlek pomgdzy pacjentami bez przerzutow do regionalnych
weztow chtonnych (NO) z ekspresp pacjentow, ktorzy demonstrowali takie przerzdty
weztéw chtonnych (N1, N2). Nie obserwowano znamierdmg@nic w ekspresji tycke biatek

w zaleznosci od obecnéci lub braku przerzutéw doemtéw chtonnych (Tabela 30).

Tabela 30.Porownanie iléciowej ekspresji markerow proliferacji komorkoweppoptozy
w zaleznosci od braku (NO) i obecrdoi przerzutéw (N1-N2) do regionalnychemdow
chtonnych u pacjentéw z CRC (test Manna-Whitney'a).

Marker* n grupa mediana min. maks. p testu
14 NO 4,00 3,00 4,00

0,399
PCNA 17 N1, N2 4,00 3,00 4,00
12 NO 0,00 0,00 1,00

. 0,599
Cyklina D1 16 N1, N2 0,00 0,00 3,00
14 NO 0,50 0,00 4,00

3 0,262
pS 17 N1, N2 2,00 0,00 4,00
14 NO 3,00 0,00 6,00

K 3 0,525
aspaza- 16 N1, N2 3,00 0,00 6,00
12 NO 0,00 0,00 0,00

Bcl-2 0,599
cl- 16 N1, N2 0,00 0,00 3,00
14 NO 0,00 0,00 6,00

) 0,860
Biatko AKT 17 N1, N2 0,00 0,00 8,00

Objasnienia: n — liczba pacjentow; * - skala potidoiowa oceny reakcji IHC (patrz Materiat
i Metody)
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4.11. Ekspresja IGF-1 (mRNA, biatko), r@ne izoformy mRNA IGF-1 oraz ekspresja
Ki-67 (MRNA, biatko) a podstawowe wyniki bada pracownianych

W grupie chorych z CRC nie obserwowano statystyczstotnych korelacji poradzy
ekspresj IGF-1 (catkowite mRNA, izoformy mRNA, biatko), araKi-67 (mMRNA, biatko)

a wynikami bada morfologii krwi oraz s¢zenia glukozy u pacjentow z CRC (Tabela 31).

Tabela 31. Wartasci wspotczynnikow korelacji Spearmana peday ekspresj IGF-1
(mRNA, biatko), izoformami mRNA IGF-1 oraz antygeKir67 (MRNA, biatko) a danymi
kliniczno-laboratoryjnymi pacjentéw z CRC.

Transkrypt/biatko (lvg teak) henzogollgbina (V{/eé”é;)%tggll p+yt(kci5 /IT)rW | ng:lJ;/cijzla
catk. mMRNA IGF-1 -0,013 09,119 0,268 -0,024 -0,192
IGF-1 P1 0,077 -0,081 0,283 -0,184 -0,043
IGF-1 P2 0,163 0,134 0,208 -0,148 -0,056
IGF-1A 0,192 -0,121 0,199 -0,194 -0,039
IGF-1B 0,255 0,208 0,079 -0,033 -0,224
IGF-1C 0,009 0,040 0,341 -0,208 -0,022
biatko IGF-1* 0,133 0,213 -0,027 -0,250 -0,109
MRNA Ki-67 -0,050 -0,084 -0,043 0,117 -0,073
biatko Ki-67* 0,162 -0,085 0,118 -0,240 0,156

Objasnienia: * - ekspresja oszacowana w skali péitowej (p. Materiat i Metody)

4.12. Ekspresja IGF-1 oraz Ki-67 na poziomie mRNA yacjentdéw zyjacych i zmartych
w ciagu 5 lat od rozpoznania choroby

Nie obserwowano istotnych statystycznienié w tkankowej ekspresji catkowitego mRNA
IGF-1 oraz ra@nych izoform mRNA tego czynnika wzrostu, ani w alegjii mMRNA antygenu
Ki-67 u pacjentow, ktérzy przgli 5 lat (25 chorych) od chwili operacji i rozpcama CRC
w poréwnaniu do zmartych w tym okresie (&aa pacjentdw). Nie bylo rownie
znamiennych rénic w ekspresji biatlek proliferacji i apoptozy kore& w obu badanych
podgrupach CRC (Tabela 32).
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Tabela 32. Porownanie iléciowej ekspresji catkowitego mRNA IGF-1 oraz wskysh
izoform mMRNA IGF-1, Ki-67 (liczba kopii/ug RNA) orabiatek proliferacji i apoptozy
komorek (analiza pdtikciowa reakcji immunohistochemicznej) u pacjentowgrky zmarli
w ciggu 5 lat od operacji nowotworu jelita grubego (n=z6)ymi, ktorzyzyja po 5 latach
(rok 2015) od czasu zabiegu operacyjnego (n=25) fanna-Whitney'a).

Transkrypt/biatko grupa sredniatSD p testu
catk. mMRNA IGF-1 zmarli 2271+2108
zyjacy 20678191506 057¢
MRNA Ki-67 zmarli 212288+141838
zyjacy 180543+118939 0,80¢
Wariant (izoforma) mRNA
IGF-1 P1 (klasa I) zmarli 5811578
zyjacy 4494555 057¢
IGF-1 P2 (klasa I1) zmarli 1025+99
zyjacy 574+541 0,314
IGF-1A zmarli 592+437
zyjacy 1337+4719 0.28°
IGF-1B zmarli 361+287
zyjacy 2924415 0314
IGF-1C zmarli 11+15
zyjacy 15+34 0,C72
Biatka* Mediana/min./maks.
IGF-1 zmarli 0,00/0/00/4,00
zyjacy 0,00/0,00/12,00 0,391
Ki-67 zmarli 3,50/3,00/4,00
zyjacy 3,00/0,00/4,00 0,364
PCNA zmarli 4,00/3,00/4,00
zyjacy 4,00/3,00/4,00 0,752
Cyklina D1 zmarli 0,00/0,00/1,00
zyjacy 0,00/0,00/3,00 0,283
p53 zmarli 3,00/0,00/4,00
zyjacy 1,00/0,00/4,00 0,247
kaspaza-3 zmarli 3,00/3,00/6,00
zyjacy 3,00/0,00/6,00 0,481
Bcl-2 zmarli 0,00/0,00/0,00
zyjacy 0,00/0,00/3,00 0,764
AKT zmarli 0,00/0,00/3,00
zZyjacy 0,00/0,00/8,0 0,190

Objasnienia: p — poziom istotnai; * - wartosci oszacowane w skali poliloowej (p. Materiat
i Metody)
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4.13. Dane kliniczne grupy porownawczej (zmiany nmowotworowe jelita grubego,

»pseudoguzy”)

Grupe poréwnawcgz stanowito 17 pacjentdw ze zmianami nienowotworowjglita grubego,

wsrod ktérych dominowali pacjenci z przewleklymi aktyymi zmianami zapalnymi jelita
grubego: chorob Lesniowskiego-Crohna (n=8, 47%) colitis ulcerosa (n=4, 24%).

Polipowatd¢ jelita grubego z- lub bez uchytkéw rozpoznawankolejnych trzech chorych
(18%). U dwoch pacjentéw (12%) rozpoznano gruczledéwkowo-kosmkowega@enoma
tubulo-villosum (Rycina 14). Dla celow tej pracy, c&owo grug t¢ nazwano

.pseudoguzami” jelita grubego. Cechy dysplazji kokeodvej w grupie poroéwnawczej
wykazywano u sZeiu pacjentéw (pacjent nr 1, 2, 10, 11, 14, 15).

Kontrole w tej grupie stanowity fragmenty niezmienionegorfalmgicznie jelita grubego od
tych samych pacjentow (kontrola grupy poréwnawcGzkidra poddano analizie wytznie

w oparciu o technikRT-PCR.

50%
45%
40%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

Rycina 14. Rozktad odsetkowy pacjentéw z histologicznym typemian nienowotworowych
(grupa poréwnawcza, ,pseudoguzy”).
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Wiek pacjentow wahat siod 19 do 55 latsednia wieku 32+10 lat). ¥od chorych z grupy
poréwnawczej bylo 6 kobiet (35%) i 1lemtzyzn (65%).Srednia wieku kobiet (30+8)
i mezczyzn (34+10) nie rinita sk istotnie (p>0,05) (Tabela 33). Ghevartasci sredniego
stezenia glukozy we krwi w catej grupie pacjentow, omadzielnie u kobiet i grczyzn
Z grupy poréwnawczej, mieity sic w granicach normy, wykazano istotnieciszesrednie

stezenie glukozy we krwi u grczyzn w poréwnaniu z gragkobiet (Tabela 33).

Tabela 33 Wybrane dane kliniczne pacjentéw ze zmianamiaowaiworowymi jelita
grubego (pseudoguzy).

Cecha statystyczna n  zakres $rednia mediana  min.  maks. SD  ptestu
norm
Wiek (lata) K 6 29,67 2950 22,00 43,00 7,81
0,462
M 11 3355 3500 19,00 5500 10,58
Cala 17 32,18 31,00 19,00 55,00 9,63 -
grupa
K 6 9,97 950 7,70 12,60 2,22
0,808
Hemoglobina M 11 118 9,71 10,20 7,50 11,50 1,61
(g/d') 15,8
Cata 17 9,80 10,20 7,50 12,60 1,78 -
grupa
K 6 11,88 13,67 4,23 17,41 4,68
0,350
Leukocyty M 11 9,95 10,04 524 1432 2,96
(WBC; x10/1)
Cala 17 10,63 10,30 4,23 17,41 3,64 -
grupa
Glukoza(mgidl) K 6 84,67 8650 73,00 90,00 6,62
0,027
M 11 70.0- 9345 97,00 75,00 103,00 8,34
105,0
Cala 17 90,35 90,00 73,00 103,00 8,71 -
grupa
Plytki krwi K 6 282,33 257,00 200,00 470,00 9524
0,660
(G/1) M 11 ﬁ%— 260,64 254,00 148,00 383,00 75,62
Cata 17 268,29 257,00 148,00 470,00 80,77 -
grupa
Cata 17 - 500 2,00 5,00 - -

Grading* grupa
Objasnienia: * - ocena naciekdéw zapalnych w skali pétitmwej (p. Materiat i Metody); K - kobiety;
M - mezcz¥ni; SD - odchylenie standardowe; dane poréwnano astasowaniem testu
Manna-Whitney’'a
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4.13.1. Tkankowa ekspresja catkowitego mRNA [IGF-1 raz izoform splicingowych:
P1, P2 oraz IGF-1A, IGF-1B i IGF-1C

Tkankowy ekspresj catkowitego mRNA IGF-1 i wszystkich badanych w qyravariantow
MRNA IGF-1 wykrywano u kadego pacjenta grupy poréwnawczej zarbwno w pseudegu
jak i niezmienionej nowotworowo tkance jelita grgbeod tego samego pacjenta (kontrola),
uwzgkdniajgc zaréwno alternatywne egzony 1 i 2 (w zal&ci od wytego promotora P1
lub P2), jak i alternatywne izoformy splicingow&H-1A, IGF-1B i IGF-1C.

4.13.1.1. Procentowy udziat transkryptow klasy | (B) i Il (P2) IGF-1 w catkowitej
ekspresji genu IGF-1

W grupie pseudoguzow jelita grubego odsetkowy ddrsnskryptoéw klasy | (z promotora
P1) i klasy Il (z promotora P2) wynosit odpowiedid6% i 64%, z&w kontroli 56% i 44%
(Rycina 15). W olgbie zadnej z badanych grup nie wykazanenié w odsetkowo wyraonej

ekspresji izoformy mRNA P1 w poréwnaniu z izofarmRNA P2 (p>0,05).

= % IGF-1P2(IT)
m % IGF-1P1(I)

psendoguzy kontrola

Rycina 15 Procentowy udziat izoform mRNA klasy | i Il IGF-fv(zaleznosci od uzytego promotora
P1 i P2) w calkowite] ekspresji IGF-1 w tkankackemowotworowych (pseudoguzy) jelita grubego
i kontroli.

4.13.1.2. Procentowy udziat wariantow transkryptowA, B i C IGF-1 w catkowite]
ekspresji genu IGF-1

U pacjentbw z pseudoguzami jelita grubego procentowdziat ekspresji izoformy
splicingowej mRNA IGF-1B stanowit 72% wszystkichatiskryptow. Ekspresje izoform
MRNA IGF-1A i IGF-1C utrzymane byly na aszym poziomie procentowym (26% i 2%,
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odpowiednio). W tej grupie pbice statystycznie istotne byly wykryte pauazy
procentowym udziatem izoformy mRNA A i B (ydej B), A i C (wkce] A), oraz B i C
(wigcej B) (p<0,05 we wszystkich przypadkach).

W grupie kontrolnej odsetkowy udziat ekspresji o mMRNA IGF-1A (25%) i IGF-1B
(74%) byt podobny jak w pseudoguzach, tj. najmazigjsrocentowy udziat miata ekspresja
izoformy C (1%) (Rycina 16). Istotne mdice obserwowano pogdzy procentowym
udziatem izoformy A i B (wjcej B), A i C (wkce] A) oraz B i C (wcej B)
(p<0,05 we wszystkich przypadkach).

100%
Q0%

0% -

T0%
60%

% IGF-1C
B% IGF-1B
B%: IGF-1A

30%

40%
30%

20%

10%

0% -

pseadoguzy kontrola

Rycina 16. Procentowy udziat izoform mRNA IGF-1 (IGF-1A, IGBLIGF-1C) w catkowitej
ekspresji mMRNA IGF-1 u chorych ze zmianami nienavasbwymi jelita grubego (pseudoguzy)
i w kontroli.

Porownugc odsetkowy udziat wszystkich badanych izoform mRNeA&-1 w pseudoguzach
jelita grubego z odpowiednikontrob, udziat odsetkowy ekspresji izoformy IGF-1A, B i C
pomiedzy grupami byt podobny (p>0,05 we wszystkich pemjach). Innymi stowy, nie
obserwowano rinic w odsetkowo wyrgonej ekspres;ji izoform mRNA A, B i C pogaizy
pseudoguzami

a kontrof. Nie wykazano istotnych #aic takze w odsetkowo wyranej ekspresiji | i Il klasy
transkryptow (z promotora P1 i P2) peuaiey grup z pseudoguzami a odpowiegdriontroh
(p>0,05) (Rycina 17).

96



H Kontrola M Pseudoguzy
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Rycina 17. Poréwnanie procentowego udziatu wszystkich badaniaform mRNA IGF-1
w catkowitej ekspresji mMRNA u chorych z pseudoguizggtita grubego i w odpowiedniej kontroli
(zmiany nieistotne statystycznie pa@aizy grupami).

4.14. Poréwnanie iléciowej ekspresji catkowitego mMmRNA IGF-1 i wariantéw
splicingowych IGF-1 u chorych z grupy poréwnawcze{pseudoguzy)s.kontrola
Ekspresja catkowitego mRNA w tkankach niezmienidnynowotworowo w grupie
porownawczej (pseudoguzy) wynosita 16855+32792, a tkance niezmienionej
morfologicznie od tych samych pacjentéw (kontreld)l182+128727, i rbwnietutaj (tzn. w
wartasciach liczbowych) nie udato esiwykaza roznic istotnych statystycznie (p>0,05)
(Rycina 18). Podobnie bezaric istotnych statystycznie przedstawiaty siyniki analizy
ekspresji poszczegolnych izoform mRNA w grupie parawczej i kontroli (p>0,05) (Rycina
19, Tabela 34).
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Rycina 18. Poréwnanie iléciowej ekspresji catkowitego mRNA IGF-liczba kopii mRNA{g
RNA) w pseudoguzach i w kontroli. Zmiany nieistotneysdtcznie pomidzy grupami.
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Rycina 19 Poréwnanie iléciowej ekspresji poszczegoélnych izoform mRNA IGRPL, P2, A, B
i C) (liczba kopii mMRNALg RNA) w pseudoguzach i w kontroli. Zmiany nieistotne ystgtcznie
pomigdzy grupami.
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Tabela 34. Poréwnanie iléciowej ekspresji catkowitego mMRNA IGF-1 oraz wskysh
izoform mRNA IGF-1 (liczba kopii/ug RNA) u pacjemtd z grupy poréwnawczej
(psueudoguxs kontrola).

Transkrypt grupa (n=17) sredniaxzSD p testu
pseudoguz 16855+32792
catk. mMRNA IGF-1 kontrola 41182+128727 0,910
pseudoguz 145242577
MRNA IGF-1 P1 (klasa I) kontrola 2154+4157 0,084
pseudoguz 251614616
MRNA IGF-1 P2 (klasa Il) kontrola 274845279 0,831
pseudoguz 159242719
MRNAIGF-1A kontrola 1394+1475 S
pseudoguz 4409+£10302
MRNA IGF-1B kontrola 4189+9725 0,619
pseudoguz 127+368
MRNA IGF-1C kontrola 45194 0,463

Objasnienia: p — poziom istotrei; SD — odchylenie standardowe

Natomiast wykazano znamiennie 28y ekspresj zaréwno izoformy mRNA z promotora 2
(P2), jak i izoformy mRNA A i B u nrwczyzn w poréwnaniu z kobietami grupy
poréwnawczej (Tabela 35). Nie uchwycono takicimié pomedzy ekspregj mRNA IGF-0w
w materiale kontrolnym kobiet i gaczyzn z grupy poréwnawcze;j.

Analizujac oddzielnie kada z pici, jedynie w grupie kobiet wykazano istotziniejszon
ekspresj izoformy mRNA P2 (klasa Il transkryptéw) w tkanpseudoguza jelita grubego
w poréwnaniu z prawidtowym jelitem grubym (kontrpla tej pici. U ngzczyzn nie
wykazanozadnych istotnych ric ani w ekspresji badanych transkryptow, ani cadikego
MRNA IGF-1 (Tabela 35).
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Tabela 35.Ra&znice w ekspresji izoform i klas mRNA IGF-%rédnia £SD) w zalenosci
od pici pacjentdw grupy porownawczej i kontroli.

Transkrypt tkanka kobiety (n=6) mezczyzni (n=11) P

testu

calk. mMRNA IGF-1 pseudoguz 21175+49179 14498422225 0,525
kontrola 127943+251439 9632+11248 0,753

mMRNA IGF-1 P1 pseudoguz 298+338 2082+3055 0,404
kontrola 319+320 3154+4947 0,062
mMRNA IGF-1 P2 pseudoguz 121+100* 3823+5363 <0,001
kontrola 5652+8373 1163+1310 0,591

MRNA IGF-1A pseudoguz 156+167 2375+3148 0,007
kontrola 1278+1542 1458+1510 0,660
MmRNA IGF-1B pseudoguz 182+130 6714+12379 <0,001
kontrola 10202+15311 9104769 0,884

MRNA IGF-1C pseudoguz 2541616 57+111 0,463
kontrola 35+44 50+114 0,660

Objasnienia: p — poziom istotr@i; * - p<0,01 - pomédzy pseudoguzem i kontyol grupie kobiet

4.15. Poréwnanie wzajemnej iléciowe] ekspresji izoform mRNA IGF-1 w obrebie danej
grupy

4.15.1. Grupa poréwnawcza - pseudoguzy

llosciowa analiza z zastosowaniem RT-PCR ujawn#aysrod izoform mRNA okrélajacych
klas I i 1l tych wariantéw (P1 i P2), ekspresja mRNA 25164616 kopii mMRNA/ug RNA)
nie r@nita sk istotnie w poréwnaniu z P1 (1452+2577) (p>0,05kdla 35).

Sparéd wariantdw A, B i C izoform mRNA IGF-1, najgkisza ekspresja dotyczyta mRNA
IGF-1B, potem IGF-1A i najmniejsza dotyczyla watiarC. R&nice znamienne wykazano
jednak tylko pomgdzy ekspregj izoformy A (wiecej) i C (p<0,001) oraz railzy ekspresj
izoformy mRNA IGF-1B (wgcej) i C (p<0,001) (Rycina 20).
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Rycina 20 Poréwnanie wzajemnej ciowej ekspresji izoform mRNA IGF-1 (P1, P2, A, 8)
(liczba kopii mMRNALg RNA) w pseudoguzach; *** - p<0,001 poenizy ekspregj izoform mRNA
AiCorazBiC.

4.15.2. Grupa poréwnawcza - kontrola

Wsrdd izoform mRNA P1 i P2 w tkance kontrolnejsibiowo ekspresja mRNA P2 wynosita
274815279, a P1 - 215444157 kopii mRNA/ug RNA i roez w tym wypadku ranice te nie
osiggalty istotndci statystycznej (p>0,05) (Tabela 34).

Sparéd wariantow A, B i C izoform mRNA IGF-1, podobnij@k w pseudoguzach,
najwicksza ekspresja dotyczyta mRNA IGF-1B, potem IGF-ilAajmniejsza dotyczyta
wariantu C. Rénice znamienne wykazano pamzy ekspresja izoformy A (weej) i C
(p<0,001) oraz medzy ekspregj izoformy mRNA IGF-1B (w¢cej) i C (p<0,001) (Rycina
21).

Zarowno w pseudoguzach, jak i kontroli, nie bylenié pomedzy ekspregj wariantow
MRNA Ai B IGF-1.
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Rycina 21 Porownanie wzajemnej #oiowej ekspresji izoform mRNA IGF-1 (P1, P2, A, B,
C) w grupie kontrolnej; *** - p<0,00pomicdzy ekspresgjizoform mRNA IGF-1Ai C orazBi C.

4.16. Korelacje pomedzy wzajemm ekspresp réznych izoform mRNA IGF-1 w grupie
poréwnawczej (pseudoguzy) i w kontroli

Zarbwno w  zmianach  nienowotworowych  (pseudoguzachglita  grubego,
jak i w odpowiedniej kontroli, obserwowano licznezytywne korelacje poratzy wzajemn
ekspresj catkowitego transkryptu IGF-1 oraz badanych izofanRNA (Tabele 36 i 37).
Znamienng¢ statystyczg uzyskano m.in. dla ekspresji catkowitego mRNA IGFekspresji
MRNA promotora P1, ale nie P2, oraz dla ekspresformy mRNA IGF-1C. Najliczniejsze
znamienne korelacje w grupie pseudoguzéw prezetaoskaspresja izoformy mRNA P1 oraz
IGF-1A (Tabela 36).

Zdecydowanie wicej pozytywnych korelacji obserwowano peoEy ekspreg
poszczegolnych izoform mRNA IGF-1 w grupie kontegl(Tabela 37).
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Tabela 36 Wartdgci wspotczynnikow korelacji Spearmana dla wzajemrmdgspresji
catkowitego mMRNA IGF-1 oraz #dych izoform mRNA (A, B, C, P1 i P2) w pseudoguzach
jelita grubego.

Transkrypt catk. IGF-1  IGF-1P1 IGF-1P2 IGF-1A IGF-1B IGF-1C

catk. IGF-1 = 0,958 0,280 0,459 0,300 0,863
IGF-1 P1 0,958 - 0,386 0,563 0,349 0,845
IGF-1 P2 0,280 0,386 - 0,885 0,939 0,404
IGF-1A 0,459 0,563 0,885 - 0,823 0,463
IGF-1B 0,300 0,349 0,939 0,823 - 0,456
IGF-1C 0,863 0,845 0,404 0,463 0,456 -

Objasnienia: wytluszczom czcionky zaznaczono warfoi wspotczynnika r, dla ktérych p<0,05

Tabela 37. Wartasci wspotczynnikOw korelacji Spearmana dla wzajemrdyspresiji
calkowitego mMRNA IGF-1 oraz #dych izoform (A, B, C, P1 i P2) w kontroli grupy
poréwnawczej.

Transkrypt calk. IGF-1 IGF-1P1 IGF-1P2 IGF-1A IGF-1B IGF-1C

calk. IGF-1 = 0,721 0,538 0,610 0,002 0,974
IGF-1 P1 0,721 - 0,595 0,720 0,125 0,559
IGF-1 P2 0,538 0,595 - 0,926 0,735 0,575

IGF-1A 0,610 0,720 0,926 - 0,518 0,663
IGF-1B 0,002 0,125 0,735 0,518 - 0,235
IGF-1C 0,974 0,559 0,575 0,663 0,235 -

Objasnienia: wyttuszczon czcionky zaznaczono warfoi wspoétczynnika r, dla ktorych p<0,05
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4.17. Ekspresja mRNA antygenu proliferacyjnego Ki-@ w grupie poréwnawczej
(pseudoguzy)

Ekspresi mRNA Ki-67 wykazano we wszystkich badanych tkatkgcupy porownawczej,
jednak nie obserwowano istotnychznic ilosciowych pomé¢dzy pseudoguzem i kontegl

a take w zalenosci od pici pacjenta wadnej z tych podgrup (Tabela 38).

Tabela 38. RGznice w ekspresji mRNA Ki-67 s(ednia £SD) w grupie poréwnawczej
(pseudoguzy/kontrola) oraz w zateici od pici pacjenta (test Manna-Whitney’a).

MRNA Ki-67
Pseudoguz (n=17) Kontrola (n=17) Pseudoguzy

kobiety (n=6) mezczyzni (N=11)
147523+195803 92744+93812 49738+34133 200860+227800

p=0,093 p=0,180

Kontrola
kobiety (n=7) mezczyzni (N=22)
49144+34110 116525+108336

p=0,256

Objasnienia: n — liczba pacjentow; p — poziom istafob

4.18. Immunohistochemiczna ekspresja biatka IGF-1 oraz mikeréw proliferacii
komaorkowej i biatek apoptozy w grupie poréwnawczej

Przedstawione w tym podrozdziale wyniki badimmunohistochemicznych dotygcavytacznie
grupy pseudoguzéw, ktore wykonano w celu sprawdepniencjalnych korelacji z ekspresj
izoform mRNA IGF-1 i catkowitego mRNA IGF-1 u tygacjentow.

Analiza ekspresji IGF-1 na poziomie biatka w zmigmanienowotworowych jelita grubego
wykazata obecrig tego biatka u zaledwie 5/17 pacjentéw (29%). Olvsgrano z reguty stabo
nasilory reakcg IHC dotyczca gtdwnie komérek gruczotowych i komorek naciekéw
zapalnych (Tablica 4A). W pojedynczych przypadkadiserwowano bardzo skabyeakcg
w nielicznych komérkach (Tablica 4B).

Antygen Ki-67 w pseudoguzach wykryto u 3/17 padenti byta to lokalizacja gdrowa
dotyczca z reguty pojedynczych komorek krypt jelitowychablica 4C). Natomiast antygen
PCNA wykazano u wszystkich pacjentéw z tej grupypazytywna reakcja IHC byta
intensywna, obecna w liczniejszychzri-67 - jagdrach komoérkowych nabtonka krypt jelita
grubego (Tablica 4D).
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Biatko p53 wykryto u zaledwie jednego pacjenta wigojedynczychgdrach komérkowych.
Aktywna postg kaspazy-3 wykryto u 9/17 chorych (53%). Biatko mbokalizowano
w cytoplazmie d&c licznych komorek gruczotowych (Tablica 4E) orazmidrek naciekow
zapalnych w pogtielisku i/lub w $wietle zmienionych morfologicznie krypt jelitowych
(Tablica 4F).

Biatko AKT zlokalizowano w cytoplazmie komorek u zystkich pacjentdéw z tej grupy
(100%). Komoérkowa lokalizacja dotyczyta cytoplaznkpmorek zaréwno w przypadku
gruczolaka (Tablica 4G), jak i polipowdto jelita grubego (Tablica 4H) i wygtowaly due
indywidualne ranice w nasileniu reakcji IHC powrdzy pacjentami.

llosciowe oszacowanie ekspresji peptydu IGF-1 oraz stahych markeréw proliferacji
i apoptozy komorek w tej grupie pacjentow przedstaw w Tabeli 39.

Tabela 39. Ocena immunohistochemicznej ekspresji IGF-1 i \apych biatek
proliferacyjnych oraz markeréw apoptozy w pseudaghzgrupa porownawcza).

Wykrywany antygen* n mediana min. maks.
IGF-1 17 0,00 0,00 3,00
Ki-67 17 0,00 0,00 1,00
PCNA 12 3,00 3,00 4,00
p53 17 0,00 0,00 1,00
Kaspaza-3 17 2,00 0,00 3,00
Biatko AKT 10 6,00 3,00 8,00
Objasnienia: n — liczba pacjentow; * - skala potidoiowa oceny reakcji IHC (patrz Materiat
i Metody)

4.18.1. Korelacje pomgdzy ekspresp skladnikébw osi IGF-1 (mRNA i biatko),

Ki-67 (MRNA, biatko) a markerami proliferacji komér kowej, apoptozy i biatka AKT

w grupie poréwnawczej

Badania obecne nie wykazaly istotnej statystyckorelacji pom¢dzy ekspregj catkowitego
MRNA IGF-1 i samego peptydu w grupie pseudoguzo¥0@6) (Tabela 40).

Badanie korelacji pomdzy ekspreg catkowitego mRNA IGF-1 oraz #Aych izoform
MRNA wykazato, & ekspresja izoformy mRNA z promotora 1 (P1) pozytienvkoreluje ze

wzrostem mRNA antygenu proliferacyjnego Ki-67 itjés wysoki wspotczynnik korelacji
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Spearmana (r=0,526; p<0,05). Nie obserwowano natgtroczekiwanych korelacji pogizy
ekspregj biatka IGF-1 z ekspregjego transkryptow pod postaaiéznych wariantow mRNA
w tej grupie pacjentéw.

Biorgc pod uwag ekspresj biatek proliferacyjnych (Ki-67, PCNA) znamiennezytywne
korelacje wykazano porudzy ekspregj izoform mRNA P2 oraz mRNA IGF-1 A i B
i ekspresj PCNA, a nie biatka Ki-67. Nie obserwowano kordlaggpmiedzy ekspreg)
wariantbw mRNA IGF-1 i catkowitego mMRNA tego czykaiwzrostu a eksprespiatka p53
i kaspazy-3. Silp negatywn korelacg (r=-0,699; p<0,05) wykazano pogdzy ekspresj
izoformy mRNA IGF-1B a ekspregpiatka AKT w tej grupie chorych (pseudoguzy).

Nie wykazano istotnych zaleosci pomedzy ekspreg] Ki-67 (MRNA, biatko) a ekspresj
pozostatych biatek proliferacyjnych i biatek apaptoKorelacji pom¢dzy ekspregj biatka
Ki-67 a ekspregjbiatka AKT nie dato s wyznaczy statystycznie (Tabela 40).

Tabela 40. Wartasci wspotczynnikow korelacji Spearmana dla ekspréSjr-1 (izoformy
MRNA, biatko), Ki-67 (mRNA, biatko), oraz pozostaty immunohistochemicznych
markeréw proliferacji komorkowej i apoptozy oraatka AKT w pseudoguzach.

Transkrypt/biatko biatko  mRNA biatko PCNA p53 Kaspaza- biatko

IGF-1 Ki-67  Ki-67 3 AKT
calk. IGF-1 0,158 0,455 0,126 0,360 -0,281 -0,102 -0,435
IGF-1 P1 0,026 0,526 0,189 0,308 -0,281 0,026  -0,435
IGF-1 P2 -0,317 0,233 0,347 0,822 -0,332 -0,322 -0,501
IGF-1A -0,343 0,393 0,284 0,822 -0,332 -0,090 -0,567
IGF-1B -0,317 0,064 0,378 0,822 -0,383 -0,400 -0,699
IGF-1C 0,093 0,206 0,316 0,517 -0,384 -0,172 -0,435
Biatko IGF-1 - 0,264 -0,299 -0,408 -0,161 -0,232 -0,041
MRNA Ki-67 0,264 - 0,063 -0,206 -0,026 0,071 0,303
Biatko Ki-67 -0,299 0,063 - 0,426 -0,116 -0,138 =

Objasnienia: wyttuszczosp czcionlg zaznaczono warfoi wspotczynnika r, dla ktérych p<0,05;
* -niemciliwe wyznaczenie wspotczynnika korelacji painy ekspregjtych dwoéch biatek
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4.19. Korelacje pomedzy ekspresp réznych izoform mRNA IGF-1 i catkowitego mRNA
IGF-1 a wynikami badan laboratoryjnych w grupie porbwnawczej

Jedyny, i to pozytywn, zalenos¢ w tej grupie chorych wykazano pogdzy ekspreg
izoformy mRNA IGF-1B a steniem glukozy we krwi pacjentéw (r=0,554; p<0,05).
Negatywne korelacje wykazano natomiast pmlzy ekspregj catkowitego mRNA IGF-1 (na
granicy istotnéci) oraz jego izoform P1, A i C a ¢geniem hemoglobiny. Warfoi

wspotczynnikdéw korelacji Spearmana przedstawionbalveli 41.

Tabela 41. Wartasci wspotczynnikow korelacji Spearmana peday ekspregj IGF-1
(mRNA, izoformy mRNA, biatko), Ki-67 (MRNA, biatkad wynikami bada laboratoryjnych
u pacjentow z grupy poréwnawczej (pseudoguzy) (h=17

Transkrypt/biatko wiek hemoglobina  leukocyty ptytki krwi  glukoza
(lata) (g/dl) (WBC) x107%/I (GIl) mg/dI
Catk. mRNA IGF-1 -0,160 -0,474* -0,097 0,474 -0,114
MRNA IGF-1 P1 -0,146 -0,491 -0,073 0,410 -0,135
MRNA IGF-1 P2 0,199 -0,426 -0,137 0,170 0,429
MRNA IGF-1A 0,261 -0,517 -0,272 0,174 0,226
MRNA IGF-1B 0,266 -0,425 -0,080 0,157 0,554
MRNA IGF-1C -0,052 -0,616 0,000 0,459 -0,083
biatko IGF-1 0,040 0,211 -0,238 -0,026 -0,330
MRNA Ki-67 -0,140 0,068 -0,430 -0,052 -0,116
Biatko Ki-67 0,016 -0,142 0,063 -0,158 0,221

Objasnienia: wyttuszczosp czcionlg zaznaczono warfoi wspotczynnika r, dla ktérych p<0,05;
* -p=0,055 (na granicy istotndei)

4.19.1. Ekspresja IGF-1 (biatko, r@ne izoformy mRNA) a nasilenie zmian zapalnych
(ang.grading) w grupie poréwnawczej

Nasilenie zmian zapalnychgrading w przewleklych zmianach zapalnych jelita grubego
(n=13, z wyhczeniemadenomai polypositas co), oceniono w 5-pkt skali potikziowe;j
[Geboes i wsp.]. U 9/13 chorych (69%) byta to pacikh maksymalna (5 pkt), u trzech
pacjentow (23%) grading4, u jednego grading 2.
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Wspotczynniki  korelacji Spearmana pauizy nasileniem zmian zapalnychgréding)
a ekspreg IGF-1 (biatko, mRNA) i Ki-67 (biatko, mRNA) orazozostatych badanych
markerow proliferacji i apoptozy komorek przedstawilabela 42. Nie wykazano
znamiennych zalmosci pomkdzy ekspregj badanych biatek a aktywfda zapaln
w pseudoguzach jelita grubego.

Tabela 42. Wartcsci wspotczynnikow korelacji Spearmana pedry ekspreg IGF-1
(mMRNA, biatko), Ki-67 (mRNA, biatko), pozostatych arkerow proliferacji i apoptozy
komoérek, oraz biatka AKT arading u pacjentéw z grupy porownawczej (pseudoguzy)
(p>0,05 we wszystkich przypadkach).

Transkrypt/ biatko Grading*
catk. mRNA IGF-1 0,176
MRNA IGF-1 P1 0,176
MRNA IGF-1 P2 -0,310
MRNA IGF-1A -0,338
mRNA IGF-1B -0,420
MRNA IGF-1C 0,366
biatko IGF-1 0,361
MRNA Ki-67 0,041
biatko Ki-67 0,000
PCNA -0,299
cyklina D1 S
p53 o
kaspaza-3 0,264
biatko AKT 0,657

Objasnienia:* - parametr oceniony w skali potifoiowej (p. Materiat i Metody); **- jednorodne
wyniki
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4.20. Porownanie ekspres;ji transkryptéw IGF-1, mRNAKI-67 pomiedzy grupa badamn
(CRC) a poréwnawcz (pseudoguzy jelita grubego)

4.20.1. Porownanie odsetkowego udziatlu izoform mRNAGF-1 w grupie CRC

i pseudoguzach jelita grubego

Poréwnujc odsetkowy udziat wszystkich badanych izoform mRNAF-1 w catkowitej
ekspresji genu IGF-1 pogdzy grup badan i grup porownawcg (CRC vs. pseudoguzy),
réznice statystycznie istotne wykazano dla dwdch imofanRNA IGF-1 a mianowicie
izoformy mRNA A i B. Nie obserwowano wg istotnych ranic w odsetkowym rozktadzie
MRNA obu promotoréw P1 i P2 genu IGF-1 peday grupami. Procentowy udziat izoformy
IGF-1A (79%) byt natomiast istotnie gkiszy w CRC ni w pseudoguzach (26%), natomiast
udziat odsetkowy izoformy mRNA IGF-1B byt vrgzy w zmianach nienowotworowych

(72%) w poréwnaniu ze zmianami ghovymi (20%) (Rycina 22).
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Rycina 22 Poréwnanie procentowego udziatu wszystkich badaniaform mRNA IGF-1
w catkowitej ekspresji mMRNA u chorych z CRC i w pdeguzach jelita grubego

4.20.2. Poréwnanie iléciowej ekspresji w grupie CRC i pseudoguzach jelitgrubego
Badanie poréwnawcze nad tkankpekspregj réznych wariantow mRNA IGF-1 oraz mRNA

Ki-67 wykonanych z zastosowaniem techniki RT-PCR dwdch grupach pacjentéw
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przedstawia Tabela 43. Do analizy tej gtai pod uwag wytacznie chorych ze zmianami
patologicznymi jelita grubego tadenocarcinoma colfCRC) i podgrup zmian potencjalnie
przednowotworowych (,pseudoguzy” jelita grubego).

Chat ekspresja wszystkich wariantow mRNA IGF-1 bytazeza w ,pseudoguzach” jelita
grubego w poréwnaniu z rakiem jelita grubego (CRiG)jstotnd¢ statystycza oshgnicto
jedynie dla ekspresji izoformy mRNA IGF-1B (Tabéla, Rycina 23).

llosciowa ekspresja mRNA antygenu proliferacyjnego Kivé badanych grupach wydaje si
by¢ natomiast wysza w CRC m w ,pseudoguzach” (p=0,07; na granicy IistGirip
(Tabela 43).

Tabela 43. Porownanie iléciowej ekspresji catkowitego mRNA IGF-1 oraz wskysh
izoform mRNA IGF-1 oraz mRNA Ki-67 (liczba kopii/uRNA) u pacjentow z CRC
(guz, n=31) i w grupie porownawczej (pseudoguz, =1

grupa sredniaxzSD p testu
Catk. mRNA IGF-1 guz (CRC) 17115482183
pseudoguz 16855+£32792 0,138
Wariant (izoforma) mRNA
IGF-1 P1 (klasa I) guz 4744552
pseudoguz 145242577 0,454
IGF-1 P2 (klasa II) guz 6611646
pseudoguz 251614616 0,814
IGF-1A guz 119314235
pseudoguz 1592+2719 0,392
IGF-1B guz 305+390
pseudoguz 6714+12379 0,009
IGF-1C guz 14431
pseudoguz 127+368 0,325
MRNA Ki-67 guz 187346+456321
pseudoguz 147523+195803 01069

Objasnienia: p — poziom istotrei; SD — odchylenie standardowe
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Rycina 23 Poréwnawcza analiza #oiowej ekspresji catkowitego mMRNA IGF-1
oraz poszczegdlnych izoform mRNA IGF-1 (P1, P2BAC) (liczba kopii mMRNA{Lig RNA) w grupie
badanej (rak jelita grubego, CRC) i grupie poréweozey (pseudoguzy); ** - p<0,01 pogaizy
ekspresji mRNA IGF-1B w obu grupach.

4.21. Poréwnanie immunohistochemicznej ekspresji biatka GF-1, biatek proliferacji

i apoptozy komorek oraz biatka AKT pomiedzy grupa badamng a poréwnawcza
Wykrywalnas¢ biatka IGF-1 w materiale tkankowym CRC byla niewgyzsza (45%)
w porownaniu z pseudoguzami (29%), jednak nie kgtaréznica istotna statystycznie
(p>0,05). Podobnie ikziowa ekspresja biatka IGF-1 w raku jelita grub@gaz w zmianach
nienowotworowych/pseudoguzach (grupa poréwnawcyé podobna (p>0,05). Ekspresja
IHC markerow proliferacji komorkowej, takich jak tggen Ki-67 i PCNA byta natomiast
istotnie wy:sza w raku w poréwnaniu ze zmianami nienowotworowyelita grubego.
llosciowo pod wzgidem ekspresji ity sig takze pozostale analizowane
immunohistochemicznie biatka, tj. p53 oraz kaspazdeba wysze w CRC i
w pseudoguzach) (Tabela 44). Ekspresja biatka AKAa matomiast wiysza w grupie
poréwnawczej (pseudoguzy) w poréwnaniu z CRC.
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Tabela 44.Poréwnanie immunohistochemicznej ekspresji bid&&-1, biatek proliferacji
komodrkowej i markeréw apoptozy oraz biatka AKT uonjth z CRC (guz, n=31)
i w grupie poréwnawczej (pseudoguz, n=17).

Marker* Grupa n Mediana Min.  Maks. ptestu

IGF-1 Guz (CRC) 31 0,00 0,00 12,00
Pseudoguz 17 0,00 0,00 3,00 0,138

Ki-67 Guz 31 3,00 0,00 4,00
Pseudoguz 17 0,00 0,00 1,00 <0,001

PCNA Guz 31 4,00 3,00 4,00
Pseudoguz 12 3,00 3,00 4,00 0,040

p53 Guz 31 2,00 0,00 4,00
Pseudoguz 17 0,00 0,00 1,00 <0,001

Kaspaza-3 Guz 30 3,00 0,00 6,00
Pseudoguz 17 2,00 0,00 3,00 0,002

AKT Guz 31 0,00 0,00 8,00
Pseudoguz 10 6,00 300 800 2.002

Objasnienia: * - skala pétilasciowa oceny reakcji IHC (patrz Materiat i Metodyy — liczba
pacjentéw, p — poziom istotfe
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5.0mowienie wynikow i dyskusja
Rak jelita grubego i odbytnicy (CRC) naje do najczstszych i najgraniejszych
nowotworéw ziéliwych czlowieka. Rozpoznawany jest zazwyczapmm pomimo coraz
powszechniej stosowanych systemow wczesnego wyknigwva\&rod ,histologicznych”
czynnikdw ryzyka rozwoju CRC wymieniaesim.in. obecn& przewlektych zapalnych
schorza jelit i przednowotworowych rozrostow nabtonka grolowego (gtéwnie gruczolaki)
[Bosman 2014; Bosman i Yan, 2014].
U wigkszaci badanych w tej pracy pacjentow (65%), na pod&talanych z historii choréb
nie udato sj potwierdz¢ wykrycia obecnéci morfologicznych zmian przednowotworowych
jelita grubego. Trudno jednak stwierdzizy rozwéj CRC wysipit de novo,czy na podtau
niewykrytych zawczasu zmian tkankowy&tednia wieku pacjentéw z CRC wynosita 65+12
lat i dominowali igzczyzni, co jest zgodne z danymi epidemiologicznymi [N i wsp.,
2007; Hady i wsp., 2010; Klimczak i wsp., 2014; Magta i wsp., 2014]. ¥od catej grupy
pacjentow, blisko 60% chorych demonstrowato przigree okolicznych wztéw chtonnych,
a cztery osoby (13%) przerzuty odlegte (wszystkee whtroby). Stadium Kklinicznego
Zaawansowania nowotworu w momencie rozpoznania @R(&naczenie prognostyczne co
do 5-letniego przgcia. W stadium | i po resekcji guza meoosggac 100%, a w stadium 1l
(48% chorych w obecnej pracy) znacznie gmniejsza (ok. 35%), malgj do ok. 5%
u pacjentéw z odlegtymi przerzutami (13% moich patpw) [Kanthan i wsp., 2012; Brenner
i wsp., 2014]. W okresie bafig2010-2015), z catej grupy CRC zmarto &zesbb (19%).
Od wielu dekad opisuje gizwigzek pomedzy skladnikami systemu insulinopodobnego
czynnika wzrostu (IGF) a rozwojem nowotworow éivych, w tym raka jelita grubego
[Donovan i Kummar, 2008]. Wksza¢ prac wskazuje na zaburzenia (wzrost/spadek) i to
gtébwnie surowiczych sken skladnikbw osi IGF na idych etapach kancerogenezy
[Baricevi i wsp., 2006; Maki 2010].
Insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1) produkowdgest gtdbwnie w wtrobie, chocia
synteza tego biatka me odbyw& sie praktycznie w kadym naradzie i wielu typach
komorek organizmu cziowieka [Ojpalska-S¢plowska i wsp., 2005; Khandwala i wsp.,
2000; Maki 2010]. IGF-1 produkowany watwobie spetnia funkcje hormonu endokrynowego,
a produkowany w innych najdach dziata gtdwnie na drodze autokrynowej i panaéwej
w promocji fizjologicznego lub patologicznego waznostkanek i nargdow [Daughday
I Rotweien, 1989; Alexia i wsp., 2004]. Znana i relk® opisywana jest mitogenna
I antyapoptotyczna funkcja IGF-1adtzmiany w nasileniu tkankowej ekspresji IGF-1 mog
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odpowiadé za transformaegj nowotworowg [Le Roith i wsp., 2001; Jézefiak i wsp., 2008;
Szewczuk i wsp., 2009].

Na eksperymentalnych modelach raka jelita grubegowiebziono autokrynowego
wydzielania wszystkich sktadnikow systemu IGF (wntyGF-1), sugeruc role szlaku
sygnatlowego IGF w kancerogenezie tego nowotworthl¢Ja wsp., 1999; Donovan
i Kummar, 2008]. lle¢ produkowanych IGF-6w zataeta od typu komorek nabtonka
jelitowego oraz indeksu proliferacyjnego komérekzgu[Jehle i wsp., 1999]. Rode
transkrypty i zranicowane biatka prekursorowe IGF-1 dziatgprzede wszystkim jako
czynniki pro-proliferacyjne, ale wykazano rowhieefekt hamujcy wzrost komorek
nowotworowych [Tian i wsp., 1999; Chen i wsp., 200atheny i wsp., 2010; Temmerman
i wsp., 2010].

Nieliczne jak dadd doniesienia dotygzbadania roli tkankowej ekspresjizrtych izoform
splicingowych mRNA IGF-1 w nowotworach u czlowiekgArmakolas i wsp., 2010;

Koczorowska i wsp., 2011; Kasprzak i wsp., 201230

5.1. Analiza ekspresji r@nych izoform mRNA IGF-1 (IGF-1P1, IGF-1P2, IGF-1A,
IGF-1B, IGF-1C)

Rola zr@nicowanej transkrypcjiGF-1, w tym produkcja wielu izoform (wariantdw) mRNA
IGF-1, a zwlaszcza tworzenia potranslacyjnych Exymw, jest ostatnio podnoszona
w licznych badanichn vivo orazin vitro [Dluzniewska i wsp., 2005; Mills i wsp., 2007;
Quesada i wsp., 2009; Armakolas i wsp., 2010; Bartasp., 2010; Philippou i wsp., 2009;
Durzynska i wsp., 2013].

Alternatywny splicing IGF-1 najdoktadniej scharakteryzowano w tkance g¢dmiowej
szkieletowej [Yang i wsp., 1996; Mills i wsp., 2Q0Barton i wsp., 2010; Matheny i wsp.,
2010] i nerwowej [Dluzniewska i wsp., 2005; Quesadwsp., 2009] oraz wybranych
nowotworach i liniach komoérek nowotworowych [Brokawvsp., 2007; Armakolas i wsp.,
2010; Koczorowska i wsp., 2011; Philippou i wsf@213].

Badania dotycgce roli izoform mRNA IGF-1 w raku jelita grubegozgniosty interesujce
wyniki wkasne [Kasprzak i wsp., 2012; 2013]. Badate kontynuowano w ramach obecnej
pracy przede wszystkim w oparciu o ¢Wszy liczbe pacjentdw z CRC oraz grep
poréwnawcz z przewlektymi zmianami zapalnymi, gruczolakarhili/ polipowatdcia jelita
grubego. Po raz pierwszy w dwdch grupach chorygh, wt raku jelita grubego
oraz w przewleklych zmianach zapalnych jelita ggdoe(pseudoguzy), pogp proke

ilosciowej i jakaciowe] oceny profilu splicingowego genu IGF-1 gwjdo dyspozycji
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sekwencje odpowiednio zaprojektowanych starterowrd@oych wariantow mRNA IGF-1
[Koczorowska i wsp., 2011; Koczorowska 2012]. Darm@smiennictwa sugeryj iz izoformy
MRNA IGF-1, jak rownie propeptydy oraz peptydy z koa karboksylowego gsteczki
biatka (Ea, Eb, Ec), spelnigjblizej nieznane funkcje w nowotworowej komorce,
prawdopodobnie tigce s¢ od dziatania dojrzatego biatka [Phillipou i ws@®2009].
Wykazanie gdrowej (i pderkowej) lokalizacji izoformy mRNA IGF-1B czy pmeeptydu
IGF-1B miatoby wskazywana rot zwlaszcza tej izoformy w kancerogenezie [Tan i .wsp
2002; Koczorowska 2012]. Nie jest jednak doktadpmznany molekularny mechanizm
dziatania tej izoformy mRNA IGF-1 czy powsiaych z niej pro-peptydow na funkcjgdra
komorkowego. Nie wyklucza siudziatu tych biatek i/lub izoform IGF-1 w regulacyklu
komorkowego, niezalmie od sygnalizacyjnej roli IGF-1.

U pacjentow zebranych w ramach obecnej pracy (grbpdana — CRC oraz grupa
poréwnawcza — zmiany potencjalnie przednowotworgalia grubego, tzw. pseudoguzy)
zbadano tkankoavekspresj catkowitego mMRNA IGF-1 oraz ngsujacych izoform mRNA
IGF-1: obu promotoréw genu (P1 i P2) oraz izoforiRMA okreslanych skrotowo: A, Bi C.
Ekspresj catkowitego mRNA IGF-1 oraz izoform mRNA promotgrgerwszego i drugiego
oraz pozostatych wariantow mRNA IGF-1 (A, B, C), kmgano u wszystkich pacjentow
z CRC i w kontrolnym jelicie grubym. U innych auber samo wykazywanie obecitd
(wykrywalncs¢) mRNA IGF-1 przedstawiatlo @ibardzo ranie, od braku wykrywania
transkryptu w tkankach CRC [Freier i wsp., 199%mna liniach komérek CRC HT-29
i CaCo-2 [Jenkins i wsp., 2005], wykrywania ichktylw czsci przypadkow (41-54% CRC;
60-67% kontrolnych) [Bustin i wsp., 2002; Jenkin&/sp., 2005; Nosho i wsp., 2004], do
wykazywania, podobnie jak w obecnej pracy — obécndranskryptu we wszystkich
przypadkach raka i w tkankach prawidtowéejany jelita grubego [Michell i wsp., 1997].
W obrbie prawidtowejsluzowki okreznicy transkrypty IGF-1 we wszystkich badanych
skrawkach i niezalaie od anatomicznej lokalizacji w aknicy (wstpujaca, poprzecznica,
esica) i odbytnicy wykazata réwriegrupa Vrielinga. Z zastosowaniem podobnej jak
w obecnej pracy metody RT-PCR, autorzy ci wykadakciowo wickszy ekspresj IGF-1
MRNA w odbytnicy w poroéwnaniu z ofinica wstpujaca [Vrieling i wsp., 2009]. Obecne
badania wtasne nie mggotwierdzt takiej obserwacji, chio porownano rownie te dwa
odcinki jelita grubego (dystalnys. proksymalny). Nalgy dod&, iz w zebranej w tej pracy
grupie pacjentow byto jedynie dwoch chorych z ladadjy CRC w samej odbytnicy. U giiu
dalszych pacjentow wykazywano obe&éhonowotworu w okolicy zagria esiczo-

odbytniczego. Ani w raku, ani w kontrolnej tkaneg dkolicy nie uchwycono jednak zic
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w ekspresji catkowitego mRNA IGF-1 by pod uwag odcinek proksymalny i dystalny
jelita grubego (Zaicznik nr 2, Aneks).

Celem konfrontacji z wynikami badainnych badaczy, w obecne] pracy przedstawiono
procentowy udziat ekspresji mMRNA obu promotori¥-1 (P1, P2) oraz izoform mRNA A,
B i C w catkowitej ekspresjilGF-1 w dwoéch grupach chorych (raki, pseudoguzy)
oraz w kontrolnym jelicie grubym. | choci@dsetkowy udziat mMRNA promotora P1 wynosit
w obecnych badaniach blisko 60% w CRC, 36% w psguzich, a w odpowiednich dwdéch
kontrolach ok. 60%, nie #dit si¢ znamiennie od procentowego udzialu mMRNA P2aanej

z tych grup. Nie obserwowanozric w procentowym udziale obu promotorow P1 i PAuwge
IGF-1 pomeédzy grum z CRC i pseudoguzami jelita grubego. W odniesiaoudanych

z pismiennictwa zdecydowanie ¢xiej wskazuje s na przewag ekspresji mRNA
pierwszego promotora (P1) w formowaniu klas trapstdw genu IGF-1 (klasa I) i to
zarowno w zdrowej wtrobie szczura (60-65%) [Mittanck i wsp., 1997k jav innym typie,
niz badany w tej pracy, nowotworze ludzkim (rak szyjkacicy) (69-86%) [Koczorowska
2012; 2013]. Kompensacyjny wzrost aktywoiopromotora P1 opisano rowaigv badaniach
na modelu mysim zZnockoutP2 genu IGF-1. Zwierga te cechowaly si normalnym
rozwojem i wzrostem postnatalnym i mialy prawidiowakzenie kgzacego IGF-1
[Temmerman i wsp., 2010]. U cztowieka mechaniznfggencyjnego wyboru promotora P1
w procesie transkrypcji genu jest stabo poznanyrtd\arzypomnié, iz budowa promotorow
P1 i P2 genu IGF-1 jest zbtina u czlowieka i innych ssakow, a izakgryzoni i § one
usytuowane w olgbie 1 i 2 egzonu [Adamo 1995; Mittanck i wsp., 1p97

Procentowy udziat mMRNA drugiego promotora genu IGER2) w catkowitej ekspresji IGF-1
zbadany w obecnej pracy (42% u os6b z CRC, a 64fpseudoguzach) i ok. 40% w obu
grupach kontrolnych, byt wgzy niz w badaniach innych autorow. W tkankach znié
zaawansowanymi zmianami nabtonka szyjki macicy, ogjin on maksymalnie 31%
calkowitej ekspresjilGF-1 w raku w poréwnaniu z mniej zaawansowanymi zmianam
i kontrolag [Koczorowska 2012]. W wgirobie szczura, promotor P2 zaangaany byt
w wytwarzanie 25% catkowitej puli transkryptéw IGHAdamo i wsp., 1991].

Badania obecne wskazupa rownowana role obu promotoréw genu IGF-1 w formowaniu
transkryptow IGF-1 w prawidtowym i zmienionym moaldgicznie (pseudoguzy, rak) jelicie
grubym u cztowieka.

Odsetkowy wzor pozostatych izoform mRNA IGF-1 (Aj B) w tkankach pacjentow z CRC
ujawnit przewag ekspresji mRNA izoformy A (79%) nad B (20%) i C%)L oraz wiksz

ekspresj izoformy mRNA B ni C. Porownanie materiatu tkankowego CRC i kontrgine
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jelita grubego, wykazato istotnie wgzy procentowy udziat izoformy mRNA IGF-1A
u pacjentéw z CRC (79%) w porownaniu z kongr@9%), a istotnie mniejszy udziat mRNA
izoformy B (20%) w tkance zmienionej nowotworowoperownaniu z prawidtow tkanky
jelita grubego (49%).

W CRC udziat ekspresji izoformy mRNA IGF-1A (79%)tbistotnie wkkszy take
w porownaniu z grup porownawcz (pseudoguzy) (26%), natomiast udziat odsetkowy
izoformy mRNA B byt wyszy w zmianach potencjalnie przednowotworowych (¥2%
w poréwnaniu ze zmianami Zovymi jelita grubego (CRC) (20%).

Wyniki te trudno skomentowana podstawie wynikow baflainnych autoréw. Podolan
analiz ekspresji tych izoform mRNA IGF-1 (A, B i C) z zasowaniem identycznych
starterow, wykonano na HPV-pozytywnych i negatywnykankach raka szyjki macicy
[Koczorowska i wsp., 2011; Koczorowska 2012]. Irgcniz obecne wyniki bada
w komorkach rozwinitego raka szyjki macicy w poréwnaniu z innymi S
nowotworzenia, wykazano istatrprzewag procentowego udziatu izoformy IGF-1B nad
pozostatymi izoformami mRNA IGF-1. Autorzy sugeyuje z tej postaci transkryptu i
powstawé peptyd (Eb) o silnie mitogennych wW&wosciach, ktdére opisano
w pismiennictwie [Pfeffer i wsp., 2009].

Badania obecne sugegujakze istotry biologiczry aktywna¢ izoformy mRNA IGF-1B,
zwlaszcza we wczesnych stadiach nowotworzenia wigegrubym. Na pro-proliferacyjn
role lokalnej ekspresji izoformy IGF-1B we wczesnychdeh kancerogenezy jelita grubego
(pseudoguzy) wskazuje dodatkowo wysoka pozytywneel&oja z ekspresj antygenu
proliferacyjnego PCNA (angproliferating cell nuclear antigenwiasnie w tej grupie chorych.
W samym raku (CRC) wykazano nieco stahsde roOwnie pozytywry zaleznos¢ pomidzy
ekspregj tej izoformy mRNA a ekspresinRNA antygenu Ki-67.

Dokladna analiza ikciowa genowej ekspresji IGF-1 (znormalizowana prad@2NA genow
referencyjnych) u pacjentéw z CRC i wissmdupcej prawidtowej tkance jelita grubego
(kontrola), wykazata znamienniezsizy ekspresj catkowitego mRNA IGF-1 oraz wszystkich
izoform mMRNA w tkance nowotworu w poréwnaniu z kot (Ryciny 10-11). Porownag
ekspresj tych izoform mRNA mgdzy sola — podobnie jak we wzorze odsetkowym, nie
udato s¢ wykaza roznic w ilosciowej ekspresji mMRNA transkryptéw klasy | (P1)lagy Il
(P2). Natomiast, przeciwnie do odsetkowego wzoruspedsji izoform A, B

i C, nie potwierdzono znamiennej dmowej przewagi izoformy mRNA IGF-1A nad B

w grupie CRC. Krétko méwc, analiza iléciowa wykazata zbhong ekspresj izoform
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MRNA A i B, a niszz ekspregj od obu tych wariantow mRNA, cechowatg skspresja
izoformy mRNA IGF-1C.

W grupie zmian nienowotworowych (pseudoguzy) badany ramach obecnej pracy okazato
si¢, ze ekspresja catkowitego IGF-1 oraz wariantow mRKE&-L nie réni si¢ ilosciowo od
ekspresji genu IGF-1 w kontrolnym jelicie grubympo&o6d r&nych izoform mRNA
dominupca okazata si ekspresja izoformy mRNA IGF-1B, jednak znamiedinstatystycza
wykazano jedynie poradzy ekspreg izoform mRNA B i C. Ekspresja izoformy mRNA
IGF-1A byla oczywdcie take wyzsza w porownaniu z ekspre$sF-1C.

Poréwnujc ilosciowg ekspresj IGF-1 (liczba kopii/lug RNA) w obu grupach (CRC
vs. pseudoguzy) znamiennie wsza w grupie zmian przednowotworowych w poréwnaniu
z CRC, okazata siekspresja izoformy mRNA IGF-1B. Jak wspomniano &g, nie
mozna wykluczy roli tej izoformy mRNA IGF-1 we wczesnych etapatfnsformacii
nowotworowej kolonocytow (czyli w grupie pseudogwz o

Dane z pimiennictwa dotyczce ilgiciowej oceny ekspresji MRNA IGF-1 (z zastosowaniem
réznych technik molekularnych) w CRC przynesz(podobnie jak ocena samej
wykrywalnasci/obecndci transkryptow) — d& zréznicowane wyniki [Tricoli i wsp., 1986;
Michell i wsp., 1997; Freier i wsp., 1999; Noshwsp., 2004]. | tak, brak istotnychzdic

w nasileniu ekspresji IGF-1 mMRNA u pacjentéw (n=}@) sporadycznymi formami CRC
(stadium B lub C w skali Dukes’a) i w nabtonku prdiewe] btonysluzowej jelita grubego
wykazat Michell i wsp., stosgg Northern i Western blotting[Michell i wsp., 1997].
Natomiast Tricoli i wsp. dzki uzyciu podobnej techniki molekularneNérthern blotting

w ok. 20% pierwotnych CRC wykazali stabo zaznaczdwp-razy podwyszony poziom
ekspresji mMRNA IGF-1, a w prawidtows&juzéwce jelita grubego obserwowano niski poziom
ekspresji IGF-1, nazwanybackground levelTricoli i wsp., 1986]. Zastosowanie podobne;j
do stosowanej w obecnej pracy techniki molekular{&T PCR) przez Nosho

I wsp., na tkankach ludzkiego CRC (n=90), pozwolilpkaz& nadekspregjmRNA IGF-1

w ok. 54% tkanek. Transkrypt byt stabo widoczny wsiadupcej nieguzowej tkance.
Ekspresja mRNA IGF-1 byta pozytywnie skorelowanazgganami histologicznymi, ale nie
z wiekiem, wymiarem guza, pigi lokalizacp czy makroskopowym typem nowotworu.
W odr&nieniu od badanych w tej pracy tkanek z CRC, awytaizanalizowali wy4cznie
wczesne stadia raka (gruczolaki i CRC w stadiumidtinym pT1) [Nosho i wsp., 2004].
Ponadto badali oni poziom catkowitego mMRNA IGF-hia ekspresjwariantow mRNA czy
prekursorow biatka. Ponadto ekszz uwag autorzy tego studium pwiccili roli ekspresji
MRNA IGF-2, ktora korelowata z eksprgsjranskryptow IGF-1 oraz IGF-1R, a fak
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z ekspregj transaktywatorowiciezki PI3K/Akt - Cox-2 (ang.cyclooxygenas@) i MMM-7
(ang. matrix metalloproteinase) [Nosho i wsp., 2004]. Ta sama grupa badaczyakiat
pézniej opisata nisz ekspresj IGF-1 na poziomie mRNA w tkance nowotworowej
w poréwnaniu z gsiadupca prawidtowg btorg sluzows, a podwyszone wartéci mRNA
receptora IGF-1 (IGF-1R) [Oshima i wsp., 2008]. 8latie ekspresja IGF-1 mRNA oceniona
przez Jenkins i wsp. byta asiza w CRC ri w kontroli (2.6x10 vs. 4.7x10 kopii/ng
catkowitego RNA, odpowiednio) [Jenkins i wsp., 2Q0Bodobne wyniki (tzn. obaénie
ekspresji IGF-1 na poziomie MRNA w CR&G kontrola) uzyskano w ramach wéneej
prowadzonych badawtasnych [Kasprzak i wsp., 2012; 2013].

Interpretugc nizsza ekspregf mRNA IGF-1 w CRC w poréwnaniu z kontgolnie mana
wykluczy¢ wptywu srodowiska wewatrz swiatta przewodu pokarmowego (arnigtraluminal
environment (np. diety), a take oddziatywania systemowych czynnikow wzrostu riaalia
regulacg (hamowanie?) produkcji IGF-1 w przebiegu ppsijacego nowotworu. Jak dgt
skape @ dokladniejsze prace na temat jelitowej regulasjilGF-6w [Renehan i wsp., 1999;
Bortvedt i Lund, 2012]. Na zwieggym modelu otytéci (szczury) po traktowaniu deet
wysokottuszczow (ang. high-fat die} wykazano wzrost liczby jelitowych gruczolakéw,
wyzszy indeks proliferacji komorek nabtonka jelitowe@eoyrazonej ekspregjKi-67), wzrost
masy ciata, masy atroby i tkanki ttuszczowej dookota przewodu gthga tych zwierzt.
Zmiany te byly skorelowane z vigzymi stzeniami wielu sktadnikéw osi IGF, w tym IGF-1
w surowicy krwi [Zhu i wsp., 2014].

W obecnej pracy nie badano surowiczyckzeai IGF-1 u pacjentow z CRC, ani nie
dysponowano danymi odfmie sposobu ogywiania, wartéci BMI pacjentéw, sid tez
trudno ustosunkowasi¢ do tych danych. Mma jedynie przy¢ za innymi wynikami badg

iz czynnik dietetyczny w jelicie ma nieipliwy wptyw na ryzyko tworzenia zmian
przednowotworowych jelita grubego taku cztowieka. Jednym z mechanizméwzmdyt
parakrynowe wydzielanie IGF-1, ktéregmdiem niekoniecznieagszmienione nowotworowo
kolonocyty, a raczej jelitowe komorki pochodzeniaazmnchymatycznego [Bortvedt i Lund,
2012]. Zwizek otylgci z kancerogen@zjelita grubego znany jest od lat, ale bardziej
kontrowersyjna wydaje siby¢ rola estrogenéw w rozwoju CRC u otylych pacjent@ane
epidemiologiczne pokazaljiz poziom endogennego estradiolu jest niezalen czynnikiem
ryzyka dla CRC, a jego wzrost w otydd maze mie€ nawet ro¢ protekcyjry. Hormon ten
dziata gtdwnie poprzez receptor typu B (argstrogen receptopy, ERf) obecny na

normalnych kolonocytach. W migpostpu transformacji nowotworowej spada jednak liczba
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ER-, a wzrasta liczba ER-i wowczas estrogeny (ktorychegénie wzrasta w otykei)
promup rozwoj guza [Chen i Iverson, 2012].

W catej zebranej w latach 2010-2015 grupie chorpeh CRC dominowali grczyzni.
Spasrod széciu zmartych w tych latach pacjentow,eqiu naleato do tej pici. Nie byto
istotnych ranic w ekspresji genowej IGF-1 porowgajcal grupge pacjentow, ktorzy zmarli
w omawianym okresie czasu z tymi, ktérzy prde5 lat od zabiegu operacyjnego. Nie
stwierdzono réwnig istotnych ranic w ekspresji IGF-1 i jego izoform mRNA pogdiy
kobietami i ngzczyznami z CRC.

W grupie porownawczej (pseudoguzy) wykazano natsinewne rénice w ekspresji
izoform mRNA IGF-1 pomidzy kobietami i mzczyznami. | tak, znamiennie gz
ekspresj mRNA klasy Il transkryptow (P2) oraz izoform mRNA i B obserwowano
u mezczyzn w poréwnaniu z kobietami.

Nie ma podobnych prac w gmiennictwie dotycgcych omawianej kwestii. Znaleziono
wyniki bada pokazugce przewag ekspresji izoformy mRNA IGF-1A nad IGF-1B w takich
narzdach jak macica, jajniki, ytroba i nerki, ale u myszy, podktajac narzdowo-
specyficzi regulacg produkcji wariantow mRNA IGF-1 w czasie rozwojulSuki i wsp.,
2005].

Podsumowujc, badania obecne wykazahgmnice ilosciowe w ekspresji zarowno catkowitego
MRNA IGF-1, jak i poszczegolnych izoform transkigptlGF-1 a te znamienne statystycznie
w poréwnaniu z kontrgl dotyczyty przede wszystkim grupy CRC. Innymi sjow
obserwowano istotnie ¥8z3 ekspregj catkowitego mRNA IGF-1 oraz wszystkich jego
izoform w rakach jelita grubego w poréwnaniu z kol Nie uchwycono natomiast zdic

w lokalnej ekspresji genowej IGF-1 w pseudoguzacpordwnaniu z tkank kontrolrg tej
grupy. Poréwnanie dwoch zasadniczych grup pacjeftoRC i pseudoguzy) pozwolito na
uchwycenie znamiennie wwksze] ekspresji izoformy mMRNA IGF-1B w zmianach
przednowotworowych w poréwnaniu z tkankami rak#&gegrubego (CRC). Sugeruje to ¢ol
biologiczry izoformy mRNA IGF-1B w pocgtkowych etapach kancerogenezy jelita grubego.

5.2. Analiza ekspresji IGF-1 na poziomie biatka

Dojrzate biatko IGF-1 powstaje z 3 i 4 egzd@F-1, ktére to egzonygsniezmienne. Egzony
1 i 2 zawierg alternatywne promotory P1 i P2 i kodupeptydy sygnatowe klasy 1 i I,
a egzony 5 i 6 podlegaplternatywnemu splicingowi i koduyozne peptydy E [Zarilli i wsp.,

1994; Barton 2006a]. Zastosowane w obecnej praayokionalne przeciwciata swoiste anty-
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IGF-1 z firmy R&D Systems wykrywaly najbardziej ksmrwatywny fragment dojrzatego
peptydu w komérkach ludzkich. Nie dysponowano przei@tami na wykrywanie izoform
pro-peptydow w badaniach immunocytochemicznych {IHC

Wykrywalnas¢ samego biatka IGF-1 z zastosowaniem metody IHC lvecoej pracy
dotyczyta zblionego odsetka przypadkéw w CRC i kontroli (4%% 35%, odpowiednio;
p>0,05). Pod wzghem ilciciowym ekspresja biatka ta& nie rénita sk, jak sk
spodziewano, porailzy guzem i kontrgl Badania innych autoréw z zastosowaniem techniki
IHC na tkankowym panelu CRC (ponad 700 fragment@ka)y przeprowadzone przez
niemieckich autorow wykazaty ekspred{GF-1 u zaledwie 7,5% pacjentow [Peters i wsp.,
2003]. Natomiast obserwacje autoréw jagkich opisaly 4§ az u 80% chorych [Shiratsuchi

i wsp., 2011]. Oba badania przeprowadzono z zastmsem innych przeciwciat
pierwszorzdowych ni w obecnej pracy. Lokalizacja biatka w cytoplaznmkiemorek
nowotworowych z niekiedy ziarnistym wzorem realgjiC, obserwowana w obecnej pracy,
jest zgodna z cytowanymi pracami Zrpiennictwa [Peters i wsp., 2003; Shiratsuchi i wsp.
2011; Li i wsp., 2013]. Ekspresja biatka IGF-1 zand w CRC, jak i odpowiedniej kontroli
w obecnych badaniach, oceniona pétiowo w 12-punktowej skali Remmele i Stegner byta
niska (mediana 0,00) i nie mdita sk istotnie w CRC i kontroli. Nie mina potwierdzt
wynikow bada Li i wsp., ktérzy wykazali zwikszory ekspresj biatka IGF-1 oraz IGF-1R,
z intensywniejszym sygnatem IHC w stabiej zmiwowanych rakach jelita grubego
w poréwnaniu z otaczgga normalmny tkankg jelita grubego. Nie udatogirowniez potwierdzé
istotnych korelacji lub rénic ilosciowych dla ekspresji biatka IGF-1 i danych klimgzh
(wiek, ptet, wyniki bada pracownianych grade, stageguza, przerzutowanie doc¢mdw
chtonnych,zyjacy/zmarli pacjenci), jak to wykazano w innych pretcgPeters i wsp., 2003;
Li i wsp., 2013]. Inni autorzy wykazywali pozytywnkorelacg pomkdzy zwikkszon
ekspresj tych skiadnikow osi IGF a przerzutowaniem guza wezidow chionnych
oraz z parametrami klasyfikacji TNM [Li i wsp., 281 Badacze ci stosowali jednak inne& ni
w obecnej pracy, przeciwciata swoiste (z firmy Almacha system oceny potikziowej byt
podobny. Brak istotnych zaleosci z przerzutowaniem i klasyfikacjTNM w obecnej pracy,
mozna uzasadii faktem, # pacjenci z CRC stanowili bardziej jednorgdgrupe, tj. 81%
pacjentow posiadato stopid 3 guza, a u ponad potowy pacjentéw (55%) guzgejrubego
przekraczatéciare jelita i dawat przerzuty do okolicznycheméw chionnych gtage C2
(Tabele 8-10). Nie wyspowaly jednak rénice ilosciowe w ekspresji biatka IGF-1 w

zaleznosci od obecnéci czy braku przerzutéw doeztéw chtonnych (Tabela 29).
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W obecnej pracy nie udatoesivykaza istotnych zalenosci miedzy ekspregj biatka IGF-1
a produkcy catkowitego mRNA i poszczegdlnych izoform trangkoy Inni autorzy, jednak
z wykorzystaniem innych metod badawczych (rzeczyniesciowe analizy biochemiczne),
wykazywali rownie niewielkie ilaci biatka IGF-1, i to podobne w zdrowych i tkankach
ze zmianami zidiwymi [Freier i wsp., 1999]. Nie mma natomiast potwierdziwynikow
bada Bustin i wsp., ktérzy wykrywali peptyd IGF-1 wagznie w tkankach, ktore dawaty
jednoczénie ekspregj mRNA IGF-1, sugerac tym samym korela¢jprodukcji dojrzatego
IGF-1 na matrycy wczmie] wytwarzanego transkryptu [Bustin i wsp., 2002]

Analiza ekspresji IGF-1 na poziomie biatka w zmigmaienowotworowych jelita grubego
(pseudoguzy) w obecnej pracy, wykazata obéctego biatka jedynie u 5/17 chorych. Tak
w tej grupie chorych wykrywany immunocytochemiczpi®dukt reakcji na IGF-1 nie byt
istotnie zaleny od produkowanych przez tkanki transkryptow IGRAtbrew oczekiwaniom
nie wykazano iléciowych r@nic w ekspresji IGF-1 na poziomie biatka pedry tkankami
z rakiem jelita grubego (CRC) i zmianami potendglprzednowotworowymi (pseudoguzy).
Nalezy dod& jednak,ze sama wykrywaln@d IGF-1 w materiale tkankowym byta nieco
wyzsza w CRC (45%) w poréwnaniu z tkankami pseudogui@abwv30%), jednak nie byta to
réznica istotna statystycznie (p>0,05).

Badania obecne u pacjentow z CRC nie wykazaly kojigbomidzy ekspregj biatka IGF-1

a nasileniem proliferacji komoérkowej, jak demongirio badania innych autoréw na
przyktadzie ekspresji markera proliferacyjnego Ki{feters i wsp., 2003]. Nie uchwycono
wiec istotnych korelacji pomdzy ekspres catkowitego (dojrzatego) biatka IGF-1
a ekspreg] Ki-67 ani na poziomie mRNA, ani biatka. W pseudogeh ekspresja biatka
IGF-1 rownie nie byla istotnie zalea od ekspresji markeréw proliferacji komérkowey cz
apoptozy. Ponadto nie udat@ svykaza& znamiennych zammosci ekspresji tkankowej biatka
IGF-1 z nasileniem zmian zapalnych (agrading) w tej grupie pacjentow.

Badania obecne nie potwierdzity korelacji peday ekspregj peptydu IGF-1 a z&iwoscia
histologicza guza (ang.gradg, ani z nasileniem zmian zapalnych (parametr CuR)
badanych tkankach grupy pacjentow z CRC. Nie bylaniez znamiennych zammosci
pomiedzy nasileniem zmian zapalnych a ekspré§F-1 w grupie pseudoguzéw. Ekspresja
tego biatka nie rmnita sk takze w zalenosci od histologicznego typu CRC
(sluzotworczy/inne), od wielkai guza, anatomicznej lokalizacji guza, obem@rzerzutéw
do regionalnych wztéw chtonnych czy wynikéw podstawowych badaracownianych.
Zblizong ekspresj peptydu IGF-1 mieli pacjenci z CRC, ktorzy zmavliocenianym okresie

czasu, w poréwnaniu z nadaljacymi. Nie dysponowano dokiadnymi datargmierci
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pacjentow z CRC zebranych w obecnej pracyd stie udato si przeprowadzi badania
krzywych przeycia w zalenaosci od tkankowej ekspres;ji biatka IGF-1. Inni autpreskazug
na trend krotszego czasu pryeia u IGF-1-pozytywnych pacjentéw w poréwnaniuGsF+1-
negatywnymi, jednak wynik ten roOwmienie osjgnat istotnasci statystycznej i powinien gy
zweryfikowany w dalszych badaniach [Peters i wapQ3].

Poroéwnujc nieliczne wyniki bada innych autoréw dotycge badania ekspresji IGF-1
z zastosowaniem technik immunohistochemicznych,azykano znacice korelacje midzy
ekspresj IGF-1 asrednig guza oraz skalklinicznego zaawansowania raka (parametr Tis-T1
a T2-T4) czy inwazj naczy zylnych i/lub limfatycznych [Shiratsuchi i wsp., 201 Nie
obserwowano, podobnie jak w obecnej pracy, korelavjedzy ekspreg] IGF-1

a histologicznym zrinicowaniem raka, jak rownigpomiedzy wiekiem, ptci czy lokalizacy
guza (okeznica, odbytnica) [Shiratsuchi i wsp., 2011].

Dyskusja na temat prognostycznej wactoekspresji tkankowej IGF-1 w rakach jelita
grubego pozostaje otwarta. Czy identyfikacja IG8etlkatnich CRC oka st by¢ pomog

w przewidywaniu efektéw nowych strategii leczena@hejmupcych system IGF-6w jak
sugeruy niektorzy badacze [Peters i wsp., 2003k byoze pokas kolejne prace badawcze.
Stabo poznanym tematem pozostaje rola pre-peptytléi*-1l w kancerogenezie jelita
grubego. Badania takie bylyby wmiove poprzez np. pojawienie ¢sina rynku nowych
przeciwciat na ich wykrywanie metodami immunohistemicznymi czyWestern blat

5.3. Analiza immunohistochemicznej ekspresji biatekproliferacyjnych i apoptozy

w rakach jelita grubego i w zmianach nienowotworowgh

W CRC wykazano znamiennie w87y ekspresj typowych biatek proliferacji komorkowej
(Ki-67 i PCNA) oraz apoptozy (biatko p53, aktywnaskaza-3) i to w poréwnaniu zarowno
z kontroh, jak i grup porownawcz (zmiany potencjalnie przednowotworowe).

Cyklina D1 kodowana przez protoonkogen PRAD-1/CCNBEL-1 naley do duzej rodziny
cyklin, ktore reguluj fazy wzrostu komérkowego poprzez aktywakinaz cyklinozalenych.
Biatko to promuje wejcie w faz S cyklu komoérkowego. Ekspresja tej cykliny waha si
i osigga maksimum w fazie G1. Rozregulowanie genu PRADEND-1/BCL-1 (czste
w nowotworach) powoduje wzmocnienie ekspresji eykliD1 [Bartkova i wsp., 1994].
Cyklina D1 i antygen PCNA zostaty zidentyfikowane3RC jako tzwhub genesv sieci PPI
(ang.a protein-protein interactioni bada s} ich wyteczndé¢ jako biomarkeréw wczesnej

diagnostyki i monitorowania przebiegu CRC [Liu ips2015].
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Ekspresj cykliny D1 w obecnej pracy nina byto poréwnaé ilosciowo jedynie w grupie
CRC i kontroli. Ché byla ona istotnie wisza w zmianach nowotworowych zni
w kontrolnym jelicie grubym, zbadanie ekspresji tgjklinozalenej kinazy serynowo-
treoninowej, nie przyniosto oczekiwanych korelagjikontekscie badanej ekspresji genowej
IGF-1. Niektore dane literaturowe wskazujjednak na potencjalny wpltyw IGF-6w
(w tym IGF-1) na regulagjekspresji cykliny D1 [cyt. za Brudnik i wsp., 2Q0W obecnym
badaniu sama wykrywaldé cykliny D1 dotyczyta ok. 40% pacjentéw z CRC, wéwenaniu

z 50% w innych doniesieniach [Tsai i wsp., 2013 Mazna jednak potwierdziwynikow
nieco wczeéniejszych bada ktére wykrylty bardzo niewielk grupe cyklino-pozytywnych
rakéw jelita grubego, tj. 6% [loachim 2008]. Tenatsi badacz wykazat ponadto zkszor
ekspresj cykliny D1 w bardziej zaawansowanych klinicznyctadsach CRC gtage C
vs. stageB w skali Dukes’a), w rakach z przerzutami deziw chtonnych oraz w typie
sluzotworczym w porownaniu z rikizotworczym CRC, czego rowri@ie udato si pokaza

w badaniach obecnych. Me to wynika& z faktu, ¥ autor ten analizowat liczniejsmgrupe
chorych (n=97) m w obecnej pracy (n=31), bardziej znmicowary pod wzgédem
zaawansowania klinicznego i typéw histologicznycRCC [loachim 2008]. Wspomniany
autor nie potwierdzit jednak dago znaczenia prognostycznego badanych w swej pracy
biatek cyklu komérkowego, w tym cykliny D1 w kontgke ryzyka nawrotu choroby czy
przezywalnasci chorych z CRC [loachim 2008]. Inni autorzy wykgg $cista zaleznosé
pomidzy ekspregj cykliny D1 i VEGF, sugerac udziat tej cykliny (protoonkogenu)
w nasilaniu angiogenezy. Pogajrowniez, iz koegzystencja ekspresji cykliny D1
z nadekspregjVEGF znacznie skracata czas wolny od nawrotu dhormbnizata catkowite
przezycie w badanej grupie (n=100). Ocena tych dwéchkeramw mae (obok klasyfikaciji
TNM) mie¢ znaczenie prognostyczne w CRC [Tsai i wsp., 2013].

Obecnym we wszystkich fazach aktywnego cyklu korodmgo (z wyjtkiem fazy GO

I wczesnej fazy G1) jest antygen proliferacyjny ; zlokalizowany w gdrach
komorkowych. Najsilniejszy odczyn barwny na to k@atuzyskuje i w czasie mitozy
[Gerdes i wsp., 1984]. Rola diagnostyczno-progrnmstg Ki-67 w CRC jest niejednoznaczna
[Brown i Gatter, 2002], chiorowniez w tym typie nowotworu u cztowieka, sugeruje diza
kliniczng przydatné¢ badania tego markera za porpametod immunohistochemicznych
[Melling i wsp., 2015].

W obecnej pracy, zgodnie z danymi Zrpiennictwa [Brown i Gatter, 2002; Melling i wsp.,
2015] - obserwowano wjytznie pdrowa lokalizacg biatka Ki-67 z indywidualnie

zroznicowanym odsetkiem immunopozytywnych komorek. Ppaga reakcg na to biatko
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obserwowano u ponad 80% pacjentow z CRC tadusetek samej egtasci wykrywania nie
roznit sie od kontroli (75%), analiza ikwiowa wykazata istotnie wgzy ekspresj antygenu
Ki-67 w rakach jelita grubego w poréwnaniu z kohgrdnni badacze wykazgjekspresj
tego markera u 95% chorych z CRC oraz istotny dpattepresji po zastosowaniu chemio-
i radioterapii przedoperacyjnej [Debucquoy i wst)09]. Podobnie jak w innych badaniach
dotyczcych CRC, nie wykazano w obecnej pracy korelacingdzy ekspregj biatka Ki-67
a stopniem zigdiwosci guza grade), histologicznym typem guza czy usytuowaniem raka.
mozna potwierdat danych, # wyzsza ekspresja tego markera jest skorelowanazszym
zaawansowaniem klinicznym raka czy brakiem przemmahia do wziow chionnych

i z klinicznie dobrym przebiegiem CRC [Melling i mws 2015]. Na podstawie
przeprowadzonych w obecnej pracy analiz, niezmaopoprzé wnioskow wspomnianych
autorow, & wysoki indeks gdrowej ekspresji Ki-67 jest niezal®gym czynnikiem
prognostycznym diszego czasu przgcia dla pacjentow z CRC [Melling i wsp., 2015].eNi
obserwowano rowniekorelacji medzy ekspregj antygenu Ki-67 a ekspresgykliny D1, jak
wykazup to niektore badania [loachim 2008].

Dla dokladniejszego sprawdzenia zalesci pomkdzy ekspreg catkowitego MRNA
oraz ré@nych wariantow mRNA IGF-1, w obecnej pracy zbadamovniez ekspresgj
transkryptu Ki-67. Ze wzgHu na duae r&nice indywidualne (w zafmosci od badanych
tkanek z CRC) nie udalo ¢sipotwierdzé ani r&nic w ekspresji mMRNA tego markera
pomidzy CRC a odpowiedaikontrol tej grupy, pseudoguzami i ich kongphni pomé¢dzy
CRC a pseudoguzami. Porowsuijte ostatnie grupy (CR@®s. pseudoguzy) wydaje i
jednak, ze istnieje tendencja do nadekspresji MRNA wia w CRC w poréwnaniu ze
zmianami nienowotworowymi (p=0,069; na granicy tst§ci), lecz wymagatoby to
potwierdzenia na wkszej liczbie chorych. Reednio o takim trendzieswiadczy fakt
wystepowania znamiennie wkszej ekspresji samego antygenu Ki-67 (na pozidomgka)
w CRC w poréwnaniu z pseudoguzami czy komnt(pk0,001 w obu przypadkach).

Bioragc pod uwag ekspresj badanych w pracy przedstawicieli systemu IGF-laleznosci
od nasilenia ekspresji antygenu Ki-67 (na poziomiRNA), w CRC wykazano pozytywne,
dos¢ wysokie korelacje pomadzy ekspregi mMRNA Ki-67 a izoformy mRNA IGF-1P2
oraz IGF-1B, a w przypadku pseudoguzow z eksprejformy mRNA IGF-1P1. Oba
warianty mRNA IGF-1 mog jak wspomniano wcZaiej, odgryw& wazna role w nasilaniu
wzrostu komorek raka jelita grubego. Bynaze uda si potwierdzé w przyszigcei wartasé
prognostycza nie tyle samego peptydu IGF-1, co konkretnych amof mMRNA w CRC
[Debucquoy i wsp., 2009].
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W przypadku pseudoguzow obserwowano bardzo silagtpone korelacje tate pomedzy
ekspresj pozostatych izoform mRNA IGF-1 (z watkiem izoformy C) a lokalp ekspresj
innego nz Ki-67 (biatko, mRNA) antygenu proliferacyjnego, anowicie PCNA (badanego
immunohistochemicznie). Antygen ten jest kmygm biatkiem gdrowym o m. czst. 36 kD,
petnigcym rok kofaktora polimerazy deltacisle zwigzanym z cyklem komoérkowym (koniec
fazy G1 i faza S) [Mathews i wsp., 1984; Bravo ipwsl1987]. Biatko to bierze udziat
w syntezie, metabolizmie oraz naprawie uszkodzorgigé [Liu i wsp., 2015]. Marker ten
byt wykorzystywany jako czynnik prognostyczny w rmworach jelita grubego.
Wykazywanosciste korelacje zarowno z lokalnprogresy CRC, jak i przerzutowaniem
[Nakae i wsp., 1998]. Szczegdblne znaczenie w pihgmaniu ztej prognozy i zdolioi do
przerzutowania (zwilaszcza dogtwoby) przypisywano obecso PCNA w tzw. froncie
inwazyjnym CRC [cyt. za Liu i wsp., 2015]. Sugersjg ze wykazanie zarowno nadekspres;ji
PCNA, jak i genu CCND1 (gen dla cykliny D1) smby cenne w rozwoju nowych form
leczenia w CRC [Liu i wsp., 2015].

TP53 to gen supresorowy dla guza (anige tumor suppressor genea produkowane na
matrycy mRNATP53,biatko zwane ,stranikiem genomu”, o masie ggteczkowej 53 kDa,
odpowiada rownie za napraw DNA, a w razie niemmosci naprawienia szkod - me
indukowa& programowas $mier¢ komorki (apoptog). Metodami IHC mana wykrywa
jedynie biatko p53 o ditszym okresie poéttrwania (zmutowane lub o ggizonym
wspotczynniku syntezy) [Jacks i Weinberg, 1994]P53 jest jednym z najcZciej
zmutowanych genéw w #aych typach nowotworow, w tym CRC. W raku tym zaure,
iz mutacjeTP53 odgrywap zasadnicz role w transformacjiadenomaw adenocarcionoma
Opisywane s rozne formy mutacji w genie TP53 w CRC, co implikujeate lub utrzymanie
prawidtowej funkcji samego biatka p53dpez i wsp., 2012; Zeestraten i wsp., 2013].

W obecnej pracy lokainekspresj biatka p53 (wydcznie w pdrach komdérkowych) wykryto

u 61% pacjentéw z rakiem jelita grubego, a nie wikmw zadnej kontroli. W pseudoguzach
obecné¢ zmutowanej formy p53 w nielicznych komorkach wy&@aa u jednego pacjenta
(0,06%). W wielu badaniach sugerowanoerbiatka p53 jako czynnika prognostycznego
w CRC [Liu i wsp., 2014; Huh i wsp., 2015; McGregavsp., 2015]. Cgstas¢ wysiepowania
tkankowej ekspresji p53, wykazana przez niektoyatorow jest identyczna jak w obecnych
badaniach, tj. 65% rakéw [McGregor i wsp., 2015]; mnych nisza (ok. 40%-55%) [bpez

i wsp., 2012; Zeestraten i wsp., 2013; Liu i wg114]. Ostatni z autorow wykazali krotszy
czas przeycia dla pacjentow z p53-pozytywnym rakiem jelitautgego [Liu i wsp., 2014].
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McGregor i wsp. potwierdzili natomiast korelaaggkspresji p53 z miejscem usytuowania
CRC (odcinek dystalny jelita grubego) oraz IIl st@m klinicznego zaawansowania CRC.
Jednak jako samodzielny biomarker, biatko p53 nigto b dobrym czynnikiem
prognostycznym w przewidywaniu efektow terapii iasa przeycia pacjenta [McGregor
i wsp., 2015]. Wedtug innych autoréw, analiza IH{atka p53 mae okaza sic pomocna
w prognozowaniu przgcia jedynie podgrupy pacjentow w stadium Il ra&dbytnicy,
poddanej przedoperacyjnej chemioterapii i radiqtiérajednak zgodnie z opigi
poprzednikow, biatka tego nie uznano za niezajeczynnik prognostyczny w CRC [Huh
i wsp., 2015]. Wykazano przy tymz iobnizenie ekspresji dwoch biatek, tj. p53 wspolnie
z biatkiem Ku70 (angdouble-strand break repair proteinsv raku jelita grubego jest
powigzane z gorsgprognoa [Lu i wsp., 2015].

W badaniach obecnej pracy u pacjentow z CRC wykazaysoly pozytywry korelacg
ekspresji biatka p53 i antygenu Ki-67 na poziomiatda, co wize funkcg obu biatek

z zaburzeniami regulacji cyklu komérkowego w raklita grubego. Wzrost ekspresji biatka
p53 u badanych w obecnej pracy pacjentéw, obserwowaraz z nasileniem proliferaciji
guza. Znaleziono potwierdzenie tego wyniku ladapracy Melling i wsp., ktdrzy rownie
wykazali silp pozytywry korelacg miedzy wysokim stopniem ekspresji Ki-67
a ekspregj p53 orazg3-kateniny [Melling i wsp., 2015].

W obecnej pracy nie znaleziono jednzkdnych istotnych zat@osci pomidzy ekspreg
zmutowanej formy p53 a eksprgdfsF-1 (MRNA, biatko). Nie mizna rownie potwierdzé
réznic ilosciowych w ekspresji biatka p53 pogdizy pacjentami zmartymi i tymi, ktérzy nadal
7Yyja w obserwowanych 5 latach od operacji.

Liu i wsp. porownujc wyniki bada komodrkowej ekspresji thych markeréw cyklu
komdrkowego (cyklina D1, PCNA, biatko p53) stawidjipotez, iz nadekspresja genu
CCND1 (dla cykliny D1) mee nasilé wzrost i proliferagg komérek w CRC poprzez
regulacg cyklu komdorkowegovia sciezka sygnatowa p53, a nadekspresja PCNA promuje
progresg CRC, wywieragc bezpdrednie efekty na cykl komorkowy [Liu i wsp., 2015].
Trudnacia oceny porownawczej wynikow batlanad immunohistochemicgznekspresj
markeréw proliferacji i biatka p53 uzyskanych w obej pracy oraz w innych doniesieniach
jest przede wszystkim niejednorodacstosowanych przeciwciat pierwszedowych, skal
poétilosciowej oceny nasilenia reakcji IHC oraz samych ghgwlanych (liczba pacjentéw,
histologiczne typy CRGstagei gradeCRC).
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Préby wylonienia ,idealnego” markera {#@d 26 =zbadanych biatek apoptozy) dla
zastosowania w codziennej praktyce klinicznej ujgraéw z CRC, jak datl, nie powiodty
si¢ [Zeestraten i wsp., 2013].

Ekspresj aktywnej kaspazy-3 wykryto w 90% przypadkéw CR®raaych w obecnej pracy,
co bytlo znamiennie wasze w poroéwnaniu z kontepl(ok. 60% tkanek) i pseudoguzami
(ok. 50% tkanek). Réwniepod wzgédem ilgsciowym, istotnie wgkszy ekspresj tego biatka
wykazano w CRC w poréwnaniu zarowno z kongrgbk i grum pseudoguzéw. Ponadto
badania dowiodly, 7z ekspresja kaspazy-3 jest istotnie z8a w tzw. wypukiym
w poréwnaniu z ptaskim typem makroskopowym CRC.6Rmjgc ten wynik z danymi
z pismiennictwa, pozytywny sygnat na kasp& (oraz wysoki poziom ekspres;ji tego biatka)
demonstrowano w CRC, ktore lepiej prognozowaly oopdzebiegu i diug@i przezycia w
poréwnaniu do pacjentéw negatywnych [Koelink i wsp009; Dawson i wsp., 2014].
Wskazywano, 4 apoptoza dotyera komorek pogtieliska guza (angstromal apoptosis
w odr&nieniu od apoptozy komérek nabtonkowych, jest ci#giem istotnym
w przewidywaniu przegywalngsci pacjentow czy nawrotu choroby [Koelink i wspQQ0®;
Noble i wsp., 2013]. Wysoki poziom ekspresji aktgyrkaspazy-3 w padielisku guza
uznano nawet za dobry i niezalg czynnik prognostyczny w raku jelita grubego. Bexk
ci twierdz, iz komorki podcieliska guza promuj kancerogenez jelita grubego,
a zwkkszona ich apoptoza jest zjawiskiem hagoun ten proces [Noble i wsp., 2013].
Badaniain vitro (2015) na rénych liniach komérkowych CRC wskazyjiz nawietlane
komorki rakowe (podlegage apoptozie), magpromowa proliferacg ,zyjacych” komorek
guza. Natomiast wyniki badan vivo u pacjentéw z CRC, pokaaujpodobnie jak w obecnej
pracy), wysz ekspresj kaspazy-3 oraz antygenu Ki-67 w komérkach guzaowdywnaniu

z kontroh. Wysoki poziom ekspresji aktywnej kaspazy-3 orak6K w komorkach
nowotworowych u tych autorow korelowat jednak ze ptognoza rakéw, a mianowicie
z wyzszym stopniem zaawansowania w klasyfikacji TNM,egtymi przerzutami i krotszym
czasem przg/cia chorych, czego nie udatoeswykazad w ramach obecnej pracy.
Wspomniani autorzy nie mogli uziigednak ani poziomu ekspresji kaspazy-3, ani amyge
Ki-67 za niezalene czynniki prognostyczne w CRC [Zhang i wsp., 3015

W kontekécie badanej w pracy ekspresji biatka IGF-1 oranygh wariantow mRNA IGF-1,
wiasnie u pacjentow z CRC wykazanosdastaly, pozytywry korelacg pomidzy ekspreg
kaspazy-3 i ekspresjizoformy mRNA IGF-1B. Dalszych badawymagatoby jednak
doktadne zbadanie roli tej izoformy mRNA IGF-1 wopesie apoptozy (hamowanie?,

nasilanie?) komorek raka jelita grubego. Badaniagrawsp. na hodowanych komorkach
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CRC, ktore potwierdzaj znamienne zwkszanie aktywngci kaspazy-3/7, -8 i -9 pod
wptywem podania egzogennego IGF-1, zwracawag na inny aspekt zagadnienia.
Obserwowali oni, 4 pomimo aktywacji tych bialek apoptozy, nie wywoBhy one
programowanejsmierci komorek rakowych [Yang i wsp., 2009]. Autgrkonkludup,
iz aktywacja kaspaz (w tym kaspazy-3) nie must Bynonimem apoptozy. Opisywano
bowiem udziat aktywnej kaspazy-3 w ostatecznymni@owaniu pewnych linii komorek
rakowych jelita grubego (HT-29). Kaspazy odgrgwaog rol¢ takze w ruchu komoérek, ich
migracji czy enukleaciji [cyt. za Yang i wsp., 2008 interesujce, zwekszenie aktywnsi
kaspazy-3 i nasilenie procesu apoptozy w CRC opisdwniez wraz z posipujacym

wiekiem pacjenta z tym typem nowotworu [Perraudspw 2012].

Biatko AKT, jako przedstawiciel serynowo-treoninostykinaz biatkowych z rodziny AKT
(Akt-1, -2, -3), naley do innej grupy regulatoréw komérkowej proliferiacapoptozy. Biatko
to odgrywa wang role w utrzymaniu rownowagi porilzy przeyciem komorki i apoptag
[Dihlmann i wsp., 2005]. Jest efektorem i przakiem sygnalu w szlaku kinazy 3
fosfatydyloinozytolu (PI3-K), ktory odpowiada za t@kaci waznych transkrypcyjnie
regulatorow kancerogenezy jelita grubego, tj. cilyaadrowego NF kappa B f-kateniny
[Krzeslak 2010]. Aktywacja szlaku PI3K, wraz z mutagjiatka p53 oraz mutacjami KRAS
(ang. V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene hong)lmaleza do wspdélnych cech
CRC. W aktywacjisciezki PIBK/AKT w CRC dowiedziono roli biatek szoku tercznego
(HSPs, angheat shock proteinszwtaszcza HSP27 [Ghosh i wsp., 2013]. W ludzKiRC
wykazano nadeksprespfosforylowanych postaci kinaz AKT, co korelowadamowaniem
apoptozy komérek CRC [Dihlmann i wsp., 2005; Joimisesp., 2010].

Przeciwciata wykorzystane w obecnej pracy, pochoelz firmy Dako, wykrywaty winie
ufosforylowary post& biatka AKT (kinaza proteinowa, Rag- Lokalizacja biatka AKT
gtéwnie w cytoplazmie komoérek nowotworowych obsem@oa w obecnych badaniach, jest
opisywana przez innych badaczy [Dihimann i wspQ2Qlohnson i wsp., 2010]. Natomiast
pod wzgtdem ilasciowym ekspresja biatka AKT w CRC byta poréwnywainabserwowaim
w zdrowym jelicie grubym. Nie znalezionozrac ilosciowych pomé¢dzy ekspregjtej kinazy
u pacjentow zmartych kyjacych. W tkankach pseudoguzéw wykazano natomiastsmy
w poréwnaniu z CRC, eksprespiatka AKT. Porownujc zalenosci AKT a sktadniki
systemu IGF-1 (mRNA, warianty mRNA, biatko), tylke kontrolnym jelicie grubym
wykazano pozytywin korelacg pomiedzy ekspregji to jednej z izoform mRNA (IGF-1B)

a biatkiem AKT. Co zaskakgge - w grupie pseudoguzow (gdzie obserwowano ki
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ekspresj tego biatka wréd badanych grup) obserwowano wygokle negatyws zaleznosé
pomidzy ekspregj izoformy mRNA IGF-1B i ekspresjkinazy proteinowej AKT. Innymi
stowy, wraz ze wzrostem ekspresji biatka AKT w deupzmian potencjalnie
przednowotworowych malata ekspresja izoformy mRK#-11B.

Badania immunocytochemiczne innych autorow wngeh stadiach rozwoju raka jelita
grubego wykazywaty intensywniegzpozytywry reakcg w bardziej zaawansowanych
zmianach i w gruczolakach [Saglam i wsp., 2007]. Kolejne @sienia wskazygj na
podwyzszory tkankows ekspregj biatka AKT, ktora korelowata pozytywnie z ekspeesj
cytoplazmatycznie igdrowo zlokalizowanep-kateniny w CRC [Dihlmann i wsp., 2005]3 S
rowniez prace, ktére demonstaupadekspregjkinazy Akt-1 w CRC, i to wiksz ekspresj
tego biatka w guzach zlokalizowanych po stroniedgyelita grubego (odcinek dystalny)
w poréwnaniu z cxcig prawego jelita grubego (odcinek proksymalny) [Badmi wsp.,
2010]. Nie potwierdzaj takich r@nic w ekspresji biatka AKT obecne badania. Glarie
roli biatka AKT w zmianach przednowotworowych jaligrubego wymaga dalszych bada
W kontekcie badanej ekspresji genu IGF-1, na podstawie roplbcbada wydaje s¢, ze
wzrost ekspresji tkankowej biatka AKT w grupie pdeguzow nie jest zatay od osi IGF-1

lub jest hamowany przez ekspkesjektorych izoform mRNA tego genu (IGF-1B).
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6.PODSUMOWANIE

1. Tkankowa ekspresja catkowitego mRNA oraz warian{@eform) mRNAIGF-1 jest
istotnie nzsza w raku jelita grubego i odbytnicy (CRC), a nié&mniona w zmianach
nienowotworowych (pseudoguzy) w poréwnaniu z kdgfraachowujc aktywna¢
obu promotorow (IGF-1P1 i IGF-1P2) oraz prodgkcpozostatych form
splicingowych (IGF-1A, IGF-1B i IGF-1C) genu IGFwle wszystkich grupach (CRC,
pseudoguzy, kontrola).

2. Rola obu promotoréw (P1 i P2) genu IGF-1 jest rowama w formowaniu
transkryptow IGF-1 w tkankach jelita grubego we ysikich badanych grupach
(CRC, pseudoguzy, kontrola).

3. Tkankowa ekspresja dwoch izoform mRNA IGF-1 (IGRRIRGF-1B) w raku jelita
grubego i odbytnicy (CRC) pozytywnie koreluje zrikawg ekspresji mRNA Ki-67.

4. Immunocytochemiczna ekspresja typowych biatek fewdcji komoérkowej (Ki-67
i PCNA) oraz apoptozy (biatko p53, aktywna kaspayav CRC jest znamiennie
wyzsza w porownaniu z tkankami pseudoguzéw i konted®, nie zalgy istotnie od
ekspresji genowej IGF-1.

5. Pseudoguzy (potencjalne zmiany przednowotworowehwge sic wyzszy tkankowg
ekspregj izoformy mRNA IGF-1B w poréwnaniu z CRC oraz poayha korelach
tego wariantu mMRNA IGF-1 z eksprgsjadrowego antygenu proliferacyjnego
(PCNA).

6. Lokalna ekspresja trzech izoform mRNA IGF-1, tj.RGP2, IGF-1A i IGF-1B
w zmianach zapalnych jelita grubego (pseudoguzyt j&y:sza u mgzczyzn
w poréwnaniu z kobietami.

7. Wylagcznie w grupie zmian nienowotworowych (pseudoguzbserwuje si
pozytywry korelacg pomidzy ekspregj mRNA IGF-1B a sfzeniem glukozy we
krwi pacjenta.

131



7.WNIOSKI KO NCOWE

1. Kancerogenezie jelita grubego u cztowieka towargyamniany tkankowej ekspresiji
genu IGF-1.

2. Ze wszystkich badanych izoform mRNA IGF-1 w raklitgegrubego i odbytnicy,

najlepiej z nasilog proliferacp komorkows koreluje tkankowa ekspresja dwdch
transkryptow: IGF-1P2 oraz IGF-1B.

3. Na wczesnych etapach kancerogenezy jelita grubegdowieka najwaniejsz role
biologiczry wydaje s¢ spetnid izoforma mRNA IGF-1B.

4. Zrbéznicowana lokalna ekspresja izoform mRNA IGF-1 zacstanowd dodatkowy

marker prognostyczny w raku jelita grubego i odmytru cztowieka.
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8.STRESZCZENIE

Tkankowa ekspresja insulinopodobnego czynnika wzras 1 (IGF-1)
w nowotworach jelita grubego

Wstep: Rak jelita grubego i odbytnicy (CRC) najedo najczstszych i najgreniejszych
nowotworéw zigliwych cztowieka. Wrod czynnikdw ryzyka rozwoju CRC wymieniagsi
m.in. obecné& przewlektych zapalnych schorzgelit oraz przednowotworowych rozrostow
nabtonka gruczotowego (gtéwnie gruczolaki).

Od wielu dekad opisuje ¢izwigzek pom¢dzy sktadnikami systemu IGF a kancerogenez
jelita grubego. Doming] prace podnogsze rok wzrostu surowiczego tenia
insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1) i glamia s¢zen biatek wizacych IGF (IGF
BPs) jako czynnikéw ryzyka CRC.

IGF-1 produkowany jest gtownie w aivobie, gdzie spetnia funkcje hormonu
endokrynowego, a produkowany w innych naech dziata gidwnie na drodze autokrynowej
i parakrynowej w promocji wzrostu tkanek i n@pw. Znana i szeroko opisywana jest
mitogenna i antyapoptotyczna funkcja IGF-Jdstmiany w poziomie tkankowe] ekspres;ji
IGF-1 mog, odpowiada za transforma¢jnowotworova, w tym CRC.

Celem pracy byta: (1) Analiza ekspresji IGF-1 (izoformy mRNAijatko) w nowotworach
jelita grubego, zmianach nienowotworowych i w kohtym jelicie grubym; (2) Badanie
korelacji pom¢dzy tkankows ekspregj IGF-1 (izoformy mRNA, biatko) a aktywroig
proliferacyjry oraz wyktadnikami apoptozy w badanych grupach;@@niesienie ekspresji
tkankowej IGF-1 do wybranych danych klinicznych jeatdow z badanych grup.

Materiat i Metody : Badania przeprowadzonecknie u 31 chorych z CRC (grupa badana)

oraz u 17 pacjentbw z nienowotworowymi zmianami fmlogicznymi jelita grubego

(gtownie aktywne przewlekie zmiany zapalne) (grygmméwnawcza, pseudoguzy). Badano

pary materiatu tkankowego z patologicznymi zmianamairfologicznymi i kontrad od tych
samych pacjentow. Do zasadniczegsct bada zastosowano ikwiowg metod RT-PCR.
Technike immunohistochemicznopart o tzw. new polimer-based IH@ zastosowaniem
systemu EnVision++, wykorzystano do badakalizacji i nasilenia ekspresji IGF-1 oraz
pozostatych biatek proliferacyjnych (Ki-67, PCNAyktina D1), bialek apoptozy (p53,
kaspaza-3, Bcl-2) oraz biatka AKT. EksprespRNA IGF-1 i wszystkich izoform mRNA
(P1, P2, A, B, C) oraz transkryptu Ki-67 mierzonoliazbie kopii mMRNA naug RNA.

Wyniki bada IHC oceniono w skalach potdoiowych.
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Wyniki: Badania wykazaly znamienniezai tkankows ekspresgj catkowitego mRNA oraz
wariantéw (izoform) mRNAIGF-1 w raku jelita grubego i odbytnicy, a niezmierjon
w zmianach nienowotworowych (pseudoguzy) w porévinan kontroh, zachowujc
aktywna¢ obu promotoréw (IGF-1P1 i IGF-1P2) oraz prodgkgpozostatych form
splicingowych (IGF-1A, IGF-1B i IGF-1C) genu IGF-ke wszystkich grupach (CRC,
pseudoguzy, kontrola). Rola obu promotoréw (Pl ) B2nu IGF-1 wydaje siby¢
rownowana w formowaniu transkryptéw IGF-1 na poziomie tkiame wszystkich badanych
grupach (CRC, pseudoguzy, kontrola). Wykazarotkankowa ekspresja dwoch izoform
MRNA IGF-1, tj. IGF-1P2 oraz IGF-1B w CRC jest ptoaynie skorelowana z produkgcj
MRNA Ki-67.

Analiza immunocytochemiczna wykazataz iekspresja typowych biatek proliferacji
komodrkowej (Ki-67 i PCNA) oraz apoptozy (biatko p5&ktywna kaspaza-3) w CRC jest
znamiennie wysza w poroéwnaniu z eksprgsy tkankach pseudoguzéw i kontroli, ale nie
zalezy istotnie od ekspresji genowej IGF-1.

W zmianach nienowotworowych (pseudoguzy) obserwovwarickszory tkankows ekspresj
izoformy mRNA IGF-1B w poréwnaniu z CRC oraz jejzytywng korelacg z ekspregj
jadrowego antygenu proliferacyjnego (PCNA).

Badanie korelacji z danymi klinicznymi jedynie wugie poroéwnawczej (pseudoguzy)
wykazato, # lokalna ekspresja trzech izoform mRNA IGF-1, GR-1P2, IGF-1A i IGF-1B
jest wyzsza u pici mskiej w poréwnaniu z kobietami. Widznie w grupie zmian
nienowotworowych (pseudoguzy) obserwuje pozytywry korelacg pomidzy ekspresj
MRNA IGF-1B a sizeniem glukozy we krwi pacjenta.

Whioski: _Badania podsumowano ngstijagcymi wnioskami: (1) Kancerogenezie jelita
grubego u cztowieka towarzyszmiany tkankowej ekspresji genu IGF-1; (2) Ze veskigh
badanych izoform mRNA IGF-1, tkankowa ekspresja cdwdéranskryptow (IGF-1P2 oraz
IGF-1B) najlepiej koreluje z nasilanproliferach komérkows w raku jelita grubego
i odbytnicy; (3) Na wczesnych etapach kancerogengdifa grubego u cztowieka
najwaniejsz role biologiczry wydaje s¢ spetnid@ izoforma mMRNA IGF-1B; (4)
Zroznicowana lokalna ekspresja izoform mRNA IGF-1zectanowé dodatkowy marker

prognostyczny w raku jelita grubego i odbytnicyaloavieka.
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9. SUMMARY

Tissue expression of insulin-like growth factor 11GF-1) in colorectal
carcinoma

Introduction: Colorectal carcinoma (CRC) belongs to the mosuemt and most deadly
human malignant tumours. Risk factors of CRC dgwalent include, i.a., chronic
inflammatory lesions in intestines and pre-neopiabypertrophy of glandular epithelium
(mainly adenomas). A relationship between compmeit IGF system and colorectal
neoplasia has been noted for many decades. Thailgmgvstudies point to the role of an
increased serum level of insulin-like growth factor(IGF-1) and lowered level of IGF

binding proteins (IGF BPs) as risk factors of CRC.

IGF-1 is produced mainly in the liver, in whichfutfills role of an endocrine hormone while
produced in other organs of the body it acts maimlgn autocrine and paracrine manner in
promotion of growth in tissues and organs. The gatoc and anti-apoptotic role of IGF-1 is
well known and, therefore, alterations in the leoktissue expression manifested by IGF-1

may be responsible for neoplastic transformatidmgcivmay result in CRC.

The study aimed at (1) Analysis of IGF-1 expression (isoforms of mRNprotein) in

colorectal tumours, non-neoplastic lesions and robrarge intestine; (2) Examination of
correlation between tissue expression of IGF-1fdisns of MRNA, protein) and proliferative
activity, exponents of apoptosis in the examinedupgs; (3) Comparison between tissue
expression of IGF-1 and selected clinical dataatenmts of studied groups.

Material and Methods: The studies were conducted on the total numbed gieients with

CRC (the study group) and on 17 patients with neoptastic morphological lesions in large
intestine (mainly active chronic inflammatory less) (comparative group, pseudotumours).
Pairs of tissue material with pathological morplgidal lesions and of control obtained from
the same patients were examined. In the principdlgf the studies the quantitative RT-PCR
method was applied. The immunohistochemical teclmigased on the so calletew
polimer-based IHC with use of EnVision++ system wased in studies on localization and
intensity of expression manifested by IGF-1 and thenaining proliferation-associated
proteins (Ki-67, PCNA, cyclin D1), apoptotic praisi(p53, caspase-3, Bcl-2) and by AKT
protein. Expression of mRNA for IGF-1 and for abforms of mRNA (P1, P2, A, B, C) and
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of Ki-67 transcript was measured in numbers of mRddpies pepng RNA. Results of IHC

tests were evaluated in semi-quantitative scales.

Results: The studies demonstrated a significantly lowesugsexpression of total mMRNAs and
of mMRNA variants (isoforms) coding fdGF-1 in colorectal carcinoma and the unchanged
expression in non-neoplastic lesions (pseudotumoass compared to the control, with
persistent activity of both promoters (IGF-1P1 &B&-1P2) and persistent production of the
remaining splicing forms (IGF-1A, IGF-1B and IGF16Gf IGF-1 gene in all the groups
(CRC, pseudotumours, control). Role of both promso(B1 and P2) of IGF-1 gene seemed to
be equilibrated in formation of IGF-1 transcriptdlee tissue level in all the examined groups
(CRC, pseudotumours, control). Tissue expressidghetwo isoforms of IGF-1 mRNA IGF-
1,i.e. of IGF-1P2 and IGF-1B in CRC was found to be fresly correlated with production
of MRNA for Ki-67.

Immunocytochemical analysis demonstrated that espya of typical cell proliferation-
associated proteins (Ki-67 i PCNA) and of apoptesigonents (p53 protein, active caspase-
3) in CRC was significantly higher than expressianthe tissue of pseudotumours and
controls but it was not significantly dependentexpression of IGF-1 gene.

In non-neoplastic lesions (pseudotumours) an edevssue expression of IGF-1B mRNA
isoform was observed, as compared to CRC and #isiya correlation with expression of the
nuclear proliferative antigen (PCNA).

Studies on correlation with clinical variables oittythe comparative group (pseudotumours)
demonstrated that local expression of three mRN#forsns for IGF-1j.e. IGF-1P2, IGF-1A
and IGF-1B was higher in men than in women Exclklgiwithin non-neoplastic lesions
(pseudotumours) a positive correlation was detebttdieen expression of mRNA for IGF-

1B and blood glucose concentration in a patient.

Conclusions (1) Carcinogenesis in human large intestine isoapanied by changes in
tissue expression of IGF-1 gene; (2) Among all exach isoforms of mMRNA for IGF-1 in
colorectal cancer, the best with the high cellyeoliferation correlate tissue expression of
two transcripts: IGF-1P2 and IGF-1B; (3) At earlages of colorectal carcinogenesis in
humans the most significant biological role seemiset played by IGF-1B isoform of mRNA;
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(4) The differentiated local expression of mMRNAf@m for IGF-1 may provide an additional

prognostic marker in human colorectal carcinoma.
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11. ANEKS

Zafacznik nr 1.

Izolacja RNA z tkanek guzéw metod TRI REAGENT +Kolumna

1)
2)
3)

4)

5)
6)
7
8)
9)

Odwazenie 100-120 mg tkanki

Pokrojenie sterylnymi niyczkami tkanki na drobne kawaiki

Umieszczenie tkanki w szklanym homogenizatorze larda 0,5 ml TRI
REAGENT

Homogenizowanie w schtodzonym statywie do uzyskamreksymalnie
homogennej zawiesiny

Dodanie 0,5 mTRI REAGENT

Przeniesienie zawiesiny za pomdanl pipety do 2mEppendorf(Epp)
Wirowanie 12 000 G przez 10 min. w temfiC4

Przeniesienie supernatantu do nowej 2 ml Epp

Dodanie 200 ml chloroformu

10)Wytrzasanie na worteksie ok. 20 sek.

11)Inkubowanie w temp. pokojowej ok. 10 min.
12)Wirowanie 12 000 G przez 15 min. w temfC4

13)Zebranie gornej wodnej frakcji

14)Przeniesienie déwiezej probowki (ok. 400ml i dodanie takiej samejsdo 70%

alhohol etylowy)

15)Natozenie mieszaniny na kolurarwigzaca RNA (zestaw do izolacji RNA firmy

EURX) i wirowanie przez 1min przy ¢gakosci 11 000 rpm w temp. pokojowe;j

16)Wylanie przesczu i dodanie do kolumny 600ul buforu RBW
17)Wirowanie 1 min. z pdkaosciag 11 000 rpm w temp. pokojowe;j
18)Wylanie przegczu i dodanie do kolumny 300ul buforu RBW
19)Wirowanie 1 min. z mdkaoscig 11 000 rpm w temp. pokojowe;j
20)Umieszczenie kolumny w czystej Epp

21)Wirowanie 1 min.; 11 000rpm; temp. pokojowa
22)Przetaenie kolumny do nowej Epp

23)Dodanie 40ul sterylnej wody na kolumienk

24)Inkubowanie ok. 1-2 min. w temp. pokojowe;j

25)Wirowanie 2 min.; 11 000rpm; temp. pokojowa

26)Pomiar s¢zenia (Nano Drop
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Zalacznik nr 2.

Poréwnanie iléciowej ekspresji catkowitego IGF-1 (mRNA, biatkowiszystkich izoform
MRNA IGF-1 oraz Ki-67 (mMRNA i biatko) w zateosci od lokalizacji jelita grubego

w grupie kontrolnej (odcinek proksymalng. dystalny) (test Manna-Whitney’'a).

Transkrypt/biatko

catk. mRNA IGF-1

biatko IGF-1*

MRNA IGF-1P1

MRNA IGF-1P2

MRNA IGF-1A

MRNA IGF-1B

MRNA IGF-1C

MRNA Ki-67

biatko Ki-67*

n

10

21

10

21

10

21

10

21

10

21

10

21

10

21

9

20

7

20

Odcinek
jelita
grubego
P
D

P

=}

D

Srednia Mediana

7918,25

43509,79

1853,22

1877,58

3782,31

2466,46

2221,85

1821,47

3533,19

1164,28

46,15

75,65

206600,75 200662,53 27927,71 414230,50 129681,67

221627,95 162774,6. 18876,31 870833,5( 215382,19

4263,54

6542,28
0,00

0,00

1249,52
1309,09
3005,18
2042,81
1377,65
1585,80
1094,89
692,57
30,61

23,43

2,00

1,00

Min.

115,29

809,71
0,00

0,00

238,54
174,96
367,50
53,00
1029,84
53,00
6,00
108,13
2,50

2,41

0,00

0,00

Maks.

36775,50 10528,45

731389,0( 43509,79

8,00

12,00

6393,00
6318,50
8402,21
8624,19
6530,00
7633,00
13519,00
6549,21
144,63

881,00

3,00

3,00

SD

1770,00
1895,55
2785,24
2243,73
1799,40
1790,67
4775,81
1533,36
43,82

188,27

P
testu

0,693

0,393

0,662

0,217

0,416

0,172

0,633

0,532

0,498

Objasnienia: n — liczba 0so6b; * - ekspresja oszacowana w sgélilosciowej (p. Materiat i Metody);
P — proksymalny odcinek j. grubego; D — dystalnginek j. grubego; p —poziom istokoy; SD —
odchylenie standardowe
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