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1. WSTEP
1.1. Epidemiologia i etiologia raka jelita grubego

Rak jelita grubego (ang. Colorectal Cancer, CRC) jest trzecim najczgstszym
nowotworem ztosliwym w Polsce w populacji ogolnej (po raku ptuca 1 piersi wsrod kobiet oraz
raku pluca oraz gruczotu krokowego u mezczyzn). Z kolei, wedtug danych Swiatowej
Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) z 2018 roku, CRC jest trzecim
najczesciej rozpoznawanym nowotworem ztosliwym wsréd mezezyzn 1 drugim wsrod kobiet.
CRC jest takze najczestszym nowotworem ztosliwym przewodu pokarmowego na §wiecie oraz
w Polsce.

Szacuje si¢, ze wedtug najnowszych danych zapadalno$¢ na CRC w Polsce wynosi
okoto 24 przypadki na 100 000 ludzi (1). W samym regionie wojewddztwa wielkopolskiego
kazdego roku odnotowuje si¢ $rednio 1,5-2 tysiecy nowych przypadkéw zachorowan na CRC,
a mniej wigcej 60% pacjentow umiera w ciggu 5 lat od postawienia diagnozy (1). Najnowsze
dane odnoszace si¢ do okresu ostatnich pigciu lat wskazuja na 1 849 518 nowych przypadkow
oraz 880 792 przypadkéw $miertelnych CRC, tacznie wsrdd kobiet 1 mezczyzn. W Stanach
Zjednoczonych Ameryki Potnocnej okoto 8% wszystkich zgondw z powodu nowotworow
ztosliwych jest spowodowanych CRC (2).

W ostatnich latach obserwuje si¢ réwniez zwigkszong dynamike zachorowalno$ci na
CRC. Nadal nieznany jest szczegdotowy mechanizm karcynogenezy CRC oraz udziat
poszczegbdlnych czynnikow w procesie nowotworzenia. Wyroznia sie kilka kategorii
czynnikéw wplywajacych na rozw6j CRC, w tym:

* epidemiologiczne;

* srodowiskowe (w tym geograficzne) oraz dietetyczne;

* wspotwystepowanie niektdrych chorob przewodu pokarmowego (np. wystepowanie polipow
gruczolakowych, nieswoiste choroby zapalne jelit);

* genetyczne i epigenetyczne.

Najwazniejszg przyczyng epidemiologiczng stanowi podeszty wiek (wedlug definicji
WHO osoby powyzej 60 roku zycia). Dowiedziono, ze wyzsze ryzyko zachorowania na CRC
wystepuje u 0sob powyzej 65 roku zycia — ktory powoduje wzrost ryzyka u mezczyzn o okoto
59%, natomiast u kobiet o ponad 63%. Obserwuje si¢ rowniez, ze u mezczyzn powyzej 50-tego

roku zycia, CRC wystepuja od 4 do 8 lat wczesniej u mezczyzn niz u kobiet (3).
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Do poznanych czynnikoéw ryzyka rozwoju CRC naleza: nadwaga/otylo$¢ oraz
zmniejszona aktywnos$¢ fizyczna. Wyrazne jest zréznicowanie geograficzne zachorowalnos$ci
na CRC (4). W Europie najwigksza zapadalno$¢ na CRC wystepuje w rejonach potnocnych.
Badania wykazaty, ze liczne czynniki srodowiskowe, w tym nawyki zywieniowe, odrywaja
bardzo wazna rol¢ w etiologii raka jelita grubego. Dieta oparta na zywnoSci
wysokoprzetworzonej, bogata w czerwone migso, a uboga w wapn czy kwas foliowy sprzyjaja
zwiekszonej zapadalnos$ci na opisywany typ nowotworu. Taki sposéb odzywiania niekorzystnie
wpltywa na flore¢ bakteryjna, wydluza czas pasazu pokarmu przez jelito grube i sprzyja
powstawaniu zwigzkdw bedacych prekursorami karcynogendéw. Z drugiej strony,
zaobserwowano, bezsprzecznie pozytywny wpltyw blonnika pokarmowego na zapobieganiu
powstawania gruczolakow 1 gruczolakorakow jelita grubego. Kolejnym istotnym czynnikiem
ryzyka sg palenie tytoniu oraz nadmierne spozywanie alkoholu (5, 6, 7).

Koegzystencja raka jelita grubego z nieswoistym chorobami zapalnymi jelit (ang.
Inflammatory Bowel Diseases, IBD) zostala po raz pierwszy opisana w 1925 roku. Wedtug
danych, CRC nadal statystycznie odpowiada za 10-15% zgonow wsrdd osob ze
zdiagnozowanym IBD. Pomimo, ewidentnego powigzania chorob zapalnych jelit z
zachorowalnos$cig na CRC, podstawy molekularne tego procesu oraz jego patofizjologia wcigz
pozostaja nie w pelni wyjasnione, stanowigc obszar aktualnych 1 rozwijanych badan
klinicznych 1 naukowych. Uwaza si¢, ze u osob z dtugoletnig (ponad 10 lat) historig choroby
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego, ryzyko zachorowania na CRC moze by¢ nawet ponad
20-krotnie wyzsze. Jeszcze wigksze ryzyko wystepuje u osob u ktorych zaostrzenia wystepuja
czgsto 1 przebiegaja w sposob ciezki (8).

Okoto 85% przypadkow CRC (w tym 90% sporadycznych CRC) wynika ze zmian o
charakterze gruczolakow majacych makroskopowo posta¢ polipa. Maja one okreslony
potencjat do przemiany nowotworowej. Polipy s3 endofitycznymi rozrostami blony sluzowe;j
jelita grubego. Ryzyko rozwoju CRC w obrebie polipa zalezy oczywiscie od wielu czynnikow
takich jak: wielkosci, liczby oraz charakterystyki histopatologicznej polipéw (9). Ze wzgledu

na budowe histologiczng wyrdznia si¢ nastepujace typy polipow:

* hiperplastyczne (metaplastyczne) - nie posiadajg cech atypii komérkowe;;
* zapalne;

* powstajace z zaburzen rozwojowych (hamartomatyczne);

* gruczolakowe:

- gruczolaki cewkowe;
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- gruczolaki kosmkowe;
- gruczolaki cewkowo-kosmkowe;
- gruczolaki zabkowane - tgczg cechy polipow hiperplastycznych i1 gruczolakdw.

Najwigksze ryzyko rozwoju CRC ma miejsce w przypadku polipéw o budowie
kosmkowej (29-70%), a w dalszej kolejnosci cewkowo-kosmkowej (19%) i cewkowej (5-10%)
(9). Udowodniono takze istnienie zalezno$ci pomiedzy wielkoscia polipa, a wystepowaniem
CRC. U osoby, u ktorej wykryto polipa o srednicy ponizej 1 cm ryzyko przej$cia nowotworu
w forme ztosliwa wynosi ponizej 1%, jednak przy srednicy powyzej 2 cm wzrasta do niemal
50% (10).

Genetycznie uwarunkowany zespdt gruczolakowatosci rodzinnej (ang. Familial
Adenomatous Polyposis, FAP) prowadzi do nagromadzenia duzej liczby polipow w jelicie
grubym. Istnieje niemal 100% ryzyko przemiany nieleczonego zespolu FAP w CRC.
Szacunkowo FAP odpowiada za 0,5% wszystkich zachorowan na CRC. Jest to choroba
dziedziczona autosomalnie, dominujgco, zwigzana z mutacjami w genie APC (ang.
Adenomatous Polyposis Coli). Do tej pory wykryto ponad 300 mutacji genu APC. U nosicieli
mutacji genu APC stwierdza si¢ czesto rowniez wyzsze ryzyko rozwoju nowotworu zotadka i
jelita cienkiego. Zmianami pozajelitowymi FAP s3 guzy desmoidalne, raki tarczycy,
charakterystyczne wyrosla kostne 1 zmiany w siatkowce oka (zesp6t Gardnera) (11, 12).

Kolejnym stanem, zwigkszajagcym ryzyko rozwoju CRC jest zespdt Peutza-Jeghersa,
cechujacy sie przede wszystkim wystepowaniem plam soczewicowatych na skorze warg i
palcow oraz polipéw typu hamartomatycznego, w 40% moze zwigksza¢ ryzyko wystgpienia
CRC oraz innych nowotwordéw. Czesto$¢ wystepowania szacuje si¢ na 1:8300 i1 1:200 000.
Zespot ten jest dziedziczony autosomalnie dominujgco. Mutacje germinalng mozna znalez¢ w
obrgbie genu kinazy treoninowo-serynowej 11 (STK11, lub LBKI1, ang. Gene Coding
Serine/threonine Kinase 11) 1 moze obejmowac zaroOwno punktowe mutacje, jak i duze delecje.
Polipy typu hamartomatycznego moga wystepowaé rowniez w przypadku polipowatosci
mnogiej mtodzienczej oraz innych zespotow takich, jak: zespot Cowdena, zespdt Bannayan-
Riley-Ruvalcaba oraz zespot Proteusza. Wystapienie jednego z wymienionych zespotow moze
zwigkszac¢ zachorowalno$¢ na CRC nawet o 60-70% (13, 14).

Z kolei dziedziczny rak jelita grubego bez polipowatosci (ang. Hereditary Nonpolyposis
Colorectal Cancer, HNPCC) inaczej zespot Lyncha stanowi do 5% wszystkich przypadkow
CRC. HNPCC jest dziedziczony w sposoOb autosomalny dominujgcy w powigzaniu z mutacjami
genow zaangazowanych w naprawe DNA: hMLHI1 (ang. human Mutl Homolog ), hMSH2
(ang. human MutL Homolog 2), AMSH6 (ang. human Mutl. Homolog 6), h\PMS2 (ang. human
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Postmeiotic Segregation Increased 2) oraz genu EPCAM (ang. Epithelial Cell Adhesion
Molecule) (15). Najwigksze ryzyko CRC maja pacjenci z mutacjg hMSH2 oraz EPCAM.
Zasadniczo wyro6znia si¢ dwa typy HNPCC:

- zespot Lyncha I - wystepowanie tylko w CRC;

- zespdt Lyncha I - wspotwystepowanie CRC oraz innych typow nowotworow zitosliwych
(m.in. raka trzonu macicy, jajnika, piersi, zotadka, jelita cienkiego, watroby, drog
z6tciowych, drog moczowych, a takze chtoniakdw).

Ze wzgledu na brak swoistych cech fenotypowych HNPCC jest rozpoznawany na
podstawie przeprowadzonych wywiadow rodzinnych wg kryteriow amsterdamskich, w
ktorych:

- rak jelita grubego wystepuje u co najmniej trzech krewnych, z ktorych jeden jest w pierwszym
stopniu  pokrewienstwa, gdy wszystkie przypadki raka zostaly zweryfikowane
histopatologicznie;

- co najmniej dwie sposrdd tych osdb to krewni pierwszego stopnia w dwoéch réznych
pokoleniach;

- przynajmniej u jednej z tych osob rozpoznano raka jelita grubego przed pigecdziesigtym
rokiem zycia;

- u badanej osoby wykluczono FAP. Obecnie zaleca si¢ rowniez badanie wystgpowania
niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA oraz zmian ekspresji genow podlegajacych mutacji w
HNPCC (16).

Rodzinny rak jelita grubego (ang. Familial Colorectal Cancer, FCC) stanowi od okoto
kilku do kilkunastu procent wszystkich przypadkow CRC. Zespot FCC rozpoznaje si¢, gdy
pomimo zdiagnozowania w$rod krewnych CRC uktad zachorowan rodzinnych nie odpowiada
dziedzicznym zespotom predyspozycji (np. HNPCC czy FAP). Gléwna role w zachorowalnosci
na FCC odgrywaja czynniki $rodowiskowe (np. podobne nawyki zywieniowe) oraz
nieokreslone dotad doktadnie uwarunkowania genetyczne, ktére sg wspolne dla calej rodziny

(17).
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1.2 Klasyfikacja i patomorfologia raka jelita grubego

Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) wyréznia si¢ nastepujace typy
histopatologiczne nowotworu jelita grubego (18):

A. Nowotwory pochodzenia nablonkowego (ang. epithelial tumors):

* gruczolak (Zac. adenoma);

- cewkowy (fac. tubulare);

- kosmkowy (Zac. villosum);

- kosmkowo-cewkowy (Zac. tubulo-villosum);

- zabkowany (fac. serrated);

* §rodnablonkowa dysplazja zwigzana z przewlektymi chorobami zapalnymi:
- niskiego stopnia (ang. low-grade glandular intraepithelial dysplasia);

- wysokiego stopnia (ang. high-grade glandular intraepithelial dysplasia);
* rak (fac. carcinoma):

- rak gruczotowy (fac. adenocarcinoma);

- rak gruczotowy §luzotworczy (tac. adenocarcinoma mucinosum);

- rak sygnetowokomorkowy (ang. signet-ring cell carcinoma);

- rak drobnokomorkowy (fac. carcinoma microcellulare);

- rak ptaskonabtonkowy (Zac. squamous cell carcinoma);

- rak gruczotowo-tuskowy (tac. adenosquamous carcinoma);

- rak rdzeniasty (fac. medullary carcinoma);

- rak niezréznicowany (fac. carcinoma nondifferentiatum);

* rakowiak (ang. carcinoid);

- dobrze zréznicowany nowotwor endokrynny;
- EC-cell — nowotwor produkujacy serotoning;
- L-cell — nowotwor produkujacy peptyd;

- inne.

B. Nowotwory pochodzenia nienabtonkowego:

* thuszczak (fac. lipoma);

* migsniak gtadkokomorkowy (fac. leiomyoma);

* nowotwor podscieliskowy (ang. gastrointestinal stromal tumor — GIST);

* mi¢$niakomigsak gtadkokomorkowy (Zac. leiomyosarcoma);
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* naczyniakomigsak (fac. angiosarcoma);

* migsak Kaposiego (fac. Kaposi sarcoma);

* czerniak ztosliwy (fac. melanoma malignum);
* inne;

C. Chtoniaki (ang. lymphoma);

D. Polipy nienowotworowe.

Niemal, 90% spotykanych sporadycznych rakow jelita grubego ma posta¢ raka
gruczotowego (gruczolakorakow). Makroskopowo wyroznia si¢ cztery typy zaawansowanego
CRC: polipowaty; owrzodziaty 1 grzybiasty; owrzodziaty 1 zwezajacy; rozlegle naciekajacy
(19).

W celu wujednolicenia stopnia zaawansowania nowotworéw jelita grubego
wprowadzono kilka systemow klasyfikujacych. Obecnie najpowszechniej stosowany jest
system TNM (ang. Tumor, lymph Node, Metastases) wedtug AJCC (ang. American Joint
Committee on Cancer), opierajaca si¢ na ocenie nacieku tkanek, stanu zajgcia regionalnych
weziow chtonnych oraz obecnos$ci przerzutow odlegtych (20):

T (ang. tumor) - okreslajacej gtebokos¢ naciekania guza pierwotnego,
N (ang. lymph node) - okreslajacej stan regionalnych weztéw chtonnych,
M (ang. metastases) - potwierdzajacej lub wykluczajacej wystgpowanie przerzutow w
narzadach odlegtych [Tabela 2.1, 2.2].
W szerszym uzytku sg nadal klasyfikacje Dukesa (najczes$ciej w modyfikacji Astlera-

Collera) [Tabela 2.3, 2.4].
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Tabela 2.1 Klasyfikacja TNM (wg AJCC - Edycja 8) raka jelita grubego.

Guz pierwotny — cecha T

Tx Nie mozna oceni¢ guza pierwotnego

TO Nie stwierdza si¢ guza pierwotnego

Tis Rak in situ

T1 Guz nacieka warstwe podsluzowa

T2 Guz nacieka blong mig§niowa wlasciwag

T3 Guz nacieka przez blong migsniowa wiasciwa tkanki okotookreznicze lub okotoodbytnicze
T4 -

T4a | Guz powoduje perforacje otrzewnej

T4b | Guz bezposrednio nacieka lub przylega do innych narzadoéw lub struktur

Zajegcie okolicznych weztéw chtonnych — cecha N

Nx Nie mozna oceni¢ okolicznych weztéw chtonnych
NO Nie stwierdza si¢ przerzutow w regionalnych weztach chtonnych
N1 Obecne sa przerzuty w 1-3 regionalnych weztach chtonnych
Nla | Przerzut w 1 regionalnym wezle chfonnym
N1b | Przerzuty w 2-3 regionalnych we¢ztach chtonnych
Obecny depozyt lub depozyty komorek nowotworowych w warstwie podsurowiczej, krezce lub niepokrytych otrzewna tkankach
Nle okotookre¢zniczych lub okotoodbytniczych bez przerzutu lub przerzutéw w weztach chtonnych
N2 Obecne sg przerzuty w 4 lub wigcej regionalnych weztach chtonnych
N2a | Przerzuty w 46 regionalnych weztach chtonnych
N2b | Przerzuty w 7 lub wigcej regionalnych weztach chtonnych

Przerzuty odlegte — cecha M

Mx Nie mozna okresli¢ obecnosci przerzutow odleghych

MO Nie stwierdza si¢ przerzutéw odlegtych

Ml Obecne przerzuty odlegte

Mla | Przerzuty ograniczone do jednego narzadu lub miejsca (np. watroba, ptuco, jajnik, pozaregionalny wezet chtonny)
M1b | Przerzuty w wigcej niz jednym narzadzie lub miejscu lub w otrzewnej

T — guz; N- przerzuty do weztow chlonnych; M- obecnosé przerzutow odleglych
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Tabela 2.2 Klasyfikacja zaawansowania klinicznego TNM wg AJCC (Edycja 8).

Stopien zaawansowania | Cecha T Cecha N Cecha M
0 Tis NO MO
T1 NO MO
IA
T2 NO MO
ITA T3 NO MO
I1B T4a NO MO
Inc T4b NO MO
T1 N1 MO
IITA T2 N1 MO
T1 N2a MO
T3 N1 MO
T4a N1 MO
T2 N2a MO
I11B
T3 N2a MO
T1 N2b MO
T2 N2b MO
T4a N2a MO
T3 N2b MO
IIC T4a N2b MO
T4b N1 MO
T4b N2 MO
IVa dowolne T dowolne N Mla
IVb dowolne T dowolne N Milb

T — guz; N- przerzuty do weztow chlonnych; M- obecnosé przerzutow odleglych
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Tabela 2.3 Klasyfikacja Dukesa.

Stopien Cechy

A Nowotwor nie przekracza $ciany jelita

Nowotwor przekracza $ciang jelita do surowicowki lub tkanki tluszczowej

B

okotoodbytniczej
C Przerzuty w okolicznych weztach chtonnych
D Przerzuty odlegle

Tabela 2.4 Klasyfikacja Dukesa wedlug modyfikacji Astler-Collera.

Stopien Cechy

A Rak ograniczony do blony $luzowe;j

Bl Naciek nie przekracza Sciany mig$niowej

B2 Naciek przekracza Sciang migsniowa, obejmuje tkanki okotookreznicze lub otrzewna
Cl1 Stopien B1 i zajecie regionalnych weztow chtonnych

C2 Stopien B2 i zajecie regionalnych weztow chtonnych

D Obecne przerzuty odlegte

1.3 Standardy diagnostyKi i leczenia raka jelita grubego

Oczywistym jest, ze podstawowym celem leczenia jest calkowite wyeliminowanie
choroby nowotworowej. Obecnie nadal standardem diagnostycznym w rozpoznawaniu
nowotworow jelita grubego stanowig metody endoskopowe (kolonoskopia, sigmoidoskopia lub
rektoskopia) w potaczeniu z metodami obrazowymi: ultrasonografia i tomografia komputerowa
jamy brzusznej wraz z miednicag mniejszag. W celu dokonania oceny obecnosci przerzutow
odlegtych wykonuje si¢ tomografie¢ komputerowg klatki piersiowej lub rzadziej zdjecie
rentgenowskie klatki piersiowe;.

Doktadnej oceny miejscowego zaawansowania raka odbytnicy dokonuje si¢ poprzez
wykonanie rezonansu magnetycznego (najlepiej z cewka doodbytniczg) oraz/lub
ultrasonografi¢ przezodbytniczg (ang. Transrectal Ultrasound, TRUS). Wykazano jednak, ze

czulo$¢ oceny naciekania TRUS wynosi jedynie okoto 69% (21). Co wigcej, uwaza si¢, ze
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mimo wykorzystania TRUS doktadna ocena stopnia naciekania jest mozliwa jedynie w
osrodkach z duzym doswiadczeniem. TRUS ma ograniczone zastosowanie w przypadku:
dalekiego potozenia guza od kanalu odbytu, guza zamykajacego §wiatto odbytnicy oraz oceny
naciekania mesorectum. Niestety, w Polsce jest bardzo niska dostepnos¢ tej techniki (22). Z
uwagi na wymienione ograniczenia TRUS, metoda z wyboru w ocenie stopnia zaawansowania
raka odbytnicy pozostaje rezonans magnetyczny.

W ocenie mozliwosci leczenia operacyjnego nalezy wzig¢ pod uwage kilka
podstawowych zasad:

a) doktadng oceng stopnia zaawansowania miejscowego oraz ogolnego, z uwaznym badaniem
watroby, calego jelita grubego, jak rowniez drog moczowych i rodnych (u kobiet);

b) stosowanie zasad chirurgii onkologiczne;j:

- stosowanie techniki ‘non touch’, wykorzystanie technik nietraumatyzujacych, wykorzystanie
diatermii, usuni¢cie calego fragmentu jelita wraz z odpowiednim zakresem: krezki jelita,
weztow chtonnych 1 naczyn krwiono$nych;

- w przypadku raka odbytnicy wyciecie tak zwanej krezki odbytnicy (ang. Total Mesorectal
Excision, TME);

- pierwotne podwigzywanie naczyn;

- wykonanie resekcji ‘en bloc’ w przypadku raka naciekajacego sasiadujace narzady;

¢) anatomiczne odtworzenie ciggtosci przewodu pokarmowego za pomocg szwu r¢cznego lub
mechanicznego.

W zaleznosci od lokalizacji guza wyrodznia si¢ kilka typow operacji raka okrgznicy:
wyciecie prawej polowy okreznicy, wyciecie poprzecznicy, wycigcie lewej potowy okreznicy,
wyciecie esicy, subtotalng kolektomie oraz wytonienie kolostomii.

W przypadkach raka okreznicy w stopniu IIIA, IIB lub IV (wg TNM) swoje
zastosowanie znajduje chemioterapia adjuwantowa. Stosuje si¢ schematy FOLFIRI —
Fluorouracyl, Folinian wapniowy 1 Irynatekan (I linia), FOLFOX-4 — Oksaliplatyna, Folinian
wapniowy 1 Fluorouracyl (II linia) z dodatkiem lub bez nowych lekow (do ktorych zaliczamy
cefuksymab, bewacyzumab lub panitumumab).

Natomiast, ze wzgledu na naturalny rozwoj 1 przebieg raka odbytnicy, schemat
diagnostyczny oraz leczniczy jest odmienny. Zabieg chirurgiczny jest podstawowym sposobem
leczenia — szczegdlnie w nizszych stadiach zaawansowania choroby (guza T1 i T2). Jednakze,
aktualne rekomendacje wskazuja, ze wszyscy chorzy w Il 1 I1I stopniu zaawansowania wg TNM
powinni by¢ poddani leczeniu neoadiuwantowemu. W leczeniu skojarzonym stosuje si¢

radioterapi¢ neoadiuwantowg (tzw. krdtka, czyli 5-dniowa) lub chemioradioterapi¢ (tzw. dtuga,
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czyli 6-tygodniowa). Wykazano, ze powyzsza terapia zmniejsza ryzyko wznowy miednicze;j.
Natomiast, w przypadku stwierdzenia obecnosci czynnikow ztego rokowania w badaniu
pooperacyjnym (naciekanie catej grubosci $ciany, przerzuty w lokalnych weztach chtonnych,
stopien zroznicowania G3, zatory z komorek nowotworowych w drobnych naczyniach zylnych
lub chtonnych, jedynie cze$ciowa regresja guza po leczeniu przedoperacyjnym) stosuje si¢
adiuwantowg chemioterapi¢ (schematy FOLFIRI i FOLFOX-4).

Wyrdznia si¢ trzy podstawowe sposoby leczenia operacyjnego raka odbytnicy w Polsce:
a) leczenie miejscowe: z dostepu przezodbytniczego (metoda klasyczng [Parksa] lub z
zastosowaniem proktoskopu operacyjnego [TME]), zaodbytniczego (metoda Kraskego) i
przezzwieraczowego [sposobem Yorksa-Masona]. Do wycigcia miejscowego kwalifikuja si¢
mate guzy (3-4 cm), o zachowanej ruchomosci, dobrze zréznicowane (G1-2), zlokalizowane
do 10 cm od brzegu odbytu, obejmujace nie wigcej niz 2/3 obwodu jelita z zachowanymi
wydolnymi zwieraczami.
b) przednig resekcje odbytnicy (ang. Lower Anterior Resection, LAR), w ktorej wymagane sg
adekwatne usuniecie mesorectum (przynajmniej 4-5 cm ponizej dolnego brzegu guza) i
zachowanie marginesu okreznego (2 mm) oraz obwodowego (2 cm).
¢) brzuszno-kroczowe (sposobem Milesa), czy brzuszno-krzyzowe odjecie odbytnicy lub

miedzyzwieraczowa resekcja odbytnicy.

1.4 Teorie karcynogenezy

Istnieje wiele hipotez dotyczacych procesu karcynogenezy. Pierwsze doniesienia, ktore
probowaty dowodzi¢, ze nowotwory moga si¢ rozwijajg z nisz komérkowych o wlasciwosciach
komorek macierzystych zwanych nowotworowymi komorkami macierzystymi (ang. Cancer
Stem Cells, CSCs). Komorki te zidentyfikowano w nowotworach uktadu krwiono$nego okoto
20 lat temu, a ich istnienie zostato potwierdzone w prawie wszystkich gtéwnych typach raka w

oparciu o fenotyp 1 testy czynnosciowe.

Obecnie w zrodtach naukowych wymienia si¢ trzy podstawowe teorie opisujace
przebieg procesu kancerogenezy.

1. Teoria stochastyczna, wedtug, ktorej wszystkie komorki nowotworowe sg zasadniczo
homogeniczne, przez co majg taki sam potencjal rozwojowy i1 wszystkie sg zdolne do
indukowania progresji choroby. Jednakze, doniesien naukowych dowodzi, ze komorki
nowotworowe charakteryzuje duza zmienno$¢ (heterogennos¢) pod wieloma

wzgledami. Heterogenno$¢ ta objawia si¢ miedzy innymi w morfologii czy fenotypie
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komorek, ale takze ich zdolnosci do proliferacji oraz, co niesie istotne implikacje

kliniczne - odpornosci na terapi¢. Obecnie teoria ta ma jedynie charakter historyczny

(23).

2. Wedlug teorii hierarchicznej, nieliczna populacja komorek nowotworowych posiada
potencjat do tworzenia guza i tylko one moga odpowiada¢ za rozwoéj 1 w dalszej
konsekwencji progresj¢ nowotworu. Dodatkowo populacja ta daje mozliwosci
tworzenia fenokopii guza, zarowno w trakcie procesu przerzutowaniu, jak 1 w czasie
ksenotransplantacji ludzkich komoérek nowotworowych np. do organizmow zwierzat
laboratoryjnych. CSC potrafig wigc stworzy¢ wszystkie rodzaje komorek dojrzatych,
jakie mozna napotka¢ w danym rodzaju nowotworu. Istnieje wigc hierarchiczne
zréznicowanie komorkowe, podobne do schematu rozwoju prawidlowych komorek
macierzystych w warunkach fizjologicznych. Nastepuje przejscie komorki macierzystej
do progenitorowej, a dalej zr6znicowanie do dojrzatej komorki. Wydaje sie, ze same
CSC rzadko ulegaja podziatlom, co najprawdopodobniej chroni DNA przed mutacjami
‘de novo’. Za niewatpliwe niezwykla zdolno§¢ nowotworu do wystepowania duzej
liczby komoérek potomnych odpowiada¢ muszg komorki aktywnie proliferujace (23).

3. Teoria klonalnej ekspansji zaklada, ze nowotwory rozwijajg si¢ dzigki aktywnej
proliferacji, doprowadzajac do dominacji tzw. pierwotnej/pierwszorzedowej CSC w
danej niszy (ang. primary CSC). W dalszej kolejnosci, prawdopodobnie jedna z
klonalnych komérek nabywa nowa mutacj¢ 1 wéwczas ona uzyskuje dominacje (tzw.
drugorzedowa lub wtéorna CSC — ang. secondary CSC). Nastgpne zmiany, moga
doprowadzi¢ CSC do opuszczenia zajmowanej niszy i wytworzenia przerzutow (tzw.
przerzutujaca CSC — ang. metastatic CSC). W kazdej niszy takie klonalne ekspansje
prawdopodobnie zachodza niezaleznie od siebie, a dowodem na to moga by¢ zmiany
fenotypu komoérek CSC raka jelita grubego, ktore po inwazji 1 stworzeniu przerzutow
zmieniaty swoj fenotyp. Innym przyktadem moze by¢ obserwowana selektywnos¢
oporno$¢ na stosowang radio-, chemio- czy radiochemioterapi¢. Ostatecznie przezywaja
te komorki, ktore wytworzyly najlepsze mechanizmy ochronne (24).

Nalezy podkresli¢, ze najprawdopodobniej w czasie calego rozwoju choroby
nowotworowe] mamy do czynienia ze wspoélistnieniem obu mechanizmoéw opisywanych w
teorii hierarchicznej i klonalnej. Mozliwe jest zalozenie, ze w wyniku klonalnej ekspansji
dochodzi do selekcji komorek, ktore nastepnie sg podstawg do tworzenia hierarchicznych

komorek nowotworowych (25).
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1.5 Komorki macierzyste i ich markery

Ludzkie pluripotencjalne komorki macierzyste (ang. human Pluripotent Stem Cells,
hPSCs), zawierajace ludzkie embrionalne komdrki macierzyste (ang. human Embryonic Stem
Cells, hESCs), ktore indukuja pluripotencjalne somatyczne komoérki macierzyste (ang. induced
Pluripotent Stem Cells, iPSCs), posiadajg dwie istotne wlasciwosci: nieokreslong samoodnowe
komorkowg oraz zdolnos$¢ do tworzenia kazdego typu komorek organizmu ludzkiego poprzez
roznicowanie w jedno z trzech embrionalnych warstw zarodkowych. Te unikatowe wtasciwosci
hPSCs czynig z nich nieocenione zrodio komorek nie tylko dla medycyny regeneracyjnej,
wyjasnienia podstawowych procesOw powstawania choréb, opracowywania lekoéw, ale takze
do badanh nad rozwojem cztowieka, stuzac jako wyjasnienia mechanizméw molekularnych
regulujacych proliferacj¢ 1 roznicowanie komorek embrionalnych (26, 27).

Wyjasnienie mechanizmow, ktore leza u podstawy samoodnawiania 1 nieograniczonej
proliferacji hPSCs jest fundamentalnie wazne dla wykorzystania tych komoérek w badaniach
klinicznych. W ostatnim 10-leciu, dowody naukowe dowodza, ze determinacja losu
pluripotencjalnych komorek macierzystych, a takze podtrzymywanie wtasciwosci pluripotencji
oraz rdznicowanie w jedng z trzech warstw zarodkowych, jest kontrolowana zaro6wno przez
wewnetrzne 1 zewnetrzne czynniki (26). Wewngetrzne czynniki odnosza si¢ gldwnie do
czynnikoéw transkrypcyjnych, ktore odgrywaja istotng role w bezposredniej kontroli ekspresji
genow w komorkach, podczas gdy czynniki zewnetrzne, wlaczajac czynniki wzrostu takie jak
macierze zewnatrzkomorkowe 1 cytokiny, maja znaczny wplyw na poziomy ekspresji
wewnetrznych czynnikow transkrypcyjnych poprzez rézne szlaki sygnalowe. Rdzeniowe
czynniki wewngtrzne regulujace pluripotencje zostaty zidentyfikowane jako OCT4 (ang.
Octamer-binding transcription factor 4), NANOG (ang. Nanog homeobox) oraz SOX2 (ang.
Sex Determining Region Y Box Containing Gene 2), podczas gdy OCT4 1 SOX2 sg rowniez
przedstawiane jako regulujace roznicowanie mezodermy i endodermy. Zatem SOX2 jest
jednym z kluczowych czynnikow kontrolujgcych zaré6wno pluripotencje, jak 1 réznicowanie
hPSCs.

Jedng z przyczyn niepowodzen leczenia chorych na nowotwory ztosliwe jest istnienie
CSCs. Stanowig one tylko okoto 2% masy guza, ale maja unikatowe wilasciwosci, w tym
zdolnos¢ do przetrwania w stanie utajenia (ang. Dormant Cells, DC). CSC sa w wigkszos$ci
przypadkéw odporne na standardowe leczenie onkologiczne (chemio- i radioterapi¢), przez co

prowadza do progresji raka, przerzutowania (zaréwno lokalnego jak 1 odleglego) 1 nawrotow
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choroby nowotworowej. Majg one czesto swoiste biomarkery, na ktorych podstawie
identyfikuje si¢ je oraz izoluje.

Jednakze, jak dotychczas fatwo dostgpny i1 uniwersalny marker komorek macierzystych
nie zostal opisany. Niektorzy autorzy podajg roznice w ekspresji poszczegdlnych markerow
ekspresji komoérek macierzystych w zaleznosci od typu histologicznego nowotworu.
Potencjalnymi 1 zidentyfikowanymi markerami raka jelita grubego s3: APC, czynnik
transkrypcyjny p53 (ang. Transcription Factor Protein 53) 1 protoonkogen/biatko K-Ras (ang.
Kirsten Rat Sarcoma Oncogene/Protein) (28).

1.6 Wplyw genow pluripotencji na embriogeneze

Podczas embriogenezy, totipotencjalna zygota ulega rozszczepieniu, a powstajaca
wielokomdrkowa morula rozwija si¢ dalej, tworzac blastocyste, w ktorej komorki po raz
pierwszy wydaja si¢ nabywaé celowanych wiasciwosci zwigzanych z ich uloZzeniem
przestrzennym. Gromadzg si¢ wiec albo w wezle zarodkowym blastocyty (ang. Inner Mass
Cell, ICM), albo w trofektodermie (ang. Trophectoderm, TE) czyli $cianie pecherzyka
zarodkowego. Komorki ICM prowadzaca do powstania wilasciwego zarodka. W dalszej
kolejnosci ICM réznicuje si¢ we wszystkie typy komorek znajdujace si¢ w ciele cztowieka, a
zatem komorki ICM sa klasyfikowane jako pluripotencjalne. Z drugiej strony, komorki TE
rozwijaja si¢ w tkanki tozyska, pomagajac w implantacji i odzywianiu zarodka podczas jego

rozwoju (29).

Czynnikami transkrypcyjnymi odpowiedzialnymi za utrzymanie pluripotencji komorek
ICM sg m.in. OCT4, NANOG oraz SOX2. W stadium moruli (8-komorkowe) bialtka te sg
syntetyzowane we wszystkich blastomerach, ale po uformowaniu blastocysty ich synteza
zostaje stopniowo wyciszana w komorkach zewnetrznych i ostatecznie ograniczona tylko do
komorek ICM, a nastepnie epiblastu. Zarodki, w ktorych inaktywowano oba allele kazdego z
tych gendéw, obumieraja w okresie okotoimplantacyjnym. W przypadku braku genu OCT4
zarodki rozwijajg si¢ do stadium blastocysty, jednak powstajacy wezet zarodkowy nie jest
pluripotencjalny 1 jego komorki réznicuja w TE. Z kolei w zarodkach pozbawionych
funkcjonalnej kopii genu SOX2 ekspresja czynnika transkrypcyjnego OCT4 jest zahamowana
1 w zarodkach takich nie dochodzi do wytworzenia epiblastu, a powstaja w nich jedynie

komorki pierwotnej endodermy (29).
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1.7 Molekularne szlaki sygnalowe regulujace ekspresje¢ transkrypcyjnych

czynnikow pluripotencji

Mechanizmy, za pomoca ktérych rdzeniowe czynniki transkrypcyjne wptywaja na
nowotworowe przeprogramowanie komorek zdrowych, nie s3 nadal w pelni wyjasnione.
Uwaza si¢, ze nastgpujace mechanizmy molekularne biorg udziat w pluripotencjalnej
transformacji nowotworowej zlosliwej. Szlak Kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K, ang.
Phosphatidylinositol 3-Kinase)/ Kinazy biatkowej Serynowo-treoninowa (Akt, ang. Protein
Kinase B)/ tzw. Kinazy Ssaczego Celu Rapamycyny (mTOR, ang. Mammalian Target of
Rapamycin Kinase) jest ztozong kaskada wewnatrzkomorkowa, ktora reguluje wzrost komorek,
roznicowanie, proliferacje, ruchliwos¢, przezycie 1 apoptoze (30). Kinaza biatkowa AKT
(inaczej zwana kinaza biatkowa B, ang. protein kinase B), jest centralnym wezlem w tym
ztozonej sieci szlakow sygnatowych (31). Kinaza biatkowa AKT aktywuje dwa kompleksy
wielobiatkowe: tzw. ssaczy cel rapamycyny 112 (mTORCI i mTORC2). Kompleks mTORC1
jest uwazany za bezposredni cel biatka Akt, podczas gdy mTORC2 powoduje zwigkszenie
produkcji biatka Akt (32, 33). Uwaza si¢, ze aktywacja szlaku PI3K/Akt jest jednym z
najwazniejszych sygnatow w przemianie epitelialno-mezenchymalnej (ang. Epithelial-
Mesenchymal Transition, EMT), ktora jest uwazana za kluczowy etap w procesie powstawania
przerzutéw nowotworowych (34). PI3K/Akt/mTOR to drugi najcze¢sciej] wymieniany szlak
sygnatowy w procesach onkogenezy ludzkich nowotworow. Rozregulowanie PI3K obserwuje
si¢ u prawie 30% przypadkow nowotworow u ludzi, co czyni t¢ kaskade sygnalizacyjng
waznym celem terapeutycznym (35). Nadekspresja p-Akt i obnizona ekspresja PTEN (ang.
Phosphatase and Tensin Homolog Deleted on Chromosome Ten) - negatywnego regulatora
Akt, sg obserwowane u 70% pacjentéw z CRC (36). Zmiany sktadowych szlakéw sygnatowych
zwigzanych z Akt sa szeroko opisane w literaturze jako zaangazowane w ludzka kancerogeneze

m.in. pluc, piersi, okr¢znicy 1 innych nowotwordw ztosliwych (37, 38).

Niedawno wykazano m.in., Zze niektore zwigzki biologiczne (np. cryptotanshinone)
znajdujace si¢ np. w szalwii moga hamowac¢ wzrost i inwazj¢ CRC poprzez system inhibicji
metaloproteinaz (ang. Matrix Metaloproteinases/Tissue Inhinitors of MMPs - MMP/TIMP)
oraz szlak sygnalowy PI3K/Akt/mTOR (39). Wykazano réwniez, ze OCT4 zwicksza
aktywno$¢ kinazy Aktl poprzez kontrole transkrypcyjng biatka/genu Tcll (ang. T-Cell
Leukemia/Lymphomal gen/protein). Ostatnie badania udowodnity, ze szlak EGFR/PI3K/Akt
reguluje ekspresje czynnika transkrypcyjnego SOX2 w ludzkich nowotworach (40).
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Szlak sygnatowy kinaz aktywowanych mitogenami (K-Ras/BRAF/MEK/ERK lub
MAPK, ang. Mitogen Activated Protein Kinase) 1 PI3K/Akt, a takze szlaki: transformujacego
czynnika wzrostu beta (TGF-B, ang. Transforming growth factor beta) i WNT (ang. Wg-
Wingless, Int — MMTV integration site) /B-kateniny odgrywaja wazng role w rozwoju CRC.
Wszystkie prowadza do rozwoju mutacji zwigkszajacych, w sposob nieuregulowany i
promujacych nowotworzenie. Ponadto, posiadajg kilka waznych polaczen z siecig pluripotencji

(41).

Shan 1 wsp. wykazali zwigkszong ekspresj¢ insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF,
ang. Insulin-like Growth Factor) 1 receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF1R,
ang. Insulin-like Growth Factor 1 Receptor) w CSC, ktorych ekspresja NANOG byta
pozytywna (42). Wykazano réwniez, ze szlak sygnatowy IGFIR przyczynia si¢ do
przeprogramowania komorkowego za posrednictwem NANOG 1 utrzymania zdolnosSci

samoodnawiania CSC (42, 43).

Sygnalizacja Wnt odgrywa rozne, czgsto rozbiezne role biologiczne, takie jak regulacja
homeostazy komorkowej 1 utrzymanie samoodnowy komorkowej przez caty okres
embriogenezy jak 1 po ostatecznym ich zréznicowaniu. Szlak ten szczegélnie promuje
proliferacj¢ nabtonka jelitowego oraz roznicowanie krypt jelitowych (44). Jak dotychczas,
najlepiej odkryto rol¢ bialek szlaku Wnt w powstawaniu 1 rozwoju choréb nowotworowych
(45). Co wazne, w kontekscie raka jelita grubego wigkszo$¢ mutacji w genie APC uniemozliwia
wigzanie biatka APC z aksyng czy B-katening (46). Ponadto, w wielu przypadkach rodzinne;j
polipowatos$ci jelita grubego oraz innych nowotworach (m.in. jelita, jajnika, endometrium,
trzustki, prostaty, zotadka czy tez glowy 1 szyi) wykazano rowniez mutacje w genie kodujagcym
B-katening (46, 47). Powyzsze interakcje aktywuja z kolei transkrypcje gendow
odpowiedzialnych za proliferacj¢ oraz hamuj¢ ekspresj¢ genéw proapoptotycznych
w komorkach nowotworowych przyczyniajac si¢ do czesto progresji choroby (48). Polscy
autorzy wykazali, ze aktywnos$¢ szlaku Wnt wywiera pozytywny wptyw na ekspresje genow
pluripotencji w rozwijajacych sie zarodkach bydlecych, objawiajaca si¢ wzrostem ekspresji
OCT4, NANOG, SOX2, c-MYC, KLF4 i REX1 (ang. Zinc Finger Protein 42, ZFP42) w ICM
1 zmniejszeniem ekspresji CDX2 (ang. Caudal-Type Homeobox Protein 2) w TE (49).
Aktywacja B-kateniny przez mutacje jej inhibitora APC jest jedng z najczestszych zmian
molekularnych w raku jelita grubego, powodujac aktywacje transkrypcji przez czynnik
transkrypcyjny 4 (TCF4, ang. Transcription Factor 4 lub inaczej ITF2, ang. Immunoglobulin
Transcription Factor 2), ktéra wigze promotory we wspotpracy z B-katening (50). OCT4 jest
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zaliczany do ostatecznych genow transkrypcji TCF4/B-kateniny, a nastepnie wraz z B-katening
uczestniczy w transkrypcje dodatkowych promotorow (51). Kolejnym celem transkrypcji
TCF4/B-kateniny jest protoonkogen c-MYC (ang. MYCL proto-oncogene), bedacy waznym
onkogenem, powodujacym w dodatku wzrost aktywnosci OCT4 1 SOX2 (52). Parenti 1 wsp.,
opisali w swej pracy, ze KLF-4 wchodzi w interakcje z B-katening 1 dziata hamujaco poprzez

szlak sygnatowy WNT (53).

1.8. Opis badanych czynnikow transkrypcyjnych, mechanizmow dzialania i

roli u czlowieka i zwierzat

1.8.1. Czynnik transkrypcyjny SOX2 (rodzina genéw SOX)

SOX2 jest jednym z czynnikoéw transkrypcyjnych nalezacym do rodziny SOX (ang.
Sex-determining Region Y (SRY)-Box Protein). Rodzina ta zostala po raz pierwszy
zdefiniowana poprzez odkrycie czynnika determinujacego rozwoj jader u ssakow. Wszystkie
biatka z rodziny SOX majg wspdlng konserwatywng domen¢ o wysokiej mobilnosci wigzaca
DNA (ang. high-mobility-domein, HMG). Do tej pory zostato zidentyfikowanych 20 r6znych
genow SOX u myszy i1 ludzi, ktére sg dalej podzielone na podgrupy. Podgrupy te zostaly
stworzone ze wzgledu na stopnien homologii w obrebie domeny HMG (oraz inne dane
strukturalne). SOX2 jest sklasyfikowany jako cztonek grupy SOXBI, ktéra obejmuje réwniez
SOX1 1 SOX3. Chociaz SOX1, SOX2 1 SOX3 maja wiecej niz 80% podobienstwa w sekwencji
genow 1 wydaja si¢ by¢ funkcjonalnie zbedne, SOX2 posiada rozne funkcje w sposob zalezny

aktywowane od kontekstu biologicznego 1 jest niezbedny do rozwoju embrionalnego (54, 55).

Jak dotychczas wykazano, ze wiele czynnikow wptywa na wigzanie bialek SOX z ich
genami docelowymi, co doprowadza do réznych efektow funkcjonalnych. Jednym z takich
czynnikoéw jest interakcja miedzy biatkami SOX, a r6znymi kofaktorami. Interakcja z roznymi
kofaktorami nadaje SOX2 wickszag wszechstronno$¢ funkcjonalng podczas procesoOw

rozwojowych (56).

Ekspresja SOX2 pierwotnie zostala wykryta w stadium moruli. Z czasem bardziej
specyficznie ustalono aktywno$¢ tego genu w komorkach ICM blastocysty oraz w dalsze;j
kolejnosci tworzacego si¢ epiblastu (ang. epiblast, EP1). Rzeczywiscie, delecja genu SOX2 jest
smiertelna dla zarodka z powodu braku powstawania pluripotencjalnych komoérek trofoblastu i

epiblastu, podczas gdy brak SOX2 ma niewielki wplyw na tworzenie komoérek TE. Dlatego
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wilasnie SOX2 jest tak krytycznym 1 istotnym czynnikiem w tworzeniu komorek

pluripotencjalnych na wczesnych etapach rozwoju zarodka (55).

W licznych pracach naukowych wykazano, ze SOX2 ma wazny wpltyw na wiele
procesOw zachodzacych w komdérkach nowotworowych, takich jak: tumorogeneza, proliferacja
oraz wzrost CSC, inwazyjnos$¢, apoptoza, odpornos¢ na chemioterapi¢, a takze mozliwos¢
przerzutowania. Bierze udziat takze w podtrzymywaniu pluripotencji i migracji CSC (57, 58,

59, 60).

1.8.2. Homeotyczny czynnik transkrypcyjny NANOG

Gen homeotyczny z grupy czynnikow transkrypcyjnych o nazwie NANOG (od
celtyckiej, mitologicznej nazwy, wiecznie mtodej krainy - "Tir Na Nog") jest jednym z 3
najwazniejszych czynnikéw transkrypcyjnych niezbednych do utrzymania pluripotencji
epiblastu 1 zapobiegania réznicowaniu (61). NANOG zostat odkryty w mysich zarodkowych
komorkach macierzystych (62, 63). Ostatecznie, udato si¢ odkry¢ umiejscowienie genow
NANOG w ludzkim genomie. Ludzkie biatko bedace produktem NANOG zawiera 305
aminokwasow 1 jest zasadniczo podzielone na 3 domeny: koniec N, kasety homeo (ang.
Homeobox) oraz koniec C (64). U ludzi jedynie koniec C wykazuje aktywnos$¢ transkrypcyjng
(umyszy z kolei koniec C 1 N jest aktywny transkrypcyjnie) (65). Koniec C z kolei podzielony
jest przez operony tryptofanowe na dwa regiony — CD1 oraz CD2. Operony tryptofanowe sg
kluczowe do dimeryzacji NANOG co z kolei wydaje si¢ kluczowe w utrzymaniu pluripotencji
przez NANOG (66, 67). Grupa genéw NANOG1 ma swoje loci na chromosomie 12. Z kolei
pseudogen NANOGP8 mozna znalez¢ w obrebie chromosomu 15 i jest on jedynym
pseudogenem z otwartg ramka odczytu (68, 69, 70). Sposrod 11 znanych pseudogenow
NANOG, NANOGPS odgrywa dominujacg rolg w rozwoju CSC (71). Biatko NANOG zostato
pierwszy raz odkryte w embrionalnych komoérkach macierzystych (ang. Embryonic Stem Cells,
ESCs) i od razu przypisano mu niezwykle wazne funkcje zwigzane z regulacja samoodnowy

komorek 1 ich pluripotencja.

Wraz z SOX2 oraz OCT4, NANOG odgrywa zdecydowanie kluczowag role w
utrzymaniu odpowiednich wiasciwosci ESC. Te trzy kluczowe czynniki dziatajg razem poprzez
tworzenie specyficznych sieci transkrypcyjnych i poprzez to kontrolujg ekspresje catego
zestawu gendw zwigzanych z pluripotencjg. NANOG ulega silnej ekspresji w komorkach

pluripotencjalnych, takich jak ESC, embrionalne komorki zarodkowe (ang. Embrional Germ
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Cells - EG) oraz embrionalne komoérki nowotworowe (ang. Embrional Carcinoma Cells, EC),

a ekspresja ta ulega zmniejszeniu wraz z kolejnymi etapami réznicowania.

Liu i wsp. udowodnili, ze ekspresja NANOG jest aktywowana poprzez szlak
molekularny Smad1/Akt/GSK3p (ang. Glycogen Synthase Kinase-3) (72). Jednak inne prace
sugeruja, ze sygnalizacja poprzez szlak IGF1R moze by¢ kluczowa w utrzymaniu samoodnowy
CSC zwiazanej z czynnikiem transkrypcyjnym NANOG (43). Z drugiej strony wczesniejsze
badania pokazaty, ze NANOG pochodzi gtownie z NANOGP8 w tkankach komorek

nowotworowych (73).

Chociaz, ekspresja NANOG jest wyciszona w prawidlowych komorkach
somatycznych, odnotowano ekspresje tego biatka w wielu typach ludzkich nowotworow, w
tym: w rakach mozgu, piersi, szyjki macicy, jelita grubego, zotadka, glowy i1 szyi, watroby,
ptuc, nerek, jamy ustnej, jajnika, trzustki, prostaty i innych narzadow (42, 71, 74, 75, 76, 77,
78, 79). Co wazniejsze, poziom ekspresji NANOG jest czesto skorelowany z opornoscig na
leczenie 1 gorszym czasem zycia pacjentow z rakiem. Rozne badania wykazaly, ze silniejsza
ekspresja NANOG zwigksza karcynogeneze zardwno in vivo, jak i in vitro, podczas gdy
represja NANOG hamuje inicjacje guza. Zatem ekspresja NANOG jest zwigzana z progresja

guza, opornos$cig terapeutyczng, wicksza czestoscig nawrotéw i przerzutowania (80, 81, 82).

1.8.3. Czynnik transkrypcyjny KLF4

KLF4 (ang. Kriippel-Like Factor-4 lub GKLF4) to czynnik transkrypcyjny z trzema
domenami cynkowo-karboksylowymi (Zn-C>H»), ktore wykazuja homologi¢ z genami
segmentacyjnymi Drosophila melanogaster (83). Czynnik ten zostatl po raz pierwszy opisany
w 1996 1 od tego czasu powstato wiele raportdw na temat jego funkcji oraz wystgpowania w
poszczegblnych tkankach. W tej chwili, w rodzinie KLF (w obrgbie ludzkiej populacji)
zidentyfikowano co najmniej 25 jej cztonkow. Czynnik KLF4 przez wigzanie do promotora
bogatego w GC lub CACCC 1 koaktywatora p300/CBP, moze regulowac ekspresje genow,
ktore maja kluczowe znaczenie w procesach komorkowych, w tym w proliferacji 1
roznicowaniu komorek oraz programowaniu komorek macierzystych. KLF4 posiada specjalne
miejsce wigzania o wysokim powinowactwie, nazwane podstawowym transkrypcyjnym
elementem (ang. Basic Transcription Element, BTE) (84). Ekspresja KLF4 wydaje si¢ by¢
gléwnie wzmozona w postreplikatywnych komorkach nabtonkowych jelita, skory 1 grasicy
(83). KLF-4 okazat si¢ konieczny dla koncowego rdznicowania keratynocytow w skorze i

komorek kubkowych jelit (ang. Goblet Cells) (85, 86). W grasicy KLF-4 ulega ekspresji
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podczas roznicowania korowych komorek nablonkowych, co sugeruje role w tworzenia

limfocytow T (87).

Wysoka ekspresja KLF-4 zostala wykazana rowniez w jadrach, szczegdlnie w
komorkach zarodkowych 1 komoérkach somatycznych Sertoliego, co sugeruje wazng role w
rozwoju jader (88). Wreszcie, KLF4 ulega ekspresji w komorkach srodbtonka naczyn (89) i
moze hamowa¢ TGFP zalezne rdéznicowanie komorek miegsni gladkich w naczyniach
krwiono$nych (90). W zaleznosci od typu komorki, ekspresja KLF4 jest zwigzana z
hamowaniem 1 indukcjg proliferacji. Wymuszona ekspresja KLF4 poprzez transfekcje w tej
samej linii komérkowej hamuje synteze¢ DNA. W mysich fibroblastach zarodkowych KLF4
oddziatuje z p53 (dzialajacym supresyjnie na rozwdj guzow) i indukuje inhibitor kinazy
zaleznej od cykliny p21 (91). Natomiast, ekspresja KLF4 jest zmniejszona w nisko
zaawansowanych  gruczolakach  jelita cienkiego, gruczolakach  okreznicy oraz
gruczolakorakach okreznicy u myszy. Takze takie zjawisko obserwuje si¢ u pacjentow z
dziedzicznymi 1 sporadycznie powstajacymi nowotworami, cO sugeruje, ze zmniejszona
ekspresja KLF4 moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszonego powstawania nowotworu (92, 93).
Jednakze, inne badania wykazaly, ze u ludzi nadekspresja KLF4 moze redukowac
nowotworzenie w jelicie grubym oraz zotadku (obnizona ekspresja z kolei moze mie¢ wptyw
na rozwdj stanéw przedrakowych w zotadku). Wielu autorow, jak dotychczas opisato ztozone
dzialanie KLF4 na szlak sygnalowy WNT/B-katenina, co ma bezposredni wptyw na rozwoj
komorek nowotworowych (53). Badania te sg jednak caty czas w fazie wstepnej 1 w wielu z
nich wskazuje si¢ wcigz niejasne drogi dziatania i wptywoOw na karcynogeneze. Podsumowujac,
doktadne mechanizmy odpowiedzialne za role KLF4 w proliferacji 1 r6znicowaniu komorek

nie zostaly jeszcze doktadnie okreslone.
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1.8.4. Domena genow transkrypcyjnych POU - czynnik transkrypcyjny OCT-4

Czynnik transkrypcyjny wiazacy Oktamer 3/4 (ang. Octamer Core Transcription 3/4,
OCT3/4) nalezy do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych POU (skrot od ,, Pit-Oct-Unc ™). Jest
niezbedny do utrzymania stanu pluripotencji w embrionalnych komodrkach macierzystych. In
vivo, OCT3/4 wystepuje w wewnetrznej warstwie komorek blastocysty. Wiadomo, ze poziom
ekspresji OCT3/4 spada wraz ze stopniem zaawansowania roznicowania komorek
somatycznych 1 OCT3/4 nie wystgpuje w dojrzaltych komoérkach somatycznych (94).
Wykazano, ze w nowotworach OCT4 hamuje proces apoptozy poprzez specyficzny szlak
OCT4/Tcll (ang. T-Cell Leukemia/Lymphomal) /Aktl. OCT4 zwigksza aktywno$¢ kinazy
Aktl poprzez kontrole transkrypcyjng Tcll. Wreszcie Aktl wspomaga proliferacje komorek 1
hamuje apoptoze komoérek nowotworowych (95, 96).

Saigusa 1 wsp. wykazali, ze OCT4 sprzyjat powstawaniu CSC u pacjentow z CRC
zarOwno w sposob autokrynny, jak i parakrynny (97).

Gazuoli 1 wsp. wykazali, ze szczegdlnie izoforma OCT4 o nazwie OCT4B1 jest
markerem CSC i mozliwym predykatorem u pacjentow z CRC (98).

Wykazano, ze SOX2 1 OCT4 dziataja w kooperacji, aby wspolnie regulowac ekspresje
genow specyficznych dla utrzymania pluripotencji komoérek macierzystych 1 niezbgednych w

procesach samoodnowy (99).

Po analizie pismiennictwa przyjeto nastgpujace hipotezy badawcze:
- aktywacja ekspresji kluczowych czynnikéw odpowiedzialnych za utrzymanie pluripotencji:
OCT4, SOX2, KLF4 i NANOG moze sta¢ si¢ nowym, czutym markerem w diagnostyce i
leczeniu wczesnych, bezobjawowych stadiow raka jelita grubego;
- stopien ekspresji czynnikow odpowiedzialnych za pluripotencje: OCT4, SOX2, KLF4 i
NANOG wykazuje istotny zwigzek ze stadium zaawansowania raka jelita grubego;
- powtarzalne oznaczanie poziomu ekspresji czynnikow pluripotencji moze staé si¢

wskaznikiem odpowiedzi na stosowane leczenie u chorych z rakiem jelita grubego.
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2. CELE PRACY

1. Proba wytypowania nowych, potencjalnych markerow powstawania i rozwoju raka jelita

grubego.

2. Ocena ekspresji jakosciowej OCT4, SOX2, KLF4 i NANOG w raku jelita grubego.

3. Wykazanie zaleznosci migdzy ekspresja oraz koekspresja gendw pluripotencji, a

parametrami klinicznymi, danymi demograficznymi, klasyfikacjami zaawansowania choroby

nowotworowej oraz cechami histopatologicznymi.
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Grupa badana

Grupe badang stanowito 150 kolejnych pacjentow (leczonych w Katedrze i Klinice
Chirurgii Ogo6lnej, Endokrynologicznej 1 Onkologii Gastroenterologicznej Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu) z rozpoznanym pierwotnym
gruczolakorakiem jelita grubego (lub innym nowotworem ztosliwym pierwotnie wywodzacym
si¢ z jelita grubego), zdiagnozowanych 1 ocenianych na podstawie obrazu klinicznego, badan
obrazowych, laboratoryjnych oraz histopatologicznych. Wszyscy pacjenci, wiaczeni do
badania, zostali poddani zabiegowi leczniczemu — radykalnemu lub paliatywnemu, w czasie
ktorego zostal pobrany materiat histopatologiczny z guzowatej zmiany nowotworowej,
umiejscowionej w obrebie jelita grubego. Do badania wiaczono rowniez pacjentow, ktorzy

przeszli przed- lub pooperacyjng radioterapig, chemioterapi¢ lub radiochemioterapig.

Podstawowym kryterium wilaczenia byl wiek powyzej 18 roku zycia, rozpoznanie
przed-, $réd- lub pooperacyjne gruczolakoraka jelita grubego oraz konieczno$¢ leczenia
operacyjnego z mozliwo$cig pobrania probek do badania klinicznego. Kryterium wytaczenia
stanowil wiek ponizej 18 r. Z. oraz obecnos¢ innych chorob jelit, tj. nieswoistego zapalenia jelit
(aktywnego badz w fazie remisji), nowotworow tagodnych jelita grubego (potwierdzonych),
innych pierwotnych nowotworéw z poza jelita grubego (potwierdzonych), nowotworéw o
charakterze wtornym jelita grubego, FAP 1 innych genetycznie uwarunkowanych zespotéw

zwigkszajacych ryzyko zapadalnos$ci na raka jelita grubego [Tabela 3.1.1].

W czasie hospitalizacji oceniono podstawowe dane demograficzne 1 kliniczne, takze
inne wskazniki, takie jak: obecnos$¢ przewlektych chorob wspétistniejacych, palenie tytoniu (i
innych wyrobow tytoniowych) oraz szkodliwe spozywanie alkoholu. Precyzyjnie wykonano
badanie histopatologiczne ze wszystkimi jego elementami. Szczegdlnie przeanalizowano
wielko$¢ guza, stopien zaawansowania w skali Dukesa oraz skali Dukesa w modyfikacji
Astlera-Collera, stopien zréznicowania guza (G), obecnos¢ przerzutdw do weztéw chtonnych
czy do innych narzadéw 1 inne charakterystyczne cechy. Kazdego pacjenta oceniono wedtug
klasyfikacji TNM wg AJCC (Edycja 8) 1 na jej podstawie podzielono uczestnikow badania na
odpowiednie grupy kliniczne (ze wzgledu na odpowiednie stadium zaawansowania choroby

nowotworowej).

Do dalszych analiz statystycznych podzielono cala grupe badang wzgledem
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prawostronnej badz lewostronnej lokalizacji nowotworu. Do tzw. ,,prawostronnych” lokalizacji
nalezaty (Grupa P): guzy katnicy, wstepnicy oraz poprzecznicy a do tzw. ,lewostronnych”

(Grupa L): guzy zstepnicy, esicy, zagiecia esiczo-odbytniczego oraz odbytnicy.

Nastepnym etapem byt czysto teoretyczny i arbitralny podziat ze wzgledu na wiek.
Ustalono odgoérnie trzy nastgpujace kategorie wiekowe: do 59 lat, od 60 do 74 lat oraz powyzej

74 roku zycia (Sredni wiek w calej grupie badanej wyniost az ponad 67 lat).

Pacjentow podzielono takze, na 3 grupy wzgledem BMI: I grupa BMI ponizej 25 kg/m?,
IT grupa BMI pomiedzy 25 a 30 kg/m?i Il grupa z BMI powyzej 30 kg/m?.

Tabela 3.1.1. Kryteria wlaczenia i wylaczenia pacjenta do badania klinicznego.

Kryteria wlaczenia Kryteria wyltgczenia

Rozpoznany pierwotny rak jelita grubego Inne tagodne nowotwory jelita grubego lub inne
pierwotne nowotwory, przerzutowe guzy jelita

grubego

Leczenie operacyjne (radykalne Iub paliatywne) | Wspolistnienie nieswoistych zapalnych choréb

jelit

Mozliwo§¢ pobrania 2 probek z guza oraz 1 | Zespot polipowatosci rodzinnej (FAP) i inne
probki tkanki zdrowej pooperacyjnie genetycznie uwarunkowane zespoly

zwickszajace ryzyko raka jelita grubego

Swiadoma zgoda wlaczenia do badania | Brak zgody na wlaczenie do badania klinicznego

klinicznego

Wiek > 18 r.z. Wiek < 18 r.z.

3.2 Material do badan molekularnych

Bezposrednio po zabiegu od kazdego pacjenta pobrano kilkukrotnie materiat biopsyjny
tkanki nowotworowej — dwie probki z samego guza (jedna probka z obrzeza guza [Grupa G2],
druga z cze¢sci centralnej [Grupa G1]) oraz jedna probka z teoretycznie zdrowej tkanki jelita
grubego [Grupa TZ] — jako prébka kontrolna. Arbitralnie ustalono, ze tkankg zdrowa pobierano
minimum 5 cm od makroskopowej granicy guza. Schematyczny sposdb pobrania pokazuje
rycina przedstawiona ponizej [Rycina 3.2.1]. Wszystkie probki niezwlocznie po pobraniu

zostaty zabezpieczone w probowkach typu Eppendorf (jatowych, wolnych od RNAzy) poprzez
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zalanie ptynem RNALater (firma Alliance Bio, Bothell, USA) oraz zamrozone w temperaturze
-70°C do czasu wykonania analiz. Nastepnie tkanki byly niezwlocznie przekazywane do
dalszych badan w Katedrze 1 Zaktadzie Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego im.

Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Pozostalg czgs¢ materiatu, zgodnie z procedurg obowigzujacag w Szpitalu Klinicznym
im. Heliodora Swiecickiego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, oddano do badania
histopatologicznego w Zaktadzie Patomorfologii Klinicznej Katedry Patomorfologii 1
Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Catos¢ materiatu byla

analizowana na podstawie wynikow badan histopatologicznych.

Proces uzyskania materiatu do badan nie ni6st dodatkowego ryzyka zdrowotnego dla
pacjentow, gdyz stanowit element niezbednej diagnostyki i leczenia raka jelita grubego. Przed
rozpoczgciem analiz uzyskano zgode komisji bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu o numerze 543/15. Przed zabiegiem operacyjnym kazdy
pacjent otrzymal formularz, w ktérym wyrazit zgod¢ na uczestnictwo w badaniach
molekularnych oraz zgode na udziat w badaniu klinicznym. We wszystkich badaniach i

analizach wykorzystano aparatur¢ udostepniong przez Zaklad Immunologii Katedry

Patomorfologii 1 Immunologii Kliniczne;j.

Rycina 3.2.1. Schematyczny sposéb pobrania tkanek z guza oraz tkanki zdrowej (proby

kontrolnej).
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3.3 Ocena ekspresji genow w badanych probkach tkankowych

Ekstrakcje RNA wykonano przy uzyciu zestawOw do izolacji catkowitego RNA — Total
RNA Mini (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska). Kazdy zestaw zawieratl: roztwor pluczacy
Al, fenozol, izopropranolol, mikrokolumny do oczyszczania RNA, probowki 2 ml, probowki
1,5 ml typu Eppendorf (jatlowe, wolne od RNAzy) oraz jalowa wod¢ wolng od nukleaz,
traktowang piroweglanem dietylu (DEPC). Przed rozpoczeciem pracy powierzchni¢ robocza
oczyszczano preparatem LabZAP (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska). Tkanki poddawane
analizie rozmrazano, a nastgpnie poddawano dezintegracji przy uzyciu nozyczek
chirurgicznych na szalce Petriego w srodowisku roztworu soli fizjologicznej o stezeniu 0,9%.
Rozdrobniony materiat przenoszono do probdéwek typu Eppendorf 1,5ml. Do probek dodawano
800 ul fenozolu 1 mieszano az do catkowitej lizy komoérek. W dalszej kolejnosci
przeprowadzano inkubacj¢ w temperaturze 50°C przez 5 minut (inkubator Thermomixer
comfort, Eppendorf, Hamburg, Niemcy; Rycina 3.3.1). Po tym czasie do lizatow dodawano
200 pl chloroformu i mieszano. Po 2 min inkubacji w temperaturze pokojowej probki wirowano
przez 10 min z predkoscig 12000 obr./min (wiréwka miniSpin, Eppendorf, Hamburg Niemcy;
— Rycina 3.3.2). Nastepnie pobierano po 450 ul supernatantow, ktére przenoszono do nowych
probowek typu Eppendorf (1,5ml) zawierajacych 450 ul izopropanololu. Catos¢ doktadnie
mieszano 1 nanoszono na minikolumny do oczyszczania RNA. Minikolumny z roztworem
zawierajacym RNA wirowano przez 1 min z predkoscig 12000 obr./min, a nastgpnie
przenoszono do czystych 2 ml probowek. Do minikolumn dodawano 700 pl roztworu
phluczacego Al 1 ponownie wirowano przez 1 min z predkoscig 12000 obr./min. Przesacze
usuwano 1 ponownie dodawano 700 ul roztworu ptuczacego Al. Cato§¢ wirowano 1 minute
przy 12000 obr./min. Przesacze usuwano i do minikolumn dodawano 200 pl roztworu
phluczacego Al. Probki wirowano 2 min przy 12000 obr./min, a nast¢gpnie umieszczono w
nowych jatowych, wolnych od RNAzy probowkach (1,5ml). Ostatecznie do minikolumn
dodawano 100 ul wody jatowe;j, cato$¢ inkubowano przez 3 min w temperaturze pokojowe;j i
wirowano 1 min przy 12000 obr./min. Uzyskane przesacza zawieraly oczyszczone RNA,
gotowe do dalszych analiz. Czysto$¢ i stg¢zenie uzyskanego RNA mierzono za pomoca
spektrofotometru NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachutetts,
USA) przy dtugosci fali A=260 i 280nm (Ryciny 3.3.3 1 3.3.4). Stosunek pomigdzy wartoscig
absorbancji odczytang przy dlugosci fali 260 do wartosci odczytanej przy dtugosci fali 280
mieszczacy si¢ w zakresie 1,8-2,0 uznano, za wskaznik braku domieszki biatek w

wyizolowanym RNA.
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Rycina 3.3.1. Thermomixer comfort (Eppendorf)

Rycina 3.3.2. Wirowka MiniSpin (Eppendorf)
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Rycina 3.3.3. Spektrofotometr ND-1000 (Thermo Fisher Scientific)
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Rycina 3.3.4. Histogram przykladowego pomiaru stezenia wyizolowanego RNA
(spektrofotometr ND-1000)

3.4. ,,One-step” RT-PCR
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Reakcja typu ,,One-step” RT-PCR (ang. ,, One-step”” Reverse Transcription PCR) jest
jednoetapowa reakcja odwrotnej transkrypcji (RT) z bezposrednio nastgpujaca po niej
fancuchowg reakcja polimerazy (PCR). Uzyskane probki RNA zostaly przepisane na
komplementarne DNA (ang. complementary DNA, cDNA), a nastgpnie amplifikowane z
wykorzystaniem zestawu One Step RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy). Procedure
wykonano zgodnie z instrukcjg producenta. Reakcje przeprowadzono przy uzyciu aparatu
Authorized Thermal Cycler AG 2331 (Eppendorf, Hamburg, Niemcy)

Pierwszym krokiem byto wykonanie powyzszej reakcji dla wszystkich badanych
probek, z wykorzystaniem starteréw dla genu referencyjnego typu ,housekeeping”, gen
dehydrogenazy  aldehydu  3-fosfoglicerynowego (ang.  glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase, GAPDH). Geny ,housekeeping”, czyli geny metabolizmu podstawowego,
charakteryzujg si¢ stalym poziomem ekspresji w komorkach. Ich ekspresja §wiadczy o dobre;j
jakosci prawidlowo wyizolowanego RNA. W nastepnych etapach probkach oceniano pod
wzgledem ekspresji gendéw zwigzanych z pluripotencjg komoérek macierzystych: SOX2, OCT4,
KLF4 i NANOG. Startery dla gendw zwigzanych z macierzystoscig zaprojektowano za pomocg
oprogramowania Primer3 (Biology Workbench wersja 3.2, San Diego Supercomputer Center,
University of California, San Diego) [Tabela 3.4.1].

Tabela 3.4.1. Uzyte sekwencje starterow genow pluripotencji i ich produkt.

Gen Sekwencja startera (5°-3”) Sekwencja startera (3°-5") Produkt
(pary
zasad -
bp)

KILF4 5’-ACATTAATGAGGCAGCCACC-3’ | 5>-TTCTGGCAGTGTGGGTCATA-3 143/88

OCT4 5’-CTGGAGAAGGAGAAGCTGGA-3’ | 5’>-CAAATTGCTCGAGTTCTTTCTG-3’ 114

SOX2 5’-CAAGATGCACAACTCGGAGA-3’ | 5’-GCTTAGCCTCGTCGATGAAC-3’ 75

NANOG | 5’-AACATGAGTGTGGATCCAG-3’ 5’>-TCACTCATCTTCACACGTCTTCAGGTTG-3" | 445/343

Reakcje RT-PCR przeprowadzono w mieszaninie reakcyjnej w koncowej objetosci

25 ul sktadajacej sie¢ z 1 ul RNA, 400 nM kazdego startera dla odpowiednich gendw,
mieszaniny polimeraz 1 odwrotnej transkryptazy, dNTP i buforu reakcyjnego. Reakcje
przeprowadzano w nastepujacych warunkach temperatury i1 czasu: 50°C przez 2 min 1 95°C
przez 10 min, a nastepnie wstepna denaturacja w 95°C przez 5 min, po ktdérej nastepowato 40

cykli obeymujacych denaturacje w temperaturze 95°C przez 15 sekund, przylaczanie starterow
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(annealing) w temperaturze 60°C przez 1 minut¢ 1 wydtuzanie tancucha nukleotydoéw przez
polimerazg (elongacja) w temperaturze 72°C przez 1 minutg. Ostateczna elongacja nastgpowata
w temperaturze 72°C przez 10 minut. Reakcje przeprowadzono za pomoca analizatora PCR

firmy Eppendorf (Hamburg, Niemcy) [Rycina 3.4.1].

Rycina 3.4.1. Analizator PCR (Eppendorf)

3.5. Elektroforeza bialek na zelu agarozowym

Elektroforeze produktow reakcji RT-PCR przeprowadzano w 1 % zelu agarozowym
rozpuszczonym w buforze 1xTBE. Agaroze gotowano przez ok. 2 minuty w celu doktadnego
rozpuszczenia. Nastepnie roztwor schladzano do temp. 60-70°C 1 dodawano 10 pl roztworu
bromku etydyny o stezeniu 10mg/ml. Cato$¢ doktadnie mieszano, wylewano na ptytke 1
pozostawiano do zastygniecia. Zele agarozowe umieszczano w aparacie do elektroforezy.
Aparat napelniono buforem elektrodowym (1xTBE). Uzyto markera masy DNA 1 (A&A
Biotechnology, Gdansk, Polska). Produkty reakcji RT-PCR 1aczono z buforem obcigzajacym

do elektroforezy i nanoszono po 9 ul na zel (Ryciny 7 1 8). Rozdzial elektroforetyczny
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prowadzono przy napigciu 100V przez 20 min. Po zakonczonej elektroforezie analiz¢ migracji
produktéw prowadzono pod lampa UV przy uzyciu systemu MiniBis Pro (DNR, Neve Yamin,
Israel) [Rycina 3.5.3].

Rycina 3.5.2. Zasilacz do elektroforezy
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Rycina 3.5.3. System MiniBis Pro do analizy migracji produktéw elektroforezy
pod lampa UV (DNR)
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3.6. Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Statistica
13.7 (TIBCO Software Inc, Palo Alto, Kalifornia, USA) oraz PQStat 1.6.8 (PQStat Software,
Poznan, Polska).

Do opracowania danych liczbowych 1 jako$ciowych wykorzystano elementy statystyki
opisowej. Zmienne ilosciowe opisano za pomocg S$redniej arytmetycznej 1 odchylenia
standardowego (SD) lub mediany, rozstepu Ewiartkowego (IQR) oraz zakresu. Zmienne
jakosciowe opisano przez liczbe przypadkéw w danej kategorii oraz procent (%), a rdznice
dotyczace cech opisanych w skali nominalnej zbadano, stosujac testy Chi-kwadrat oraz test
Fishera-Freemana-Haltona (w zaleznos$ci od licznosci w tabeli wielodzielczej). Zgodnos¢ z
rozktadem normalnym oceniano przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. Zmienne iloSciowe
poréwnywano za pomocg testu ANOVA dla grup niezaleznych z poprawka Brown-Forsythe’a
1 wykorzystaniem testu post-hoc Duncana i Tukeya, a w przypadku braku zgodnos$ci z
rozktadem normalnym z wykorzystaniem analizy wariancji testem ANOV A Kruskala-Wallisa.

Za istotng statystycznie uznano warto$¢ wspotczynnika a na poziomie a =0.005 oraz

wspotczynnika p<0.05.
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4. WYNIKI

4.1 Charakterystyka demograficzna i kliniczna badanej grupy

W przeprowadzone] analizie nie wykazano istotnych rdéznic statystycznych w

poszczegblnych skalach ani cechach w skali TNM pomigdzy ptciami. Wyniki zaprezentowano

w czterech tabelach [Tabela 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3, 4.1.4] oraz trzech rycinach [Ryciny 4.1.1, 4.1.2,

4.13].

Tabela 4.1.1 Podzial pacjentow wedlug stadium zaawansowania w klasyfikacji TNM.

Stadium Liczba pacjentow Procent Kobiety Megzczyzni Wartos¢
[n=150] [n=150] [n=65] [n=85] p
I 37 24,67% 16 21 =0,69
ITA 42 28,00% 19 23
1B 1 0,67% 0 1
IIC 2 1,33% 1 1
IITA 5 3,33% 2 3
1B 30 20,00% 12 18
IIC 16 10,67% 5 11
IVA 2 1,33% 1 1
IVB 15 10,00% 6 9
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Liczba pacjentow

- TNM Kategoria: |

- TNM Kategoria: lIA
- TNM Kategoria: IIC
- TNM Kategoria: llIA
- TNM Kategoria: llIB
- TNM Kategoria: llIC
- TNM Kategoria: IVA
- TNM Kategoria: IVB

Rycina 4.1.1. Podzial pacjentow wedlug stadium zaawansowania w klasyfikacji TNM.
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Tabela 4.1.2. Podzial pacjentow wedhlug klasyfikacji Dukesa oraz wzgledem plci.

Wartos¢
Liczba pacjentow Procent
Zmiennal Kobiety Mezczyzni p
[n=150] [n=150]
[n=65] [n=85]
A 30 20,00% 12 18 =0,66
B 57 38,00% 26 31
C 46 30,67% 18 28
D 17 11,33% 9 8
35
30 ¢
25
20 ¢
2
-g 15 |
.._]2
10 F
5
DUKESAA
= DUKESAB
0

- DUKESAC
- DUKESAD

Rycina 4.1.2. Podzial pacjentow wedlug klasyfikacji Dukesa oraz wzgledem plci.
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Tabela 4.1.3. Podzial badanej grupy wedlug zaawansowania

Dukesa w modyfikacji Astlera-Collera oraz wzgledem plci.

wzgledem Kklasyfikacji

7 miennal Liczba pacjentéw Procent Kobiety Mgzczyzni | Warto$é
[n=150] [n=150] [n=65] [n=85] D
A 7 4,67% 5 2 =0,68
B1 33 22,00% 12 21
B2 47 31.33% 21 26
Cl 6 4,00% 2 4
C2 40 26,67% 15 25
D 17 11,33% 9 8
2
% | 26
u
2 |
20 |
16
10
6
2 ASTLER:COLLER B2
0 y ASTLER-COLLER C2
ASTLER-COLLER D

Rycina 4.1.3. Podzial badanej grupy wedlug zaawansowania wzgledem Kklasyfikacji

Dukesa w modyfikacji Astlera-Collera oraz wzgledem plci.
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Tabela 4.1.4. Wyniki poszczegolnych skladowych Kklasyfikacji TNM w calej grupie

badanej oraz poré6wnanie pomiedzy plciami.

Zmienna Liczba pacjentow Procent Kobiety Mgzczyzni | Warto$¢ p
[n=150] [100%] [n=65] [n=85]
Guz pierwotny [T]

1 8 5,33 4 4 =0,80
2 37 24,67 16 21

3 92 61,33 40 52
4a 2 1,33 1 1
4b 11 7,33 4 7

Zajecie okolicznych weztow chionnych [N]

0 87 57,33 39 48 =0,79
la 14 9,33 8 6

1b 12 8,00 6 6

lc 12 8,00 4 8
2a 10 6,67 2 8
2b 15 10,00 6 9

Przerzuty odlegte [M]

0 130 86,67 55 75 =0,84
la 17 11,33 9 8
1b 3 2,00 1 2
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Cala grupa badana sktadata si¢ z 85 mezczyzn (56,67%) 1 65 kobiet (43,33%) — bez
istotnej roznicy statystycznej (p=0,78). Wszyscy pacjenci reprezentowali rase kaukaska. Sredni
wiek w calej grupie wynidst 67,37+11,09 lat, natomiast $rednia wartos¢ BMI wyniosta
27,50+4,62 kg/m?. Grupa kobiet roznita si¢ istotnie statystycznie od mezczyzn pod wzgledem
masy ciata oraz wzrostu. Jednakze juz nie zaobserwowano roznic statystycznych w zakresie
BMI. Szczegotowe wyniki przedstawiono w odpowiednio w tabeli 4.1.5 oraz 4.1.6 [Tabela

4.1.5 oraz 4.1.6] oraz rycinach [Rycina 4.1.4 oraz 4.1.5].

Tabela 4.1.5. Podstawowe dane demograficzne calej badanej grupy.

Zmienna Srednia SD | Mediana | Minimum Maximum
Wiek [lata] 67,37 11,09 69,00 32,000 93,00
Wzrost [m] 1,71 0,09 1,72 1,49 1,90
Masa [kg] 80,54 14,84 80,50 43,00 120,00
BMI [kg/m?] 27,50 4,62 | 27,45 19,15 41,66
BMI — wskaznik masy ciala; SD — odchylenic standardowe.
Tabela 4.1.6. Porownanie wzgledem plci w calej grupie badanej.
Zmienna Cata grupa Kobiety Mezczyzni Wartos¢ p
BMI [kg/m?]
Srednia 27,51 27,23 27,72 =0,58
SD 4,62 4,95 4,38
Masa [kg]
Srednia 80,55 76,46 83,67 =0,0029
SD 14,84) 15,39 13,69
Wzrost [m]
Srednia 1,71 1,67 1,74 =0,00007
SD 0,09 0,1 0,07
Wiek [lata]
Srednia 67,37 68,17 66,76 =0,47
SD 11,10 11,44 10,86

BMI — wskaznik masy ciata; SD — odchylenie standardowe
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Rycina 4.1.4. Porownanie wzrostu pomiedzy plciami w calej grupie badanej.
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Rycina 4.1.5. Porownanie wagi pomiedzy plciami w calej grupie badane;j.
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4.2 Charakterystyka histopatologiczna badanej grupy

Kolejnym waznym aspektem badania byta analiza patomorfologiczna badanych guzéw.
Przeanalizowano wszystkie wyniki histopatologiczne pacjentow w zakresie operacji, w czasie
ktorej usunieto guz pierwotny. W pierwszej kolejnosci okreslono jego lokalizacje — zgodng z
protokotem operacyjnym. Nie wykazano istotnych statystycznie rdéznic pomiedzy plciami w
zakresie pierwotnej lokalizacji nowotworu (p=0,81) [Tabela 4.2.1].

Tabela 4.2.1. Charakterystyka lokalizacji guza na podstawie oceny operacyjnej i

potwierdzeniu histopatologicznym w calej badanej grupie oraz poréwnanie wzgledem

plci.
Liczba pacjentow | Procent Kobiety Megzezyzni Wartos¢
Lokalizacja
[n=150] [n=150] [n=65] [n=85] p
Odbytnica 61 40,00% 22 39 =0,81
Zagiecie
esiczo-odbytnicze 20 13,33% 7 13
Esica 35 23,33% 19 16
Zstepnica 4 3,33% 1 3
Poprzecznica 6 4,00% 4 2
Wstepnica 13 8,67% 5 8
Katnica 11 7,33% 7 4
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Lokalizacja nowotworu

Rycina 4.2.1. Lokalizacja guza pierwotnego w calej grupie badane;j.

Srednia objeto$¢ guza w calej grupie badanej wynosita 36,32+56,45 cm?®. Dane
dotyczace dlugosci, szerokosci, wysokosci 1 objetosci guza pierwotnego zostaty przedstawione
w tabeli ponizej [Tabela 4.2.2]. Natomiast nie wykazano istotnych statystycznie roznic
pomiedzy plciami w zakresie powyzszych danych [Tabela 4.2.3].

Tabela 4.2.2. Podstawowe wymiary guzow pierwotnych wg przeanalizowanych badan

histopatologicznych w calej grupie badanej.

Zmienna Srednia SD Mediana Minimum Maksimum
Dhugo$¢ guza
3,89 1,78 3,50 0,30 10,00
[em]
Szerokos¢ guza
3,29 1,56 3,00 0,50 8,00
[em]
Wysoko$¢ guza
1,84 1,29 1,50 0,30 6,00
[em]
Objetos¢ guza
36,32 56,45 18,00 0,16 336,00
[cm®]

SD — odchylenie standardowe
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Tabela 4.2.3. Réznice w zakresie rozmiarow guza pomie¢dzy plciami.

_ Cata grupa Kobiety Mezezyzni
Zmienna Warto$¢ p
[n=150] [n=65] [n=85]
Dhugos¢ guza [cm]
Srednia 3,89 3,90 3,89 =0,99
SD 1,78 1,62 1,92
Szeroko$¢ guza [cm]
Srednia 3,29 3,30 3,28 =0,96
SD 1,56 1,53 1,59
Wysokos¢ guza [cm]
Srednia 1,84 1,91 1,79 =0,57
SD 1,29 1,35 1,26
Objetosé guza [cm’]
Srednia 36,32 38,56 34,59 -0.72
SD 56,45 65,54 49,62

SD — odchylenie standardowe

Opisano 1 analizowano nast¢pujace aspekty histopatologiczne:

- rodzaj nowotworu w ostatecznym rozpoznaniu histopatologicznym: znaczng cze$¢
grupy stanowity gruczolakoraki (80,67% catej grupy badanej) w roznych podgrupach [Tabela
4.2.4]

- angioinwazja: wykazano jej obecnos$¢ u 41 badanych pacjentow, czyli 27,33% calej
badanej grupy [Tabela 4.2.5];

- neuroinwazja: wykazano jej obecnos¢ u 23 badanych pacjentow, czyli 15,33% catej
badanej grupy [Tabela 4.2.5];

- stopien zr6znicowania guza (oznaczony cechg G): w grupie badanej dominuje stopien
2 (58%), nastepnie 1 (28,67%) 1 jako ostatni stopien 3 (13,33%) [Tabela 4.2.5];

- 1lo$¢ zajetych lokalnie weztow chlonnych (Srednio 2,48) oraz lokalizacje przerzutow
odlegtych (najczesciej do watroby) [Tabela 4.2.6].

Dla wszystkich powyzszych cech nie znaleziono réznic statystycznych pod wzgledem
plfci, co oznacza, ze grupa badana jest homogenna. Wykazano natomiast w statystykach
poréwnawczych, ze stopien zroznicowania guza (G) jest zalezny od skali klinicznych: Dukesa,

Astlera-Collera oraz TNM (wartos¢ p dla wszystkich tych poréwnan wynosi <0,0001).
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Tabela 4.2.4. Ostateczne rozpoznanie histopatologiczne i podzial ze wzgledu na plec.

Rozpoznanie Ogolnie Procent Kobiety Mezczyzni | Wartos$¢ p
[n=150] [100%] [n=65] [n=85]
Adenocarcinoma 121 80,67% 52 69 =0,94
tubulare
Adenocarcinoma 6 4,00% 2 4
mucinosum
Adenocarcinoma 18 12,00% 9 9
tubulare partim
mucinosum
Rak 3 2,00% 1 2
neuroendokrynny
Rakowiako- 2 1,33% 1 1
gruczolakorak

Tabela 4.2.5. Wyniki statystyczne dla calej grupy badanej w zakresie nastepujacych cech:

angioinwazji, neuroinwazji oraz stopnia zréznicowania guza (G).

Liczba pacjentow Procent Kobiety Mezczyzni  |Wartos¢
Zmiennal
[n=150] [100%] [n=65] [n=85] p
Angioinwazja
Tak 109 72,67 49 60 =0,86
Nie 41 27,33 16 25
Neuroinwazja
Tak 127 84,67 57 70 =0,79
Nie 23 15,33 8 15
Stopien ztosliwosci guza (G)
1 43 28,67 17 26 =0,45
2 87 58,00 38 49
3 20 13,33 10 10
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Tabela 4.2.6. Ilo$¢ zajetych nowotworowo lokalnych wezléw chlonnych oraz lokalizacja

przerzutéow odleglych w calej grupie badanej i wzgledem plci.

Zmienna Liczba pacjentow Kobiety Mezczyzni Wartos¢ p
[n=150] [n=65] [n=85]
Io$¢ weztow
chtonnych lokalnie
zajetych
Srednia 2,48 1,87 2,95 =0,43
SD 3,94 3,07 4,45
Przerzuty odlegte 13 5 8 =0,88
do watroby
Rozsiana choroba 3 0 3 =0,93
nowotworowa
Przerzuty do innych 7 5 2 =0,78
narzadow odleglych
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4.3. Charakterystyka cech klinicznych w grupie badanej

W dalszej kolejnosci przeanalizowano grupe badang pod wzgledem wybranych cech
klinicznych 1 charakterystyki leczenia onkologicznego. Prawie polowa chorych (48%)
przyznato si¢ do przedoperacyjnego, przewlektego palenia wyrobdéw tytoniowych czy
papieroséw elektronicznych. Czgsciej w badanej grupie palili mezczyzni niz kobiety (65% vs
35%, p=0,86). Przeanalizowano takze fakt szkodliwego spozywania alkoholu (46 z 150
pacjentow — 30,67%, tutaj takze dominowali m¢zczyzni - 78%). Najczestszg wspotistniejaca
chorobg przewlekla byto nadcisnienie tetnicze (63,33%), w dalszej kolejnosci cukrzyca typu 1
(39,33%) oraz inne choroby uktadu krazenia (55,67%) oraz uktadu oddechowego (33,33%) —
wybrane szczegotowe dane przedstawiono w tabeli ponizej [Tabela 4.3.1].

Tabela 4.3.1. Analiza danych zwigzanych z chorobami przewleklymi oraz spozywania

uzywek w calej grupie badanej.

Liczba pacjentow Procent Kobiety Mezczyzni Wartos$¢ p
Zmienna [n=150] [100%] [n=65] (851
Palenie wyrobdw tytoniowych
NIE 78 52,00 33 45 =0,86
TAK 72 48,00 32 40
Szkodliwe spozywanie alkoholu
NIE 104 69,33 43 61 =0,47
TAK 46 30,67 22 24
Nadci$nienie tetnicze
NIE 55 36,67 23 32 =0,77
TAK 95 63,33 42 53
Cukrzyca typu II
NIE 91 60,67 39 52 =0,88
TAK 59 39,33 26 33
Choroba niedokrwienna serca
NIE 81 54,00 34 47 =0,71
TAK 69 46,00 31 38
Przewlekta niewydolno$¢ serca
NIE 101 67,33 45 56 =0,66
TAK 49 32,67 20 29
Przewlekta obturacyjna choroba ptuc
NIE 115 76,67 48 67 =0,47
TAK 35 23,33 17 18
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Kolejne analizy statystyczne dotyczyly potrzeby 1 kwalifikacji do leczenia
neoadiuwantowego oraz potrzeby uzupelniajgcego leczenia pooperacyjnego. Nie wszyscy
pacjenci z guzem zlokalizowanym w odbytnicy przeszli przedoperacyjng radioterapi¢ — 57 z 60
pacjentow. 65% badanych z guzem odbytnicy wedlug danych przeszto radioterapie
przedoperacyjng tzw. ,,krotka $ciezky” a 35% tzw. dtuga radiochemioterapi¢. Pooperacyjnie
ponad 50% chorych (73 pacjentow z calej grupy badanej) w grupie otrzymato uzupetiajaca
chemioterapi¢, a 10 pacjentow radiochemioterapi¢ (6,67%) [Tabela 4.3.2]. Wigkszos¢

pacjentow (85%) przyjmowata chemioterapi¢ w schemacie FOLFIRI.

Tabela 4.3.2. Charakterystyka leczenia onkologicznego przed- i pooperacyjnego w calej

grupie badanej.

_ Liczba pacjentow | Procenty Kobiety Mezczyzni Wartos¢ p

amiennd 50 [100%] [n=65] [n=85]

Leczenie neoadiuwantowe (radioterapia lub radiochemioterapia)
NIE 93 62,00 42 51 =0,28
TAK 57 38,00 24 33

Leczenie adiuwantowe (chemioterapia lub radiochemioterapia)
INTE 74 49,33 36 38 =0,19
TAK 76 50,67 29 47
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4.4. Analiza izolacji RNA oraz badan genu referencyjnego (GAPDH)

Pierwsza analizowang cecha jakosciowg 1 iloSciowa w zakresie badan genetycznych
byla izolacja materiatu genetycznego, a konkretnie izolacja RNA z tkanek guza oraz tkanki
zdrowej. Stwierdzono, ze wszystkie badane probki byty dobrej jakosci 1 udato si¢ wyizolowaé
RNA ze wszystkich probek. W tabeli ponizej przedstawiono wigkszg ilo§¢ RNA zmierzong za
pomoca spektrometru i analizy poréwnawcze pomigdzy iloscig wyizolowanego RNA w tkance
zdrowej oraz dwoéch grupach tkanek nowotworowych. Srednia ilos¢ RNA w tkance zdrowej
wynosita 810,94+606,34 ng/ml, natomiast w probkach pobranych z guza odpowiednio
903,69+632,67 ng/ml oraz 964,99+622,39 ng/ml. Jak przedstawita analiza porownawcza —
wykazano znaczgcg statystycznie r6znice w 1lo§¢ RNA pomiedzy tkanka zdrowa a iloscig RNA
w prébkach guza ogolnie oraz w probkach brzeznych guza (odpowiednio p=0,03 oraz p=0,03).
Jednakze, jak mozna zauwazy¢ obie probki z guza mialy o wiele wigkszg ilo§¢ RNA niz tkanki
zdrowe. Statystycznie 1lo§¢ RNA nie r6znita si¢ pomigdzy probkami guzanr 112 [Tabela 4.4.1

i4.4.2].

Tabela 4.4.1. Wyniki ilosci wyizolowanego RNA za pomocg zestawu Total RNA w calej

grupie badane;j.

7mienna Srednia | Mediana | Minimum | Maximum | SD

Ilo$¢ RNA TZ [ng/ml] 810,94 (707,90 6,370 2965,40 606,34
[los¢ RNA Probka GO [ng/ml] 934,34 800,60 12,30 3278,50 627,26
Ilos¢ RNA Probka G1 [ng/m] 903,69 (800,40 39,29 2555,60 632,67
[los¢ RNA Probka G2 [ng/ml] 964,99 (849,65 12,30 3278,50 622,39

TZ — tkanka zdrowa; GO — guz ogoélnie; G1 — guz cz¢é¢ centralna; G2 — guz czg¢$¢ brzezna
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Tabela 4.4.2. Porownanie iloSciowe otrzymanego RNA miedzy wszystkimi podgrupami w

calej populacji badanej.

Srednia | Srednia SD SD
Zmienna [ng/ml] Wartosé p
Grupa 1 | Grupa 2 | Grupa 1 |Grupa 2
[lo§¢ RNA TZ vs. Ilos¢ RNA GO 810,94 (934,34 606,34 (627,25 |=0,036
[1o$¢ RNA Z vs. [los¢ RNA G1 810,94 903,69 606,34 632,67 |=0,198
[1o$¢ RNA Z vs. Ilos¢ RNA G2 810,94 964,99 606,34 (622,39  [=0,032
[1os¢ RNA G1 vs. [1os¢ RNA G2 903,69 964,99 632,67 622,39 |=0,393

TZ — tkanka zdrowa; GO- guz ogolnie; G1 — guz czg¢é¢ centralna; G2 — guz czg¢$¢ brzezna

Wszystkie probki wlaczone do badania miaty pozytywny rezultat podczas elektroforezy

biatek dla genu GAPDH. Ponizej przedstawiono rycing obrazujaca wynik elektroforezy

produktéw genu GAPDH dla wybranych 24 pacjentéw [Rycina 4.4.1].

Rycina 4.4.1. Fotografia
referencyjnego GAPDH.
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4.5. Analiza ekspresji jakoSciowej genow pluripotencji

Najwigksza grupg analiz byla ocena ekspresji poszczegdlnych gendw oraz ich
powigzania z cechami demograficznymi, klinicznymi oraz patomorfologicznymi. W
wiekszosci przypadkoéw nie wykazano znaczacych rozni¢ statystycznych pomiedzy poziomem
jakosciowej ekspresji a plcig. Jednakze porownanie dla ekspresji SOX2 w tkance zdrowej
pomiedzy plciami okazato si¢ istotnie rozne. Wykazano, ze wigksza ekspresja SOX2 w tkance
zdrowej wystepuje u mezczyzn w porownaniu do kobiet (p=0,0168). Podstawowe dane takie
jak ocena jako$ciowa ekspresji genow 1 ich poréwnanie wzgledem plci zostaty przedstawione

w 4 tabelach [Tabele 4.5.1, 4.5.2,4.5.3, 4.5.4].
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D
—
.
-
—

(<) 10 11 12 13

Rycina 4.5.1. Fotografie przedstawiajace rozdzial elektroforetyczny DNA genéw
pluripotencji: A — NANOG; B — KLF4; C — OCT4; D — SOX2. Numer 1 — marker masy
DNA; Numery 2-12 — gen badany (wraz z kontrola pozytywng); Numer 13 — kontrola

negatywna.
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Tabela 4.5.1. Ocena ekspresji jakosciowej genu OCT4 wzgledem plci.

Ekspresja Cata Procent Kobiety Mezczyzni | Warto$¢ p
grupa [100%] [n=65] [n=85]
[n=150]
OCT4 Tkanka zdrowa
dodatnia 31 20,67% 15 16 =0,39
ujemna 119 79,33% 50 69
OCT4 Tkanka guza (ogdlnie)
dodatnia 130 86,67% 56 74 =0,66
ujemna 20 13,33% 9 11
OCT4 Tkanka guza — cz¢s$¢ centralna
dodatnia 105 70,00% 43 62 =0,27
ujemna 45 30,00% 22 23
OCT4 Tkanka guza — czg$¢ brzezna
dodatnia 70 46,67% 20 50 =0,88
ujemna 80 53,33% 45 35
Tabela 4.5.2. Ocena ekspresji jakosciowej genu SOX2 wzgledem plci.
Ekspresja Cata grupa | Procent Kobiety Mgzczyzni | Warto$¢ p
[n=150] [100%] [n=65] [n=85]
SOX2 Tkanka zdrowa
dodatnia 11 7,33% 2 9 =0,0168
ujemna 139 92,67% 63 76
SOX2 Tkanka guza (ogo6lnie)
dodatnia 139 92,67% 60 79 =0,88
ujemna 11 7,33% 5 6
SOX2 Tkanka guza — cze$¢ centralna
dodatnia 121 80,67% 52 69 =0,86
ujemna 29 19,33% 13 16
SOX2 Tkanka guza — cze$¢ brzezna
dodatnia 111 74,00% 45 66 =0,24
ujemna 39 26,00% 20 19
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Tabela 4.5.3. Ocena ekspresji jakosciowej genu KLLF4 wzgledem plci.

Ekspresja Cata grupa | Procent Kobiety Mgzczyzni | Warto$¢ p
[n=150] [100%] [n=65] [n=85]
KLF4 Tkanka zdrowa
dodatnia 115 76,67% 46 69 =0,08
ujemna 35 23,33% 19 16
KLF4 Tkanka guza (ogolnie)
dodatnia 88 58,67% 39 49 =0,63
ujemna 62 41,33% 26 36
KLF4 Tkanka guza — cz¢$¢ centralna
dodatnia 88 58,67% 39 49 =0,63
ujemna 62 41,33% 26 36
KLF4 Tkanka guza — cz¢$¢ brzezna
dodatnia 39 26,00% 21 18 =0,12
ujemna 111 74,00% 44 67
Tabela 4.5.4. Ocena ekspresji jakosciowej genu NANOG wzgledem plci.
Ekspresja Cata grupa | Procent Kobiety Mgzczyzni | Warto$¢ p
[n=150] [100%] [n=65] [n=85]
NANOG Tkanka zdrowa
dodatnia 18 12,00% 5 13 =0,15
ujemna 132 88,00% 60 72
NANOG Tkanka guza (ogdlnie)
dodatnia 130 86,67% 56 74 =0,67
ujemna 20 13,33% 9 11
NANOG Tkanka guza — cz¢$¢ centralna
dodatnia 111 74,00% 35 49 =0,51
ujemna 39 26,00% 3 36
NANOG Tkanka guza — cz¢$¢ brzezna
dodatnia 98 65,33% 43 55 =0,87
ujemna 52 34,67% 22 30
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4.6. Porownanie ekspresji genow pluripotencji z cechami klinicznymi i
patomorfologicznymi

Nastepnym zagadnieniem jest pordwnanie jakoSciowej ekspresji pomiedzy tkanka
zdrowa (TZ), tkanka guza ogdlnie oraz osobno w cze¢sci centralnej (G1) oraz brzeznej (G2).
Wykazano wiele istotnych roznic statystycznych szczegdlnie pomiedzy ekspresja w tkance
zdrowej oraz guza, ale takze pomigdzy tkanka w obrgbie samego guza [Tabela 4.6.1].

Tabela 4.6.1. Porownanie ekspresji jakoSciowej genow pomiedzy miejscami pobrania

tkanki w calej grupie badanej.

Poréwnanie Chi-2 Wartos¢ p
OCT4 TZ vs GO 126,13 <0,0001
OCT4 TZ vs G1 69,73 <0,0001
OCT4 TZ vs G2 45,00 <0,0001
OCT4 G1 vs G2 3,27 =0,047
SOX2 TZ vs GO 221,89 <0,0001
SOX2 TZ vs Gl 166,96 <0,0001
SOX2 TZ vs G2 141,29 <0,0001
SOX2 G1 vs G2 1,90 =0,16
KLF4 TZ vs GO 9,60 =0,0019
KLF4 TZ vs G1 65,45 =0,0031
KLF4 TZ vs G2 75,03 <0,0001
KLF4 G1 vs G2 69,12 <0,0001

NANOG TZ vs GO 164,35 <0,0001
NANOG TZ vs Gl 63,09 <0,0001
NANOG TZ vs G2 88,00 <0,0001
NANOG G1 vs G2 2,72 =0,09

TZ — tkanka zdrowa; GO — tkanka guza ogdlnie; G1 — tkanka guza cz¢$¢ centralna; G2 — tkanka guza czgs$é brzezna

W dalszej cze¢sci poszerzono analizy o ocene porownan pomiedzy ekspresja jakosciowa
a cechami klinicznymi oraz histopatologicznymi. Po przeanalizowaniu przeprowadzanych
testow statystycznych dowiedziono, ze nast¢pujace czynniki mogg mie¢ wptyw na obecnos¢
ekspresji genow pluripotencji w powyzszej grupie badane;:
- skala Astlera-Collera;

- skala Dukesa;
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- wielkos¢ guza (T);

- histopatologiczny rodzaj guza;

- obecnos$¢ angioinwazji,

- wielko$¢ guza.

Szczegdtowe wyniki zostaly zebrane w tabeli ponizej [Tabela 4.6.2.]. W osobnej tabeli

przedstawiono zaleznosci i1losciowe zwigzane z wielkos$cig guza [Tabela 4.6.3.].

Tabela 4.6.2. Szczegotowe wyniki porownan ekspresji genow pluripotencji i wybranych

cech Kklinicznych oraz histopatologicznych w calej grupie badanej (istotnych

statystycznie).
Poréwnanie Chi-2 Wartos¢ p
OCT4 GO do A-C 12,50 =0,0286
OCT4GOdo T 6,78 =0,0484
OCT4 GO do HIST-PAT 15,42 =0,0352
OCT4 G2 do A-C 11,77 =0,0381
SOX2 GO do DUKESA 10,60 =0,0141
SOX2 GO do A-C 10,47 =0,0427
SOX2 GO do HIST-PAT 17,85 =0,0013
KLF4 GO do A-C 16,88 =0,0047
KLF4 GO do Al 3,12 =0,0247
KLF4 G1 do A-C 17,12 =0,0126
KLF4 G1 do Al 2,42 =0,0413
NANOG GO do A-C 12,50 =0,0286
NANOG GO do T 8,25 =0,0375
NANOG GO do 14,88 =0,0179
HIST-PAT
NANOG G1 do HIST-PAT 9,79 =0,0441
NANOG G2 do A-C 24,92 =0,0001
NANOG G2 do Al 4,66 =0,0310
NANOG G2 do HIST-PAT 11,11 =0,0253

A-C — skala Astlera-Collera; T - guz pierwotny; HIST-PAT — rozpoznanie histopatologiczne; DUKES — skala Dukesa; Al — angioinwazja.
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Tabela 4.6.3. Roznice w ekspresji genow pluripotencji w zaleznoS$ci od wielkoS$ci guza

w calej grupie badanej.

Ekspresja pozytywna genu Z Wartosé p
w danej tkance

OCT4 GO -3,44 =0,00056

OCT4 G2 -2,21 =0,026

SOX GO -3,21 =0,0018

KLF4 GO -2,72 =0,0063

KLF4 G1 -2,72 =0,0063
NANOG TZ -3,37 =0,00073
NANOG GO -3,44 =0,00057

NANOG G2 -2,02 =0,043

TZ — tkanka zdrowa; GO — tkanka guza ogdlnie; G1 — tkanka guza cz¢$¢ centralna; G2 — tkanka guza czgs$é brzezna

Zbadano takze zaleznoS$ci statystyczne w przypadku podziatu catej grupy badanej na
prawo- badz lewostronng lokalizacje nowotworu (opis podziatu w rozdziale 3.1). Zaréwno w
catej grupie jak 1 wzgledem ptci czesciej guz pierwotny lokalizowano lewostronnie. Jednakze
pomigdzy ptciami rdznice nie osiggnely istotnosci statystycznej [Tabela 4.6.4.]. Nie wykazano
takze znaczacych roznic porownujac jakosciowa ekspresje wszystkich genow pluripotencji, we
wszystkich grupach tzn. tkance zdrowej, tkance guza w czeéci brzeznej oraz centralnej, a
lokalizacja prawo- lub lewostronng nowotworu. Stwierdzono istotne réznice wzgledem skali
TNM (p=0,037), stopnia zlosliwosci G (p=0,0017) oraz angioinwazji (p=0,045). Trzy
powyzsze cechy miaty wyniki znamiennie wyzsze w przypadku guzoéw lewej potowy okreznicy

(Grupa L).
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Tabela 4.6.4. Podzial guzow ze wzgledu na lokalizacje i kategorig wiekowgq.

Lokalizacja Cata grupa Kobiety Megzczyzni Wartos¢ p
HOWOtWORL [n=150] [n=65] [n=85]
Grupa P [n=] 31 17 14 =0,14
Grupa L [n=] 119 48 71
Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3
(do59r.z.) | (60-74r1.2.) (od 751.z.)
[n=32] [n=81] [n=37]
Grupa P [n=] 5 16 10 =0,62
Grupa L [n=] 27 65 27
Pierwotna Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3
lokalizacja (do59r.z.) | (60-74r1.2.) (od 751.z.)
[n=32] [n=81] [n=37]
Katnica [n=] 0 7 4 =0,12
Wstepnica 2 5 6
[n=]
Poprzecznica 3 3 0
[n=]
Zstepnica [n=] 1 3 0
Esica [n=] 10 19 6
Zagigcie 5 9 6
esiczo-
odbytnicze
[n=]
Odbytnica[n=] 11 35 15
Grupa 1 — lokalizacja prawostronna; Grupa II — lokalizacja lewostronna
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W kolejnych analizach majacych na celu zbadanie r6znic w ekspresji genéow wzgledem
ustalonych podgrup wiekowych nie wykazano istotnych roznic statystycznych. Wyniki te
obrazuje tabela ponizej [Tabela 4.6.5.]. Nie wykazano istotnych réznic przy poréwnaniu
podgrup wiekowych 1 lokalizacji nowotworu. Jednakze, wykazano rdznice istotne statystycznie
pomigdzy podgrupami wiekowymi a: skalg TNM (p=0,037), obecnoscig przerzutow odlegtych
M (p=0,03) oraz neuroinwazjg (p=0,047).

Tabela 4.6.5. Ekspresja genow pluripotencji w poszczegolnych genach oraz w zaleznoSci

od miejsca wyizolowania materialu genetycznego w calej grupie badane;j.

Ekspresja Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Wartosé p
pozytywna genu w (do 591.z.) (60-74 1.2.) (od 751.z.)
danej tkance [n=32] [n=81] [n=37]
OCT4 TZ [n=] 7 17 8 =0,99
OCT4 GO [n=] 29 69 31 =0,66
OCT4 Gl[n=] 24 57 23 =0,49
OCT4 G2 [n=] 12 34 15 =0,90
SOX2 TZ [n=] 3 6 1 =0,45
SOX2 GO [n=] 31 73 35 =0,37
SOX2 G1 [n=] 26 64 31 =0,82
SOX2 G2 [n=] 24 63 24 =0,34
KLF4 TZ [n=] 22 60 32 =0,16
KLF4 GO [n=] 20 44 25 =0,36
KLF4 G1 [n=] 20 44 25 =0,36
KLF4 G2 [n=] 9 18 12 =0,48
NANOG TZ [n=] 3 13 2 =0,19
NANOG GO [n=] 29 69 31 =0,66
NANOG Gl [n=] 16 33 18 =0,57
NANOG G2 [n=] 22 50 25 =0,71

TZ — tkanka zdrowa; GO — tkanka guza ogdlnie; G1 — tkanka guza cz¢$¢ centralna; G2 — tkanka guza czgs$é brzezna
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4.7. Analiza subpopulacji ze wzgledu na koekspresj¢ genow pluripotencji
oraz wspolzaleznosci do parametrow klinicznych i patomorfologicznych.

Ostatnim etapem byto wyznaczenie subpopulacji pacjentow wzgledem koekspresji

kilku genoéw pluripotencji u jednego pacjenta.

W zakresie wspotwystepowania gendw pluripotencji w skumulowanej tkance guza
mozna wyrdzni¢ dwie dominujgce subpopulacje: OCT47/SOX2*/KLF4/NANOG" (91
pacjentow) oraz OCT47/SOX2"/KLF4/NANOG" (38 pacjentow). Dodatkowo poréwnano
zalezno$¢ koekspresji u poszczegolnej pacjentow do cech klinicznych, patomorfologicznych i
epidemiologicznych. Brak ekspresji oznaczono 0, a ekspresje wszystkich 4 gendéw — oznaczono
liczba 4. Dowiedziono, ze obecnos¢ koekspresji gendw moze korelowac z:

- stopniem TNM (p=0,035);

- skalg Dukesa (p=0,045);

- skalg Astlera-Collera (p=0,0069);

- typem rozpoznania histopatologicznego (p=0,0094);

- obecnos$¢ angioinwazji (p=0,0087).

Podobne zaleznosci zbadano, szczegdtowo w podgrupie G1 1 G2 oraz w tkance zdrowej
(TZ). Natomiast, w podgrupie Gl, czyli w tkance guza pobranej z czes$ci centralnej
wyodrebniono subpopulacje (oprocz subpopulacji OCT47/SOX2*/KLF4*/NANOG*- 53
pacjentéw): liczacg 31 pacjentow OCT4/SOX2"/KLF4"/NANOG  oraz OCT4"/SOX2*/KLF4
/NANOG™" (40 pacjentow). Wykonano nastepujace zalezno$ci od koekspresji gendow:
- klasyfikacja TNM (p=0,00378);
- klasyfikacja Astlera-Collera (p=0,00897);
- klasyfikacja Dukesa (p=0,0357);
- obecnos$¢ przerzutow do narzadow odleglych (p=0,0043).

W dalszej kolejnosci, w podgrupie G2, czyli w tkance guza pobranej z czgsci centralne;j
wyodrebniono subpopulacje: znacznie dominujacg - OCT47/SOX2"/KLF4/NANOG" (50
pacjentow) oraz dwie mniejsze OCT47/SOX2"/KLF4/NANOG" (45 pacjentow) i
OCT4"/SOX2*/KLF4"/NANOG" (14 pacjentow). Duzg czg$¢ grupy stanowili pacjenci z
ekspresja tylko jednego z gendw — najczesciej SOX2, ale takze NANOG.
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Wykonano takze nastepujace korelacje skumulowanej ekspresji gendw:
- klasyfikacja Astlera-Collera (p=0,0065);
- klasyfikacja Dukesa (p=0,0465);
- pierwotng lokalizacja nowotworu (0,0495);
- rozpoznaniem histopatologicznym (0,0076);
- stopnie zréznicowania nowotworu (0,0086);

- wielkos$cig guza (0,00126).

W podgrupie TZ, czyli w tkance guza pobranej z czgsci centralnej wyodrgbniono jedna
znaczacg subpopulacje: OCT47/SOX2/KLF4/NANOG™ (30 pacjentow), natomiast
zdecydowanie najwiecej pacjentow posiadato jedynie jedng dodatnig ekspresje (80 pacjentow)
albo brak ekspresji (27 pacjentow). W przypadku pojedynczej ekspresji najczgsciej w tkance
zdrowej znajdowano ekspresje KLF4. W TZ nie znaleziono ani jednej roéwnoczesnej
koekspresji wszystkich gendw badanych. W przypadku podgrupy TZ, dowiedziono ze, jedynie

palenie papierosow korelowato z koekspresja genow (p=0,0204).

Kolejng analiz¢ porownujaca skumulowang ilo$¢ ekspresji genow pluripotencii,
przeprowadzono w pordwnaniu z rodzajem tkanki pobranej do badania. Stwierdzono
jednoznacznie znaczacg statystycznie rdéznicg pomiedzy ekspresja gendw, a miejscem pobrania
tkanki do badania. Najwigksze roznice stwierdzono, pomig¢dzy tkanka zdrowa (TZ), a
skumulowang ekspresjg w tkance guza (GO) oraz pomigdzy grupa TZ a odpowiednio grupa G1
1 G2. Dodatkowo, obliczono podobne réznice pomigdzy grupg GO a G1 oraz GO a G2. Nie
bylo rdznic statystycznych pomiedzy grupami G1 a G2. Wyniki przedstawiono odpowiednio w

tabeli oraz za pomocg wykresu [Tabela 4.7.1 oraz Wykres 4.7.1].
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Tabela 4.7.1. Roznice liczby ekspresji genow pluripotencji w poszczegolnych tkankach w

calej grupie badane;j.

Liczba ekspresji GO Gl G2 TZ
genow pluripotencji
[0-4]
GO 1,00 0,000046 0,000000 0,000000
Gl 0,000046 1,00 0,167907 0,000000
G2 0,000000 0,167907 1,00 0,000000
TZ 0,000000 0,000000 0,000000 1,00

Ilos¢ dodatniej ekspresji genow
m]
m]

Srednia

1 N N N N o
GO G1 G2 TZ . .
|:| Srednia=Odch.std

Rodzaj pobranej tkanki I Srednia£1,96*Odch.std

Rycina 4.7.1. Porownanie liczby ekspresji genow w zaleznoSci od rodzaju miejsca

pobranej tkanki w calej grupie badane;j.
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5. DYSKUSJA

5.1 Omowienie danych demograficznych, klinicznych i histopatologicznych

Na Swiecie, co roku odnotowuje si¢ okoto 1,85 miliona nowych przypadkéw, co
stanowi ponad 10% wszystkich zlosliwych nowotwordw. Stwierdza si¢ takze, ze mezczyzni
majg zwigkszone ryzyko zachorowania jak i tez Smiertelnosci w poréwnaniu do kobiet o okoto
50% (100).

W niniejszej pracy, najwigksza grupe stanowili chorzy po 60 roku zycia. Jednakze,
znaleziono rdznice istotne statystycznie pomiedzy stworzonymi podgrupami wiekowymi a:
skala TNM (p=0,037) obecnoscig przerzutow odlegtych M (p=0,03) oraz obecnoscig
neuroinwazji (p=0,047). W naszej grupie badanej przewazali me¢zczyzni 1 stanowili ponad 56%
calej grupy badane;.

Znanymi czynnikami ryzyka sg: palenie tytoniu, zwigkszone spozycie alkoholu czy
nadwaga/otytos$¢ (100). Do regularnego palenia tytoniu lub wyroboéw tytoniowych (takze e-
papieroséw) przyznato si¢ 48% badanych (72 chorych). Fakt ten nie miat, jednakze w analizach
statystycznych wptywu na czestos¢ ekspresji badanych gendw pluripotencji. Jednakze, mozna
zauwazy¢ tendencje, ze w grupie z dodatnig ekspresja OCT4, SOX2, NANOG byto wigcej
pacjentow palacych wyroby tytoniowe, aczkolwiek nie byly to powigzania istotne
statystycznie. Jedynie wykazano, Zze znaczaco czgsciej do palenia papierosow przyznaty si¢
osoby pomigdzy 60 a 74 rokiem zycia w porownaniu do pozostatych kategorii wiekowych. Nie
wykazano w obecnej pracy roznic ekspresji gendw pluripotencji pomiedzy w obrebie pici.

Do regularnego naduzywania alkoholu przyznato si¢ 48 z 150 pacjentdéw, co nie niosto
znamiennosci statystycznej. Nie wykazano, takze zwigzku pomi¢dzy naduzywaniem alkoholu
a ekspresjg badanych gendéw. Przyczyna tego stanu moze by¢ ukrywanie lub bagatelizowanie
ewentualnych probleméw ze spozyciem alkoholu u chorych (101).

Grupa badana pod wzgledem BMI klasyfikowata si¢ jako grupa z nadwaga, poniewaz
$rednia warto$¢ BMI wynosita 27,50 kg/m?. Mezczyzni i kobiety nie roznili sie istotnie
statystycznie pod wzgledem wartosci BMI, co stanowi o jednorodnosci grupy pod tym
wzgledem (p=0,58). Mezczyzni majg jednak wigksze wartoSci w zakresie Srednich warto$ci
masy ciala oraz wzrostu.

W  badaniu histopatologicznym ponad 90% pacjentow stanowilty rozpoznania
gruczolakoraka. Najwieksza podgrupe wsrod gruczolakorakow stanowity raki cewkowe (ponad

80%) 1 gruczolakoraki cewkowo-§luzéwkowe (12%). Jedynie 3,33% grupe badang stanowily
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inne rodzaje nowotworow jelita grubego. Nie wykazano rdznic statystycznych pomigdzy
ptciami, jezeli chodzi o rodzaj rozpoznania histopatologicznego (p=0,94).

Duza wartos¢ powyzszej pracy stanowila analiza innych parametréw badania
histopatologicznego. W obecnej pracy, $rednia wielko$¢ guza wynosita 36,32 cm?. Do tego
parametr ten porownywano w dalszej kolejnos$ci z ekspresja 1 koekspresja genow 1 wszystkimi
innymi cechami klinicznymi patomorfologicznymi. Parametry te nie roznily si¢ w obrebie pfci,
ale takze w badanych grupach wiekowych czy w zalezno$ci od wartosci BMI.

Natomiast, u 109 pacjentow wykazano obecnos¢ (73%) angioinwazji a az u 127 (blisko
85%) obecnos¢ neuroinwazji. W dotychczasowych publikacjach, parametry te byty rzadko
przedmiotem badan. Jednakze Nasze nowatorskie analizy wykazaty zalezno$¢ tych parametrow
(zwlaszcza angioinwazji) od ekspresji genow badanych. Nie byto za to znamiennych réznic w
zaleznosci od plci, wieku czy BMI.

W zakresie stopnia zroéznicowania nowotworu 87 przypadkow (58% calej grupy)
stanowili pacjenci w stopniu 2, a o prawie potowe mniej byto pacjentow w stopniu 1 (43
pacjentow). Czynnik ten réwniez nie byt zalezny od pici, wieku czy BMI, jednakze korelowat
z koekspresja gendw w tkance brzeznej guza [Grupa G2] (p=0,0086).

W przypadku przerzutowania do lokalnych weztéw chtonnych, dochodzito srednio do
zajecia prawie 2,5 weztow chionnych (brak réznic w zaleznos$ci od pici, wieku 1 BMI). U 13
pacjentow (8,6% grupy badanej) rownoczesnie z pierwotnym CRC wykryto przerzuty do
watroby, u 7 rozsiang chorob¢ nowotworow3a a u 3 przerzuty do innych narzagdow odlegtych (w
tym odlegtych weztow chtonnych).

Prawie wszyscy pacjenci z rakiem odbytnicy przeszli neoadiuwantowg radioterapie¢ (57
z 61 chorych (93,44%). Wpisuje si¢ to w standardowe, przyjete przez wszystkie Towarzystwa
Onkologiczne 1 Chirurgiczne postepowanie w tym typie nowotworu. Natomiast, wedlug analiz
nieznacznie ponad potowa pacjentéw (50,33%, 76/150) wymagata adiuwantowej chemioterapii
(w kilku przypadkach chemioradioterapii). Z danych, ktére udalo si¢ uzyskaé wigkszos¢

pacjentow przyjmowata chemioterapi¢ w schemacie FOLFIRI (rzadziej FOLFOX).
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5.2. Analiza ekspresji genow pluripotencji i ich implikacja kliniczna

5.2.1 SOX2

Rodzina genéw SOX sktada si¢ obecnie z ponad 20 cztonkéw (podzielonych na 8
podgrup — od SOXA do SOXH), ktorzy posredniczg w wigzaniu DNA przez domen¢ HMG i1
pelnia funkcje regulacyjne w zakresie rozwoju 1 r6znicowaniu komorkowym. Jak juz wiadomo
ten czynnik transkrypcyjny przyczynia si¢ w réznych mechanizmach do przeprogramowania
zréznicowanych ludzkich komoérek somatycznych do stanu pluripotencji (102). Nadekspresja
genow SOX2, SOX4, SOX5, SOX8, SOX9 1 SOX18 zostata wykryta w rdéznych typach
nowotworow. Potwierdzono, zwigzane z tym zte rokowanie. Co ciekawe, w literaturze nie
znaleziono wielu zwigzkéw migdzy SOX7, a CRC — cho¢ w ostatnich latach nowe doniesienia
na ten temat si¢ pojawiaja. Podczas gdy wyzej wspomniani cztonkowie rodziny SOX w
przewazajacej mierze sprzyjaja rozwojowi 1 ekspansji nowotworow, SOX7 ma aktywnos¢
supresyjng guzéw w CRC (103). Innymi wyjatkami jest nadekspresja SOX11 1 SOX30, ktora
wydaje si¢ by¢ korzystna w niektorych typach rakow u ludzi. SOX2, SOX4, SOXS5 1 inni
cztonkowie SOX biorg udziat w tumorogenezie, np. ekspresja SOX?2 jest wyraznie zwigkszona
w komorkach, ktore wykazujg znaczng odpornos$¢ na chemioterapi¢. Podgrupa SOXF (SOX7,
SOX17, SOX18) odgrywa wazng rol¢ w angiogenezie 1 limfangiogenezie, przy czym wydaja
si¢ one by¢ atrakcyjnym celem dla terapii celowanej, a w szczegdlnosci leczenia przerzutow
(56, 104). Niektorzy z autoréw dowiedli, ze SOX4 kontroluje rozwdj CRC poprzez biatko Cyr-
61, ktore bierze udzial w adhezji komorek (105). Natomiast SOX10 ma dziatanie hamujace
rozwo6j guza i nastepuje jego dezaktywacja, gdy dochodzi do rozwoju CRC (106). Podobna
sytuacja wystepuje w przypadku SOX17, kiedy obnizenie poziomu ekspresji tego czynnika
przyczynia si¢ do postepu rozwoju CRC (107). Hamowanie przerzutowania CRC wigze si¢
rowniez z podwyzszeniem ekspresji SOX17 1 E-kadheryny (genu CDH-1), podczas ktorego ich
promotory sg hipometylowane (108). Z drugiej strony inni autorzy dowodza, ze hipermetylacja
promotora SOX17 prowadzi do wyciszenia tego genu, co utatwia rozwoju CRC (109). Mozna
wywnioskowa¢ wiec, ze badania sg sprzeczne w wielu z tych kluczowych dla rozwoju CRC
sytuacjach.

W wigkszosci z rodzajow nowotworow przewodu pokarmowego wykryto réznego
rodzaju deregulacje w zakresie ekspresji SOX. W zaleznosci od indywidualnej sytuacji
deregulacja ta moze oznaczaé, ze wystepuje nadekspresja lub wyciszanie ekspresji mRNA i

produkcji biatek jednego z cztonka SOX. Dla przyktadu, jesli chodzi o rolg SOX2 w raku
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zotadka, obecne wyniki badan sg niespdjne. Istniejg badania sugerujace, ze SOX2 promuje
rozw0j raka zoladka, poniewaz dowiedziono, ze hamuje oraz ogranicza proliferacj¢ 1 migracje
komorek, ale zwigksza apoptoze (110). Z drugiej strony, inne badania wskazujg na mozliwos¢,
ze SOX2 moze si¢ przyczynia¢ do hamowania rozwoju raka zotadka (111). Znaczace roznice
w tych badaniach mozna wyjasni¢ w nastepujacy sposob: promotory réoznych gendw moga by¢
celem w roznych sytuacjach (112). Uznaje si¢, ze SOX2 bierze udziat w utrzymywaniu
trzustkowych komorek macierzystych. Jego nadekspresja jest rowniez dowiedzionym
markerem raka trzustki (113). In vivo przyrost komorek inicjujacych nowotwor trzustki
wymaga synergistycznej aktywacji przez SOX2 1 SOX9 (114). CRC z wysoka ekspresjag SOX9
byly zwigzane z statystycznie istotnym nizszym 5-letnim wspotczynnikiem przezycia (115).
Rola SOX2 w CRC stanowi przedmiot intensywnych badan. Ponadto SOX2 to
najczesciej opisywany przedstawiciel rodziny SOX w badaniach nad CRC. Wraz z czynnikami
transkrypcyjnymi OCT3/4 1 KLF4, SOX2 jest zdolny do transdukcji komorek raka jelita
grubego do komoérek macierzystych raka jelita grubego (116). Okazuje si¢ takze, ze wysokie
poziomy ekspresji SOX2 prowadzg do lekoopornosci (58). Nadekspresja SOX2 prowadzi do
intensywnego promowania komorek pnia CRC 1 ponadto odgrywa wazng role w
przerzutowaniu do narzagdow odlegtych (117, 118). Jesli jego translacja jest hamowana przez
odpowiednie mikroRNA (ang. microRNA, miRNA), takie jak miRNA-203 1 miRNA-126,
rakotworczos¢ poszczegdlnych guzéw jest statystycznie zmniejszona (119, 120). Istniejg
jednak inne doniesienia, ktore wskazuja, ze miRNA-429 hamuje apoptoze przez obnizony

poziom SOX2 (121).

W calej sieci pluripotencji SOX2 oraz OCT4 tworza zespdl 1 jako czynniki
transkrypcyjne, maja znaczny wptyw na niekorzystne implikacje prognostyczne w raku jelita
grubego (41). Na podstawie jednej z linii komdrkowych raka jelita grubego - CaCo2, pokazano,
ze funkcja transkrypcyjna SOX2 prowadzi do ujemnej ekspresji E-kadheryny i Snail oraz w
przeciwienstwie do OCT4, takze do zmniejszenia ekspresji wimentyny (122). Autorzy
powyzszych odkry¢ wykazali takze, ze u chorych na CRC ekspresja SOX2 jest odwrotnie
skorelowana z ekspresja CDX2 — czyli czynnika transkrypcyjnego odpowiedzialnego m.in. za
roznicowanie jelitowe (122). Zmniejszenie poziomu ekspresji CDX2 obserwuje si¢ u okoto 5%

pacjentow z CRC 1 wigze si¢ z niekorzystnym rokowaniem (123).

Zwiekszenie poziomu ekspresji SOX2 obserwuje si¢ czesciej w CRC z obecnoscia

mutacji kinazy protoonkogennej BRAF (ang. Type B Rapid Accelerated Fibrosarcoma) V600E
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w pordéwnaniu z pacjentami z mutacjg BRAF typu dzikiego. Jednakze, nadekspresja SOX2 nie
jest obserwowana w przypadkach mutantéw K-Ras GI2V (124). Dane te dowodza, ze
aktywacja sygnalizacji kinazy BRAF przynajmniej w niektorych przypadkach prowadzi do
zjawiska pluripotencji i moze doprowadza¢ do nieprawidtowej aktywacji K-Ras. SOX2 jest w
stanie indukowa¢ wyciszenie linii komorkowych CRC, poprzez zakldcanie funkcji szlaku
sygnalizacyjnego Akt/mTOR/pS6/CyklinaD, ktéry to szlak jest aktywowany przez biatko K-
Ras (125). Zatem mutacja prowadzaca do nadmiernej aktywacji biatka K-Ras moze utrudnia¢
wyciszanie przez SOX2 linii komorkowych CRC, co moze by¢ z kolei wazne dla tworzenia

komorek macierzystych.

Jedno z badan klinicznych wykazato, ze podwyzszona ekspresja biatka SOX2 istotnie
koreluje z obecno$cig przerzutow do weztow chionnych (p = 0,000) 1 przerzutow odlegtych
(p=0,022). Natomiast, jadrowa ekspresja B-kateniny korelowata istotnie tylko z przerzutami
odlegtymi (p=0,001). Mniej niz 10% pacjentéw wykazywato koekspresje wysokich poziomow
B-kateniny 1 SOX2. W przypadku, gdy nastepowata koekspresja tych markerow, wigzato si¢ to
z bardzo wysokim ryzykiem przerzutow do weztéw chtonnych (p=0,007) i przerzutow

odlegtych (p=0,028) (58).

W pracy tej wykazano istotnie wyzsza ekspresje SOX2 w tkance guza niz w tkance
zdrowej (p=0,0168). Dalsza ocena poziomu ekspresji wykazata, ze znacznie wigkszy poziom
ekspresji jakosciowej wystepuje w tkankach guza (jako oznaczenie skumulowane [GO] oraz
osobno w czesci centralnej [G1] 1 brzeznej guza [G2]) niz w tkance zdrowej. Natomiast wydaje
si¢ (przynajmniej statystycznie), ze poziom ekspresji SOX2 w CRC nie rozni si¢ istotnie pod
wzgledem miejsca pobrania probki guza (p=0,16). W naszych analizach wykazaliSmy takze
zalezno$¢ obecnosci ekspresji SOX2 z wysokim stopniem zaawansowania choroby (wg TNM,
ale takze skalg Dukesa czy Astlera-Collera) oraz rodzajem rozpoznania histopatologicznego
czy angioinwazj3. Takze wielko§¢ guza ma znaczenie 1 tak im wigkszy guz tym czgstsza
ekspresja (p=0,0018). Brak, jednakze znalezionych powigzan pomig¢dzy takimi cechami
klinicznymi jak wiek, pierwotna lokalizacja nowotworu (w dwoch przeprowadzonych

metodach) oraz BMI.
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5.2.2 OCT4

Z dotychczasowych badan wynika, ze gen OCT4 jest niezbedny do ustalenia i
utrzymania pluripotencji w komorkach. Jest to takze marker kliniczny o udowodnionym
znaczeniu w diagnozowaniu guzéw zarodkowych 1 zwigzany z kilkoma szlakami
odpowiedzialnym za rozwoj CRC, w tym z sygnalizacjg B-kateniny 1 mutacji K-Ras (41).
Ekspresja OCT4 w komodrkach CRC prowadzi do zwigkszonej ekspresji B-kateniny w jadrze
komoérkowym, gdzie dziata jako czynnik transkrypcyjny powodujacy niskie zrdznicowanie, a
takze indukcj¢ wimentyny, czyli markera EMT. Z drugiej strony, obnizenie aktywnosci OCT4
spowodowato zmniejszenie migracji in vitro komorek CRC i1 zmniejszenie $redniej iloSci
przerzutow in vivo u myszy z przeszczepem ksenogenicznym (126). Ponadto inne linie
komoérek CRC hodowane w warunkach promujgcych oporno$¢ na chemioterapie zwigkszaja
poziom OCT4 zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka, a takze zwigkszaja poziom markerow

powierzchniowych komorek macierzystych - CD133 1 CD44 (127).

Saigusa 1 wsp. wykazali, ze ekspresja OCT4 jest skorelowana z odleglym nawrotem
raka odbytnicy po chemioterapii (97). Natomiast greccy autorzy, stwierdzili, ze poziom
ekspresji OCT4 (a konkretniej izoformy OCT4B1) w tkankach CRC byly wyzsze w
poréwnaniu z sgsiadujgcymi tkankami nienowotworowymi. Pacjenci w IV stadium wg TNM
wykazywali okoto 5-krotnie wyzsze poziomy mRNA OCT4BI1 niz pacjenci ze stadium [ wg
TNM (p <0,01) lub 3-krotnie wigcej niz pacjenci ze stadium II wg TNM (p<0,05). Dodatkowo
wyzsza ekspresja mRNA OCT4B1 jest znaczaco skorelowana ze stopniem zrdéznicowania
guzow. Stabo 1 umiarkowanie zréznicowane CRC wyrazaty wyzsze poziomy mRNA OCT4B1
niz dobrze zr6znicowane CRC (p <0,05). Jednak ekspresja mRNA OCT4BI1 nie byta powigzana
z zadnymi innymi czynnikami: takimi jak wiek pacjenta, pte¢, wielkos¢ guza lub obecnos¢

przerzutéw do weztow chionnych (98).

Jako biomarker CSC u pacjentow z CRC, OCT4 jest zwigzany z gorszym rokowaniem,
bardziej agresywnym przebiegiem choroby, krotszym ogélnym przezyciem i
chemioopornoscig CRC (126, 128). OCT4 jest zaangazowany w utrzymanie rozwoju komorek
macierzystych, hamowanie réznicowania komorek macierzystych, promowanie proliferacji
komorkowej oraz nowotworzenia, gtownie poprzez szlak sygnatowy JAK-STAT 1 szlak

sygnatowy Wnt (49).
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Natomiast dane Autora wykazaly, ze az 130 pacjentéw (80%) prezentowato dodatnig
ekspresjc OCT4 w tkance guza sumujac tkanke brzezng i centralng. Jednakze istotnie
statystycznie czestsza ekspresja wystepowata w tkance centralnej niz brzeznej (p<0,042). Z

kolei w tkance zdrowej znaczaco wigcej bylo ekspresji ujemnej (31 vs 119, p<0,0001).

Ostatnie badania wykazaly, Zze wysoki poziom ekspresji OCT4 byl zwigzany ze
gorszymi wynikami leczenia CRC w obrebie prawej polowy okreznicy (ang. Right Colon
Cancer, RCC), ale autorzy tego badania oceniali takze ekspresj¢ OCT4 w rakach lewej potowy
okreznicy (ang. Left Colon Cancer, LCC). Mediana okresu przezycia w grupach OCT4-
ujemnych i OCT4-dodatnich wyniosta odpowiednio, 68,11 i 48,92 miesigcy. Wskaznik 5-
letnich przezy¢ w grupach OCT4-ujemnej i OCT4-dodatniej wyniosty odpowiednio, 56,9%
oraz 37,5% (p<0,0001). W grupach pacjentdw z nawrotem choroby nowotworowej mediana
okresow przezycia w grupach OCT4-ujemnych i OCT4-dodatnich wynosita odpowiednio,
56,67 147,00 miesiecy. Ponadto wsrod tej samej grupy pacjentow wskaznik S-letnich przezy¢
w grupach OCT4-ujemnych 1 OCT4-dodatnich wynosit odpowiednio, 56,9% oraz 37,5%
(p=0,01) (129).

Wang 1 wsp. przeprowadzili analize, gdzie porownywali obecno$¢ 1 poziom ekspresji
genow pluripotencji pomigdzy RCC a LCC. Chociaz nie wykazali zadnej réznicy w ekspresji
OCT4 miedzy LCC 1 RCC, stwierdzili, ze poziomy mRNA i biatka OCT4 w tkankach 1
komorkach CRC byty znaczaco podwyzszone w poroOwnaniu z odpowiednimi poziomami w
tkance zdrowej 1 linii komorkowej nabtonka okreznicy. W kolejnych wnioskach wykazano, ze
wysoki poziom ekspresji OCT4 byl zwigzany z gorszym poziomem zrdznicowania
nowotworow zarowno w LCC 1 korelowal z wyzszym stopniem w skali Dukesa. W dalszej
kolejnosci wyzszy poziom ekspresji OCT4 skorelowany byt z nizszym zrdéznicowaniem
nowotworow, inwazja do uktadu limfatycznego oraz wyzszym stopniem w skali Dukesa w
RCC. Korelacja z przerzutowaniem do uktadu limfatycznego dotyczyta tylko RCC. W analizie
Kaplana-Meiera powyzej omawiane badanie wykazato, ze 5-letni wskaznik przezycia dla LCC
byl znacznie wyzszy statystycznie niz dla RCC (130). Podobne wyniki znaleziono we

wczesniejszych badaniach, w tym w jednej przeprowadzonej metaanalizie (131).

W niniejszej pracy stwierdzono, przy takim samym podziale lokalizacyjnym jak autorzy
powyzej, réznice istotne statystycznie w zakresie skali TNM (p=0,037), stopnia ztosliwosci G
(p=0,0017) oraz angioinwazji (p=0,045). Trzy powyzsze cechy miaty wyniki znamiennie

wyzsze w przypadku guzow lewej potowy okreznicy (Grupa L). Jednakze nie znaleziono
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jednoznacznych roznic w ekspresji gendw (takze OCT4) pomigdzy grupa prawej 1 lewej

okreznicy.

Z drugiej strony, Hu 1 wsp., nie znalezli zadnej korelacji migdzy ekspresja OCT4 a
badanymi czynnikami klinicznymi 1 patomorfologicznymi w tym: wiekiem, ptcig, rozmiarem
guza, stopniem przerzutowania do wezta nowotworowego (cecha N), zrdéznicowaniem
nowotworu (cecha G), inwazjg do naczyn limfatycznych i ksztaltem guza. Jedynym wnioskiem

byl znaczacy wzrost nawrotow u pacjentow z RCC oraz podwyzszong ekspresjg OCT4 (129).

Natomiast w niniejszej, autorzy powyzszej dysertacji doktorskiej wykazono istotng
roznice w jakos$ciowej ekspresji OCT4, a nastepujacymi cechami klinicznymi: skali TNM,
Astlera-Collera,  zaawansowania  guza  pierwotnego  (cecha T), rozpoznania
histopatologicznego. Takze ekspresja byta zalezna od wielkosci guza. Natomiast nie

stwierdzono r6zni¢ wzgledem wieku, jezeli chodzi o pierwotng lokalizacje guza czy BMI.

Ciekawym zagadnieniem wydaje si¢ takze wptyw chemioterapii na obecnos¢ i poziom
ekspresji gendw pluripotencji. Padin-Iruega 1 wsp. poréwnywali poziom ekspresji w krwi
obwodowej oraz tkance guza 1 w rdéznych sytuacjach klinicznych oraz w zaleznosci od
zaawansowania cyklu chemioterapii 1 odpowiedzi na leczenie. Najpierw poréwnano pacjentow
przed rozpoczeciem chemioterapii z grupg kontrolg (zdrowymi pacjentami). Wykazano
znaczace roznice w ekspresji CD133, SOX2, OCT4 1 TWIST1 (odpowiednio: p=0,0002;
p=0,0182; p=0,0217; p=0,0031). Natomiast, kiedy przeanalizowano poziomy tych samych
markerow u pacjentdw po podaniu pierwszego cyklu chemioterapii 1 przed podaniem drugiego,
uzyskane wyniki byly podobne. Istnialy znaczace rdéznice w poziomach ekspresji tych samych
markerow: CD133 (p = 0,008), SOX2 (p = 0,036), OCT4 (p = 0,04) i TWIST1 (p = 0,0002).
Co wazne u pacjenta z progresjg guza stwierdzono rdznice w poziomach wszystkich badanych
markeréw. Roznice byly znaczace takze pomiedzy grupami z ,,dobrg” i ,,z13” odpowiedzig na
leczenie a grupa kontrolng. Ostatecznie porownano pacjentOw po czwartym (ostatnim) cyklu
chemioterapii oraz z progresja guza lub bez progresji; ekspresja wszystkich powyzszych
markeréw wykazata znaczace roznice (jednakze, co warte podkreslenia, z wyjatkiem SOX2)

(128).
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5.2.3. KLF4

Znaczenie KLF4 jako czynnika odpowiedzialnego za pluripotencj¢ pojawito si¢ po raz
pierwszy w 2006 roku, na tamach pracy Takahashi 1 Yamanaki, gdzie po raz pierwszy autorzy
ci wykazali, (w specyficznych warunkach hodowlanych) ze embrionalne oraz dojrzate mysie
fibroblasty posiadaja nadekspresj¢ pluripotencjalnych komorek macierzystych poprzez
nadekspresje czterech specyficznych czynnikow: OCT3/4, SOX2, c-MYC i KLF4 (132).

KLF4 zostat co wazne po raz pierwszy wykryty w jelitach (83). Dlatego jego rola w
CRC wydaje si¢ kluczowa. Dalsze badania nad tkanka jelitowa zlokalizowaly ekspresje KLF4
w post-mitotycznych, ostatecznie zroznicowanych kolumnowych komorkach nabtonkowych
jelit (133, 134, 135). W nablonku jelitowym KLF4 odgrywa kilka waznych rol w regulacji
homeostazy nabtonkowej jelit. KLF4 ma wazng role w rozwoju i koncowym réznicowaniu
komorek kubkowych (85). W badaniach na myszach z delecjg KLF4 wykazano, ze gen ten jest
niezbedny do ostatecznego zrdznicowania enterocytow. W przypadku delecji KLF4, myszy te
mialy zmniejszong ekspresj¢ fosfatazy alkalicznej 1 anhydrazy weglanowej w komorkach
szczoteczkowych, zarowno w jelicie cienkim jak i okreznicy (133). KLF4 moze odpowiadac
za regulacje pozycjonowania komodrkowego. Specyficzna dla jelit delecja KLF4 prowadzi do
niewlasciwego pozycjonowania komorek Panetha (biorg udzial w reakcjach obronnych jelit
m.in. w fagocytozie mikroorganizmow), ktore umiejscawiajg si¢ w gornym regionie krypt jelita
cienkiego zamiast fizjologicznie u ich podstawy (133). Zgodnie z wykazang in vitro rolag KLF4,
jako inhibitora postepu cyklu komorkowego, badania in vivo pokazuja, ze myszy haploidalne
z odpowiednim poziomem Klf4, maja zwigkszong ekspresje genu kodujacego cycling D1 (ang.
Gene Protein Coding Protein Cyclin DI, CCNDI1) w kryptach jelitowych (133). Gen ten
odpowiedzialny jest za regulacje ekspresji cykliny D1, natomiast nadekspresja cykliny DI
koreluje z szybkim rozwojem 1 progresja nowotwordw oraz prowadzi bezposrednio do
onkogenezy poprzez wytwarzanie czynnika wzrostu srédblonka naczyniowego (ang. Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF). Czynnik ten z kolei prowadzi np. do nadmiernej
angiogenezy (136). Z kolei w innym badaniu myszy z delecjg KLF4, wykazywaty statystycznie
istotny wzrost zarowno liczby, jak i szybkosci migracji komoérek nabtonkowych (133). Co
wiecej, udowodniono, ze usunigcie KLF4 z nablonka jelitowego powoduje aktywacje genow
w obrebie szlaku sygnalizujacego Wnt 1 poprzez to zmniejszenie ekspresji genow
odpowiedzialnych za kodowanie regulatorow réznicowania komorkowego. Zupelnie nowym
odkryciem jest powigzanie KLF4 z szlakiem sygnatowym Hippo. Wykazano, ze szlak ten,

poprzez biatka YAP1 (ang. Yes-Associated Protein 1) 1 TAZ (ang. Tafazzin) promuje
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proliferacj¢ komodrek macierzystych 1 progenitorowych, przez wigzanie z czynnikami
transkrypcyjnymi TEAD (ang. Transcriptional Enhancer Factor TEF-1 albo TEA Domain
Family Member 1) 1 indukowanie rdznicowania progenitorowych komorek do komorek
kubkowych przez wigzanie z czynnikiem transkrypcyjnym KLF4 (137). Powyzsze fakty
stabilizujg tym samym kluczowa role KLF4 w utrzymaniu prawidlowej; homeostazy
nabtonkowej jelit.

Co ciekawe, nadekspresja szeregu macierzystych czynnikow transkrypcyjnych wigze
si¢ z niekorzystnymi wynikami przezycia w poszczegdlnych podgrupach CRC, podczas gdy
nadekspresja KLF4 moze by¢ powigzany z poprawa przezycia (41). Wiele badan wykazato, ze
ekspresja KLF4 jest czgsto zmniejszona w réznych typach ludzkich nowotworow, takich jak
CRC, rak zotadka, rak ptaskonabtonkowy przetyku, rak jelita cienkiego, rak prostaty i rak
pecherza moczowego (138, 139, 140, 141). Wykazano, ze KLF4 w przypadku rakow przewodu
pokarmowego, ulega mutacji (gtownie metylacji) w obrebie promotora i1 przez to ostatecznie
utracie heterozygotycznosci (138). Zgodnie z powyzszymi informacjami, okazuje si¢, ze
nadekspresja KLF4 zmniejsza in vivo, potencjal nowotworowy komoérek CRC oraz raka
zoladka (142). W tkankach CRC poziom ekspresji KLF4 jest nizszy w porOwnaniu z
sasiadujaca tkankg nienowotworowg (p<0,0001). Autorzy, nie znalezli, roznic statystycznych
w zakresie wieku badanych, natomiast istotnie cz¢sciej tkanka nowotworowa KLF4-pozytywna
wystepowata u m¢zczyzn oraz u chorych na poziomie zaawansowania choroby I oraz Il wg
TNM. Za pomocg regresji logistycznej autorzy zaobserwowali trend, pokazujacy, ze
prawdopodobienstwo ekspresji KLF4 w wyzszych stadiach nowotworow jest coraz mniejsze.
Natomiast poziom ekspresji KLF4 jest odwrotnie skorelowany ze stopniem zaawansowania
nowotworow 1 przezywalnoscig. W analizach jedno- 1 wielowymiarowych KLF4 byt istotnym
predyktorem wolnego od choroby przezycia (p=0,0486) i nawrotu nowotworu (p=0,0427)
(143).

W obecnym badaniu rowniez mozna doj$¢ do wniosku, ze czestos$¢ ekspresji KLF4 jest
znacznie nizsza w tkance nowotworowej niz zdrowej. 115 probek tkanki zdrowej wykazywato
dodatnig ekspresje KLF4, zard6wno u kobiet 1 mezczyzn (oraz calej grupie badanej) poziom
ekspresji byt znamiennie wyzszy niz w tkance guza (GO) oraz w tkance centralnej 1 brzezne;j
guz (G1 1 G2). Natomiast wigksza ekspresja w obrebie tkanek guza charakteryzowata sie
centralna cze$¢ guza niz jego czgs¢ brzezna (p<0,0001).

Dowiedziono, ze ekspresja KLF4 (w grupach GO 1 G2) réznita si¢ wzgledem skali

Astlera-Collera oraz w przypadku stwierdzenia angioinwazji (warto$¢ p odpowiednio 0,0047,

81



0,0247, 0,0126 oraz 0,0413). W przypadku tego genu wielko$¢ guza odwrotnie korelowata z
obecnoscig ekspresji KLF4 w podgrupach GO 1 G2.
Nie wykazano istotnie statystycznych roznic w zakresie ekspresji KLF4 skalami

klinicznymi, lokalizacjag CRC, wiekiem czy wspotczynnikiem BMI.

5.2.4. NANOG

Czynnik transkrypcyjny NANOG ma zasadnicze znaczenie w indukcji 1 utrzymywaniu
si¢ komoérek CSC, i jest obserwowany u wiekszosci pacjentow z CRC w badaniach
immunohistochemicznych nawet we wczesnych stadiach choroby (144). Kilku autorow
potwierdzito, ze najwicksza ekspresje NANOG mozna stwierdzi¢ w obrebie cytoplazmy
komorkowej — szczegdlnie w przypadku CRC (145). Jest dobrze udokumentowane, ze NANOG
jest regulowany przez dwa inne czynniki — OCT3/4 oraz SOX2 (146). O powigzaniu tych
czynnikéw $swiadczy takze fakt, ze w sytuacji wyciszenia NANOG réwnolegle dochodzi do

obnizenia poziomu ekspresji dwoch powyzszych czynnikow transkrypcyjnych (147).

U pacjentow z CRC wysoki poziom ekspresji NANOG wigze si¢ bardziej
zaawansowanymi stadiami raka oraz znacznie gorszym rokowaniem (82). Jest wysoce
prawdopodobne, ze rola NANOG w CRC jest krytycznie wazna, poniewaz nadekspresja
NANOGI1 w komérkach CRC sprzyja jego proliferacji (82). Pozostaje niejasne, czy NANOG1
czy NANOGPS jest gtowng postacig, ktora ulega ekspresji w komorkach CRC, a ekspresja i
lokalizacja NANOG w tych komorkach nie zostaly dobrze udokumentowane. Udowodniono,
ze ekspresja izoformy NANOGP8 jest dominujagca w komorkach sferycznych linii
komoérkowych CRC, ale takze w komorkach przerzutowych. Wykazano znaczaco rozny

poziom ekspresji NANOG oraz NANOGP8 w komorkach pacjentéw z CRC (145).

Egipscy autorzy wykazali z kolei korelacje 1 potencjalng uzytecznos¢ NANOG wraz z
innymi badanymi czynnikami. Nadekspresja genéw NANOG, p38a (albo MAPK14, ang.
Mitogen-Activated Protein Kinase 14), NCF2 (ang. Neutrophil Cytosolic Factor 2), ELF (ang.
E74-like Factor) 1 TGF-f w przypadkach gruczolakorakow oraz gruczolakow moze miec
warto$¢ diagnostyczng. Z kolei SIRT-1 1 NANOG s3 wysoce skorelowanymi markerami
biologicznymi i mogg stuzy¢ w diagnozowaniu i monitorowaniu pacjentéw z gruczolakorakiem

(148).

W powyzszej analizie jakosciowej genu NANOG stwierdzono, ze ekspresja tego

czynnika jest niska w tkance zdrowej — tylko u 18 pacjentdw stwierdzono jednoznaczng
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ekspresj¢. Natomiast, odwrotna sytuacja wystapita w przypadku ekspresji NANOG w obrgbie
guza. Patrzac na ogdt ekspresji az u 130 z 150 pacjentow wykazano pozytywna ekspresje
NANOG. Dodatkowo, co warto podkresli¢ w cze$ci centralnej guza 111 probek byto
pozytywnych do 98 w czg$ci brzeznej. Stwierdzono znacznie istotng roznice statystyczng
pomiedzy poziomem ekspresji w tkance zdrowej oraz tkance guza (p<0,0001). Nie wykazano
rozni¢ w ekspresji pomigdzy centralng czescig guza a czgscig brzezng, ale wynik wartosci

istotnosci statystycznej byt bliski ustalonemu poziomowi istotnosci statystycznej (p=0,09).

Wykazano, ze obecnos¢ ekspresjii NANOG moze by¢ zalezna nie tylko od stopnia
zréznicowania guza pierwotnego, ale rowniez od ostatecznego rozpoznania
histopatologicznego, obecnosci angioinwazji w badaniu histopatologicznym oraz od wyniku w
skali Astlera-Collera. Wszystkie te czynniki s3 bardzo mocno zwigzane z postawieniem
ostatecznej diagnozy po otrzymaniu przez klinicyste badania histopatologicznego. Poziom
ekspresji nie zalezat z kolei od tak waznych czynnikow klinicznych jak: wiek, BMI czy
lokalizacja nowotworu. Mozna, z drugiej strony doj$¢ do wniosku, ze powyzsze czynniki beda

jednolite u wszystkich pacjentow z CRC oraz badanym poziomem ekspresji NANOG.

Nie znaleziono dotychczas w literaturze, zadnych jednoznacznie formutowanych
doniesien o zwigzku ekspresji NANOG z tak wieloma konkretnymi czynnikami klinicznymi 1
patomorfologicznymi, dlatego tez dane powyzszej pracy doktorskiej wydajg si¢ niezwykle

nowatorskie.

5.2.5. Wzajemne  powiazania  pomiedzy pluripotencjalnymi  czynnikami

transkrypcyjnymi.

Eksperymentalnie transdukcja trzech pluripotencjalnych czynnikéw transkrypcyjnych:
OCT4, SOX2 1 KLF4 do komorek CRC prowadzi do nabycia witasciwosci komorek

macierzystych 1 zwigkszonej rakotwodrczosci u myszy (116).

Saigusa 1 wsp., wykazali znaczaco dodatnie korelacje miedzy ekspresjg trzech gendéw
pluripotencji (CD133, SOX2 1 OCT4) u pacjentow z CRC po chemioradioterapii. Pacjenci, u
ktorych wystgpit odlegly nawrot, mieli wyzszy poziom trzech genotypow w pordwnaniu z tymi
bez nawrotu guza resztkowego po chemioradioterapii. Podwyzszone poziomy ekspresji genow
byly istotnie statystycznie zwigzane ze znacznie krotszym czasem przezycia wolnym od

choroby nowotworowej (97).
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Amini 1 wsp., wykryli obecno$¢ ekspresji OCT4 we wszystkich (100%) probkach
guzow okreznicy, pecherza 1 prostaty, a takze w liniach komorek raka watroby. Ekspresje
NANOG wykryli natomiast, w 100% probek pacjentow z CRC, 90% probek raka pecherza
moczowego 1 80% probek raka prostaty. Ekspresja genu SOX2 byta dodatnia w 60% (3 z 5
probek). Wykazano istotne zwigzki miedzy stopniem zaawansowania guza a obecnoscig
ekspresji powyzszych genow. W probkach przypadkéw z CRC 40% do 100% genow ulegato
ekspresji w stopniu I, 70% w stopniu II 1 60% do 80% w guzach stopnia III. Niestety,
znaczacym ograniczeniem powyzszego badania jest bardzo mata liczebno$¢ grup badanych
(149).

Inni badacze, za pomocg badania immunohistochemicznego, hybrydyzacji in-situ oraz
odwrotnej ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy (ang. quantitative reverse transcription
real-time, RT-qPCR), ocenili transkrypcje i translokacje OCT4, SOX2, KLF4, NANOG 1 c-
MYC w komorkach iPSC. Autorzy wykazali obecnos¢ na poziomie translacji 1 transkrypcji
wszystkich pigciu czynnikow transkrypcyjnych. Natomiast, na podstawie ekspresji biatek
zidentyfikowano dwie subpopulacje: nabtonkowg NANOG'/OCT4 oraz stromalng
(macierzystg) OCT4*/NANOG". Nie dowiedziono, ze wzglgdu na prawdopodobnie zbyt matg
liczebno$¢ badanej grupy réznic w ekspresji pomigdzy nisko a wysoko zrdznicowanymi CRC
(144).

Humphries i wsp., zbadali 9 probek guzéw przerzutowych CRC do watroby pod katem
ekspresji NANOG, OCT4, SOX2, KLF4 i c-MYC. Wykazano obecno$¢ ekspresji wszystkich
powyzszych czynnikéw i za pomocg immunohistochemii oraz hybrydyzacji in-situ autorzy
przedstawili subpopulacje komérkowe w czeSci centralnej guza: SOX2"/NANOG*/KLF4/c-
MYC*/OCT4, oraz dwie subpopulacje obwodowe: SOX2"/NANOG*/KLF4*/c-MYC*/OCT4"
1 SOX2*/NANOG'/KLF4%/c-MYC*/OCT4" (150).

Natomiast, niezwykle interesujace rezultaty powyzszej pracy doktorskiej, wskazuja, ze
koekspresja badanych genow pluripotencji, ma istotny wptyw na wiele cech klinicznych i
histopatologicznych. Nalezy podkresli¢, ze w przypadku tkanek pobranych z guza dominuja
rozne warianty koekspresji OCT4, SOX2, KLF4, NANOG, z wyraznie dominujacg koekspresja
wszystkich tych czynnikow. W grupie GO az ponad 91 pacjentow (60,67%) posiadato
rownoczesng ekspresje wszystkich badanych gendéw. Jednakze, badajac osobno grupe G1 1 G2,
zauwazono ze liczba pacjentow z peing koekspresja ulegta zmniejszeniu i1 tak w przypadku G1
mamy tylko 53 takich pacjentow a G2 — 45 pacjentow. Najczestszym czynnikiem, ktorego

ekspresja nie wspotistnieje z pozostalymi jest KLF4. Wynik ten koreluje takze, z czg$cig
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wczesniej przedstawionych wynikéw. Natomiast, w grupie G2 az 50 pacjentOw ma genotyp
OCT4"/SOX2*/KLF4/NANOG" (w grupie G1 — 41 pacjentow).

Z drugiej strony wyniki w grupie TZ pokazuja, ze tkanka ta jest stosunkowo uboga,
zarowno jezeli chodzi o ekspresje badanych gendéw, jak i koekspresje. I tak az 80 (53,33%)
pacjentow posiadato ekspresje tylko jednego z genow (najczegsciej SOX2 i KLF4), u 27
pacjentow nie stwierdzono ekspresji zadnego z powyzszych czynnikow transkrypcyjnych.
Wykazano, ze statystycznie wigcej pacjentow z ekspresja lub koekspresja w TZ palito
papierosy lub inne wyroby tytoniowe (p=0,0204), co niestety moze wptywac na uzytecznos¢
badania tych gendw u palaczy.

[lo§¢ genow, ktore ulegly ekspresji w tkankach G1, G2 oraz GO, roznila si¢ istotnie
wzgledem grupy TZ (p<0,00001). Rowniez, gdy poréwnac¢ zsumowang grupe GO do G1 1 G2
to stwierdzono réznice statystycznie. Jedynie, nie mozna dowies$¢ réznic pomiedzy grupami G1
1 G2, co pokazuje, ze obie lokalizacje, skad pobieramy tkanke guza, sa podobnej jakoSci
kliniczne;.

W grupach tkanki nowotworowej (GO, G1 1 G2), znaleziono bardzo wiele istotnych
zaleznosci. Potwierdzono, zZe stopien zaawansowania choroby (wedlug ocenianych
klasyfikacji), jest zalezny od poziomu i rodzaju koekspresji. Takze lokalizacja pierwotna
nowotworu ma znaczenie 1 wiekszg koekspresje genow badanych obserwuje si¢ w guzach esicy
oraz odbytnicy. Inne udowodnione selektywnie cechy to rozpoznanie histopatologiczne,
stopien zroznicowania nowotworu czy obecno$¢ przerzutow odleglych (cecha M).

Wydaje si¢, wigc, ze to wiasnie badanie koekspresji genow pluripotencji zyskuje
najwigksza wartos¢ kliniczng u pacjentow. Dalsze analizy w tym zakresie beda miaty wobec

tego najlepsze przetozenie i realny wptyw na diagnostyke i leczenie pacjentow z CRC.
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5.3. Ograniczenia badania

W obliczu ogromnego problemu epidemiologicznego jakim jest CRC, ograniczeniem
powyzszego badania jest liczba badanych pacjentéw. Jednak badanie to miato na celu ocene
ekspresji 4 genow pluripotencji. Opracowana metodyka zaktadala pobranie od kazdego
pacjenta az 3 probek z preparatu histopatologicznego. Ostatecznie dato to blisko 2500 analiz
ekspresji gendw (genodw pluripotencji oraz genu referencyjnego). Wiazaly si¢ z tym bardzo

duze koszty finansowe oraz czasowe.

Drugim ograniczeniem jest bardzo heterogenna grupa chorych. Chociaz wigkszos¢
danych wskazuje na brak rdznic istotnych statystycznie w zakresie np. wieku pomiedzy ptciami
czy roznic w BMI oraz klasyfikacjach zaawansowania nowotworu to cala grupa byta mocno
zdominowana przez guzy esicy, zagig¢cia esiczo-odbytniczego oraz odbytnicy. Wlasciwszym
wydawaltby sie, lepszy dobor 1 ewentualna randomizacja grupy badanej (wigksze
zrownowazenie pomiedzy nowotworami prawej 1 lewej potowy okreznicy). Takze w zakresie
kategorii wiekowych (co oczywiscie zgodne z danym epidemiologicznymi) zebrana grupa byta
zdecydowanie w wieku znacznie zaawansowanym ($rednia ponad 67 lat), przez co trudno byto
poréwnac te dane wzgledem nowotwordw powstatych we wzglednie mtodym wieku (ponizej

40 roku zycia), ktorych etiologia moze by¢ mocno zwigzana z aspektem genetycznym.

Trzecim ograniczeniem wydaje si¢ brak doktadnej oceny ekspres;ji ilosciowej, ktora
mogtaby adekwatniej okresli¢ ewentualne zaleznosci 1 roznice pomiedzy danym klinicznymi,
histopatologicznym 1 doprowadzi¢ do lepszej oceny przydatnosci powyzszych gendéw

pluripotencji.

Ostatnim, w ocenie autora powaznym ograniczeniem jest brak dlugoterminowe;j
obserwacji wynikow leczenia i1 przezycia pacjenta co mogtoby prowadzi¢ do bardzo waznych,

klinicznie istotnych i cieckawych wnioskow.
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5.4. Perspektywy i dalsze plany

Tworzac pomyst na badanie bedace tematem pracy Autora, jego metodologi¢ oraz
opracowujac wyniki dostrzezono wiele ograniczen tego dzialania, jednak wyniki ujawnity
bardzo wiele potencjalnych przysztych mozliwosci rozwoju powyzszego tematu w aspekcie
zardOwno badan podstawowych oraz klinicznych. Ponizej przedstawiono list¢ mozliwych

kierunkoéw jego rozwoju:

- zwigkszenie liczebnos$ci grupy badanej oraz ponowna ocena powigzan wzgledem parametrow
demograficznych, klinicznych oraz patomorfologicznych. Cze$¢ wynikéw analiz
statystycznych byta na granicy istotnosci a zwigkszenie grup badanych mogloby spowodowac
doktadniejsza ocen¢ 1 wyciagnigcie w czesSci przypadkéw nowych wnioskow. Jednym z
mechanizmoéw do tego potrzebnych, wydaje si¢ wspotpraca migdzyosrodkowa i

przeprowadzenie w przysztosci badan kohortowych;

- poszerzenie badania o catosciowg analize¢ 1loSciowg ekspresji powyzszych genéw. Analiza ta
zdaje si¢ kluczowa do pelnej oceny 1 weryfikacji powyzszych 1 tak rozlegtych i1 ciekawych

wnioskow. Jednakze, wigze si¢ z ogromnym naktadem pieni¢znym i czasowym;

- ocena na poziomie komorkowym ekspresji produktow powyzszych genow (biatek) i ich
wplyw na dalsze losy komorek, tkanek 1 calego organizmu. Obecnie bardzo szeroko badany
temat na calym $wiecie pozwalajacy lepiej zrozumie¢ role powyzszych gendw w naszym

organizmie;

- poszerzenie tematyki o ekspresje jakosciowg 1 ilosciowg pozostatych (szczegdlnie nowych)
czynnikéw transkrypcyjnych odgrywajacych role w rozwoju litych guzéw oraz innych
nowotworow w ludzkim organizmie. Mozna wymieni¢ chocby takie czynniki jak: Bmi2,

LIN28B, c-MYC, CD133, p53 1 wiele innych;

- ocena na poziomie komérkowym mediatorow szlakéw sygnatowych, ktore wydaja si¢ by¢
kluczowe do wykorzystania i tworzenia ewentualnych inhibitorow powyzszych czynnikow.

Moze to potencjalnie doprowadzi¢ do stworzenia miejsc hamowania rozwoju CRC;

- zbadanie ekspresji powyzszych czynnikoéw transkrypcyjnych w obrgbie weztow chtonnych
przerzutowych (lokalnych 1 odlegtych) oraz w obrebie zmian przerzutowych, szczego6lnie do

innych narzadow;
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- badanie powyzszych czynnikoéw w innych stanach chorobowych jelita grubego, takich jak: w
dziedzicznych oraz przypadkowo wykrytych polipach jelita grubego czy chorobach zapalnych
jelita grubego. Pozwolitoby to ewentualnie na poréwnanie i wpltyw innych chorob jelita
grubego, ktore w czgSci s3a uznawane jako stany predysponujace lub stany

przednowotoworowe;

- konieczne zebranie danych 1 dalsza ich analiza danych na temat odlegtych wynikéw leczenia
oraz czasu przezycia wolnego od progresji choroby nowotworowej (ang. Progression-Free
Survival, PFS) oraz przezycia catkowitego (ang. Overall Survival, OS). To obecnie jeden z
wazniejszych wskaznikow w pracach badawczych, po ktorym ocenia si¢ skutecznos$¢ terapii i

szacuje czynniki, moggce mie¢ wplyw na lepsze badz gorsze wyniki ostateczne.
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5.5. Whnioski

W rezultacie analizy otrzymanych wynikow oraz porownaniu ich z aktualng wiedza
medyczng oraz literaturg, Autor przedstawia ponizsze wnioski zgodnie z zalozonymi celami

(hipotezami) pracy:

1. Wykazano ekspresje (na r6znych poziomach) badanych czynnikéw transkrypcyjnych

(OCT4, SOX2, KLF4 i NANOG) we wszystkich rodzajach badanych tkanek.

2. Udowodniono znaczace rdéznice w poziomie ekspresji jakosciowej w zaleznosci od
stanu klinicznego pacjenta, wigkszosci cech patomorfologicznych guza, klasyfikacji

klinicznych czy wptywu niektorych czynnikow klinicznych.

3. OCT4, KLF4, SOX2, NANOG moga by¢ waznymi czynnikami przesiewowymi, 1
mozna je uzna¢ potencjalnie za uniwersalne 1 atrakcyjne w kontekscie ewentualnych badan

populacyjnych.

Podsumowujgc, powyzsze badanie pokazuje bardzo duzy potencjal zwigzany z
tematykg gendw pluripotencji w CRC. Oczywiscie, pomimo wielu elementow, ktore wymagaja
dalszego opracowania i poszerzenia, powyzsze badanie 1 jego wyniki wskazuja na bardzo
obiecujaca rolg badanych czynnikow transkrypcyjnych jako predyktoréw stadium i rozwoju

progresji choroby.
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7. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Wstep: Rak jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC) jest trzecim co do czgstosci wystgpowania nowotworem ztosliwym
w Polsce. W ostatnich latach obserwuje si¢ rowniez zwigkszong dynamike zachorowalno$ci na CRC. Pomimo duzego postepu
w rozwoju metod diagnostycznych, nadal brakuje tatwego i maloinwazyjnego testu diagnostycznego. Chociaz czutos¢ i
swoisto$¢ kolonoskopii w wykrywaniu raka jelita grubego jest wysoka to jest to metoda nie akceptowalna przez kazdego
pacjenta i mogaca si¢ wigza¢ z powiklaniami. Z kolei ocena kliniczna opiera si¢ obecnie na powszechnie stosowanych
klasyfikacjach, jednakze ich wiarygodnos¢ jest niepetna ze wzgledu na brak uwzglednienia wielu waznych cech klinicznych i
patomorfologicznych. Obecnie najczesciej dowodzi sig, ze nowotwory moga si¢ rozwijaja z mniejszosci komorek o
wlasciwosciach komoérek macierzystych zwanych rakowymi komoérkami macierzystymi (ang. cancer stem cells, CSC).
Czynnikami transkrypcyjnymi odpowiedzialnymi za utrzymanie pluripotencji komoérek sa m.in. OCT4, NANOG, KLF4 oraz
SOX2.

Cele pracy: Okreslono 3 cele pracy doktorskiej. 1. Proba wytypowania nowych, potencjalnych markerow raka jelita grubego
i usprawnienie metod screeningowych. 2. Ocena ekspresji jakosciowej OCT4, SOX2, KLF4 i NANOG w raku jelita grubego.3.
Wykazanie zalezno$ci miedzy ekspresja gendéw pluripotencji a skalami zaawansowania choroby nowotworowej, danymi

demograficznymi, histopatologicznymi oraz parametrami klinicznymi.

Metodyka: Grupa badana sktadata si¢ ze 150 pacjentéw z rozpoznanym pierwotnym CRC. Kazdego pacjenta sklasyfikowano
wg: skali TNM, Dukesa oraz Astlera-Collera oraz podzielono wzgledem lokalizacji nowotworu i wieku. Bezposrednio po
zabiegu od kazdego pacjenta pobrano kilkukrotnie materiat biopsyjny tkanki nowotworowej — dwie probki z samego guza
(jedna probka z obrzeza guza [Grupa G2], druga z czgsci centralnej [Grupa G1]) oraz jedna probka z teoretycznie zdrowe;j
tkanki jelita grubego [Grupa TZ). Nastepnie tkanki byly przekazywane do dalszych badan w Zaktadzie Immunologii, gdzie
wykonano ekstrakcje RNA z tkanek pobranych i analize genéw pluripotencji (OCT4, SOX2, KLF4, NANOG) za pomoca
reakcji jednostopniowej odwrotnej reakcji tancuchowej polimerazy. Produkty reakcji poddano elektroforezie biatek na zelu
agarozowym i wykonano odpowiednia dokumentacje fotograficzng. Wszystkie dane i wyniki analiz molekularnych

przeanalizowano za pomocg metod statystycznych.

Wyniki: Z analiz cech demograficznych $redni wiek wyniost ponad 67+11,09 lat a $rednie BMI 27,5+4,62 kg/m”. Najwiecej
pacjentow klasyfikowato si¢ do grupy I oraz IIA wg TNM. Najczeséciej guz pierwotny lokalizowat si¢ w odbytnicy (40%) a
stopien zréznicowania 2 wystgpowat u 58% pacjentow. 38% pacjentow przeszto przedoperacyjng radioterapi¢ (w matym
odsetku rowniez chemioterapig). Ekspresja SOX2, OCT4 i NANOG w tkance guza wynosita okoto 90%, natomiast w
przypadku KLF4 jedynie okoto 58%. Nie wykazano znaczacych réznic statystycznych pomiedzy wiekiem, plcig czy BMI w
tym zakresie. Bardzo wiele czynnikéw klinicznych i patomorfologicznych byto zaleznych od pojedynczo badanych ekspresji
jak 1 koekspresji badanych czynnikéw transkrypcyjnych. NajczeSciej mozna bylo obserwowaé genotyp
OCT4'/SOX2*/KLF4'/NANOG" (60,67%) oraz OCT4"/SOX2*/KLF4/NANOG" (25,33%) w tkance guza (GO). W tkance
zdrowej (TZ) najczgsciej (u 53,33% pacjentow) wystepowata pojedyncza ekspresja genu SOX2 lub KLF4. Zaobserwowano

znaczaco roznice w ekspresji (i koekspresji) pomigdzy tkanka zdrowa a grupami badanych tkanek guza.

Whioski: Wyniki wskazuja na bardzo obiecujaca rolg¢ badanych czynnikéw transkrypeyjnych jak predyktorow stadium i
rozwoju choroby. Powyzej badane czynniki mogg by¢ takze waznymi czynnikami w badaniach przesiewowych, poniewaz ich
ekspresja (zwlaszcza koekspresja) jest znaczaco rézna w zaleznosci od rodzaju tkanki badanej (zdrowej oraz guza) oraz stanu

klinicznego i badania histopatologicznego.
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8. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the third most common malignancy in Poland. In recent years, an increased dynamics
of CRC incidence has been observed. Despite the great progress in the development of diagnostic methods, an easy and
minimally invasive diagnostic test is still missing. Although, the sensitivity and specificity of colonoscopy for the detection of
CRC is high, it is a method that is unacceptable to all patients and may involve complications. In turn, clinical evaluation is
currently based on commonly used classifications, however, their reliability is incomplete due to the lack of consideration of
many important clinical and pathomorphological features. Currently, it is most often argued that cancers can develop from a
minority of cells with the properties of stem cells called cancer stem cells (CSCs). Transcription factors responsible for

maintaining cell pluripotency are, among others OCT4, NANOG, KLF4 and SOX2.

Aims of the study: Three goals of the PhD thesis were defined. 1. Attempt to select new potential markers for CRC and
improve screening methods. 2. The qualitative assessment of the expression of OCT4, SOX2, KLF4 and NANOG genes in
CRC. 3. Demonstration of the relationship between expression of pluripotency genes and cancer scales, demographic,

histopathological and clinical parameters.

Methods: The study group consisted of 150 patients with diagnosed primary CRC. The clinical and demographical data of
patients were recorded. Each patient was classified according to the TNM classification (also Dukes and Astler-Coller
classifications) and divided according to tumor location, histopathological results, age and many others features. Three tissue
samples were collected from each patient - two samples from the tumor itself (one sample from the tumor periphery [Group
G1] and the other from the central part [Group G2]) and one sample from the theoretically colon healthy tissue [Group TZ].
Subsequently, the tissues were immediately transported for further research at the Department of Immunology, where
ribonucleic acid (RNA) was extracted from the collected tissues. The qualitative analysis of pluripotency genes (OCT4, SOX2,
KLF4, NANOG) were carried out using one-step RT-PCR and the reaction products were imaged using electrophoresis with

agarose gel. All data and results of molecular analysis were analyzed using statistical methods.

Results: The mean age of patients was 67+11,09 years and the mean body mass index (BMI) was 27.5+4,62 kg/m?. The
majority of patients was classified as I and IIA groups in TNM score. The most frequent tumor localization was rectum region
(40%). Differentiation grade 2 was observed in 58% of patients. 38% of patients underwent pre-operative radiotherapy
(chemotherapy in a small percentage). The positive expression of SOX2, OCT4 and NANOG genes was detected in at least
90% of tumor tissues, whereas for KLF4 was detected in 58% tumor specimens. The SOX2, OCT4, NANOG and KLF4
expression level was correlated with age, gender, neither BMI. In tumor tissue (GO), all genes co-expresssion was observed in
60,67% of patients and genotype OCT4*/SOX2*/KLF4/NANOG" was observed in 25,33% tumor tissue. In 53,33% healthy
colon tissue, single expression of the SOX2 or KLF4 most often occurred. Significant differences in expression (and co-

expression) between healthy tissue and all groups of tumor tissues examined were observed.

Conclusions: The results indicate a very promising role of the transcription factors studied as stage predictors and disease
development. The above factors may also be important factors in screening, because their expression (especially co-expression)
is significantly different depending on the type of tissue examined (healthy and tumor) as well as the clinical condition and

histopathological examination.
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9. ZGODA KOMISJI BIOETYCZNEJ

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 543/15

Na podstawie przepisow Ustawy z dnia § grudnia 1996 r. 0 zawodach lekarza i lekarza dentysty (Dz. U. 2011, Nr 277, por. 1634 2 pdin. um.); Rozporudzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spolecinej & dnia 11 maja 1999r. w sprawie yych zasad p iai orag trybu dzialania komisji bioetycnych (Dz. U. Nr 47, poz.480); Ustawy z dnia 6
wrzesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (D U. 2008 Nr 45, poz 271  pbin. um.); Rozporzqdzenia Ministra Finansow z dnia 30 kwictnia 2004r. w sprawie obowiqthowego
ubezpicczenia odpowicdzialnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. 2004 nr 101, poz. 1034 z pdin. zm.); Rozporzpdzenia Ministra Finansdw z dnia 18 maja 200Sr. ynieniajqce

2quzenic w sprawic obowigzkowego ubezpieczenia odpowiedzalnosci cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporuydzenia Ministra Zdrowia  dnia 30 kwietnia
w sprawie sposobu prowadzenia badan klinicznych z wdzialem maloletnich (Dz U. 2004 Nr 104, por 1108); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004r. w

g0 dzialania produktu leczniczego (Dz. U. Nr 104, poz. 1107); Rozporuydzenie Ministra Zdrowia z dnia 15 listopada 2010 r.
ini lani ia badania klini

3pe
2004r.
sprawie spodziewanego cigikiego niepoly
w sprawie wzordw wnioskow przedki w owigzku T i wysokosci oplat za dotenic pw oraz sy z
(D2 U. 2010r. nr 222 poz. 1453, 2 pdin. zm.); Ustawy z dnia 20 maja 2010 r. 0 wyrobach medycznych (Dz. U. 2010r. nr 107 poz. 679, z pdin. om.); Rozporzqdzenie Ministra Finansow ¢
dnia 6 paidziernika 2010 r. w sprawie obowiqzk bezpicczenia odpowiedzialnoici cywilnej sponsora i badacza Klini w owiqthu & prowadzeniem badania Klini
wyrobow (D2 U. 2010, Nr 194 poz. 1290); Ustawa z dnia 18 marca 2011 r. o Urygdzie Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobdw Med) h i Produktéw Biobdjezych (D2 U. 2011
nr 82 poz. 451); Rozporzdzenie Ministra Zdrowia  dnia 2 maja 2012r. w sprawie Dobrej Praktyki Klinicznej (Dz. U. 2012, poz. 489); Rozporuydzenie Ministra Zdrowia z dnia 2 maja
2012r. w sprawie wzordw preedkladanych w zwiqzku z badanic inic produktu i oraz w sprawie wysokoici i sposobu_ wiszwzania oplat za dotenie
whiosku o rozpoczcie badania klinicznego (Dz U. 2012, Nr 0 poz 491); w oparciu o j i i z
Udgialem Ludz.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 11 czerwca 2015 r.
rozpatrzyla wniosek dotyczqcy prowadzenia badan naukowych.

- Zasady Poster w Ekspery

Kierownik projektu:
Prof. dr hab. Jacek Szmeja oraz prof. dr hab. Tomasz Banasiewicz

Miejsce prowadzenia badan:
Katedra i Klinika Chirurgii Ogéinej, Endokrynologicznej i Onkologii
Gastroenterologicznej oraz Klinika Gastroenterologii Dziecigcej i Choréb
Metabolicznych UM w Poznaniu

Glowny badacz: lek. med. Krzysztof Szmyt
Czlonkowie zespotu

badawczego:
prof. dr hab. Michaf Drews, prof. dr hab. Jan Sikora, prof. dr hab. Ryszard

Marciniak, dr Mariusz Kaczmarek, dr Maciej Borejsza- Wysocki, dr
tukasz Krokowicz, lek. Adam Bobkiewicz, lek. Sylwia Stawek

Temat badari:
,Ekspresja genéw Oct4, SOX2, KIf4 i Nanog w komérkach

nowotworowych u chorych leczonych chirurgicznie z powodu raka jelita
grubego”.

Komisja wydata uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku
Przewodniczgcy Komisji
—

L [ B e B
prof. dr hab. med. Pawet Chgcinski
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