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AJCC — ang. American Joint Committee on Cancer, Amerykanski Wspdlny Komitet

do Spraw Raka

CEA — ang. carcinoembryonic antigen, antygen rakowo-plodowy

CIN — ang. chromosome instability, niestabilno$¢ chromosomalna

CXC - ang. CXC domain, domena zawierajace sekwencje cysteinowe

EBV — ang. Epstein Barr virus, wirus Epsteina Barra

EMR - ang. endoscopic mucosal resection, endoskopowa resekcja blony §luzowe;j

ESD — ang. endoscopic submucosal dissection, endoskopowa dysekcje podsluzéwkowa

FAP - ang. familial adenomatous polyposis, rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata

GS — ang. genomically stable, stabilny genomowo

HER2 — ang. human epidermal growth factor receptor 2, receptor ludzkiego, naskérkowego

czynnika wzrostu

HIV — ang. human immunodeficiency virus, ludzki wirus niedoboru odporno$ci

IHC — immunohistochemia

kDa - kilodaltony

MCM - ang. minichromosome maintenance, biatka licencjonujace replikacje

MSI — ang. microsatelite instability, niestabilno$¢ mikrosatelitarna

mRNA — ang. messenger RNA, matrycowy kwas rybonukleinowy

MTs — ang. metallothioneins, biatka z rodziny metalotionein
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MTLS - ang. metallothionein like protein 5, biatko podobne do metalotionein, tesmina
nm - nanometr

PCR - ang. polymerase chain reaction, reakcja tancuchowa polimerazy

PET — ang. positrion emission tomography, pozytonowa tomografia emisyjna

RNA - ang. rybonuclein acid, kwas rybonukleinowy

RT-PCR — ang. real time polymerase chain reaction, reakcja tancuchowa polimerazy w czasie

rzeczywistym

TMAs — ang. tissue microarrays, mikromacierze tkankowe

UICC - ang. Union for International Cancer Control, Migdzynarodowa Unia do Walki

z Rakiem
USA - ang. United States of America, Stany Zjednoczone Ameryki

WHO — ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia
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2.1 Tesmina

Tesmina (ang. testis specific metallothionein like protein, biatkko podobne
do metalotionein, swoiste dla jader), zwane tez MTLS (ang. metallothionein like protein 5,
biatko podobne do metalotionein 5) lub ang. CXC domain containing 2 (domena zawierajaca
sekwencje cysteinowe), jest biatkiem posiadajagcym w swojej budowie domeny bogate
w cysteing. Ta okreslona cecha budowy upodabnia tesming funkcjonalnie do biatek z rodziny
metalotionein, jednak obecno$¢ istotnych roznic w strukturze molekularnej nie pozwala

na zakwalifikowanie jej do tej grupy [1].

2.1.1 Struktura i funkcje tesminy

Tesmina zostata pierwotnie opisana w 1999 roku jako bialko, ktérego ekspresje stwierdzono
w tkance jader myszy w 6smym dniu rozwoju postnatalnego, a jej pojawienie si¢ byto zwigzane
z wejsciem komorek germinalnych w proces mejozy [2]. Jednoczes$nie w innych tkankach, poza
jadrem, nie stwierdzono ekspresji teminy [2]. P6zniejsze badania potwierdzily ekspresje
tesminy w I profazie mejozy, zarbwno w meskich jak i zenskich komoérkach germinalnych
myszy, jednak u obu ptci wystepowaty réznice co do poziomu ekspresji i jej wystepowania
w konkretnym stadium profazy [3]. Inng istotng obserwacja jest dynamicznie zmieniajaca
si¢ lokalizacja ekspresji tesminy — przed wejSciem w proces mejozy opisywane biatko
wystepuje gtownie w cytoplazmie spermatocytéw i przemieszcza si¢ do jadra komorkowego,

tuz przed faza podziatlu mejotycznego. Proces translokacji tesminy sugeruje jej istotng role
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w regulacji spermatogenezy. Dodatkowo, narazanie komorek na stres zwigzany z ekspozycja
na metale cigzkie, powodowat przedwczesng translokacj¢ tesminy do jadra komorkowego,
co poprzedzato proces apoptozy spermatocytow [1, 4]. Zblizone zjawisko zostalo opisane
W organizmie szczurOw - podawanie zwierzetom roztworu cynku powodowato wzrost ekspresji
tesminy w cytoplazmie 1 jadrze komdérkowym spermatocytow [5]. RoOwniez, stymulacja in vitro
linii komorkowej fibroblastow uzyskanych z nerki matpy afrykanskiej, roztworami kadmu
1 cynku, powodowala pojawienie si¢ jadrowej ekspresji tesminy [4]. Powyzsze doniesienia
sugeruja, ze wystgpienie tesminy na terenie jadra komérkowego jest zwigzane z odpowiedzig
komorkowa na stres zwigzany z obecno$cig metali cigzkich. Pozniejsze badania pozwolity
na potwierdzenie ekspresji genu MTL5 wraz z obecnoscig ekspresji  mRNA
(ang. messenger RNA, matrycowy kwas rybonukleinowy) w organizmie myszy, w tkankach
m. in. mozgu, serca, watroby czy nerek, jednoczesnie wykazujac, ze wystgpowanie tesminy
nie jest ograniczone wytacznie do komorek germinalnych [6]. Poza aktywnos$cia zwigzang
Z procesami mejotycznymi, tesmina prawdopodobnie funkcjonuje roéwniez jako koatywator
dla jadrowego receptora mineralokortykosteroidow - czynnika transkrypcyjnego zaleznego
od obecnosci aldosteronu i1 deoksykortykosteronu [6]. Ekspresja tesminy, ktora posrednio
wzmacniataby biologiczny wptyw aldosteronu aktywujacego geny efektorowe poprzez proces
faczenia si¢ ze swoim receptorem, moze mie¢ wplyw na znacznie Szerszg grup¢ procesow

zachodzacych w organizmie [6].

Tesmina jest biatkiem wystepujacym u organizmoéw eukariotycznych i jest kodowana
przez gen MTL5 sktadajacy si¢ z dziewigciu egzondw, zlokalizowany u czlowieka w loci
11q13.3. Zbudowana z 508 aminokwasow, sumarycznie sktadajacych si¢ na wage okoto 55
kDa, tesmina posiada w swojej budowie dwie domeny zawierajace trzy kopie sekwencji
cysteina-X-cysteina (ang. CXC domain) zlokalizowane pomigdzy aminokwasami 305-331

oraz 365-406 (Rycina 1). Sekwencje cysteinowe, poprzez posiadane reszty sulthydrylowe,

10
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pozwalaja tesminie na przytgczanie si¢ 1 interakcje z DNA komorki jak rowniez wigzanie metali
ciezkich. Poprzez proces alternatywnego sktadania istnieje mozliwos¢ powstania dwoch
odmiennych izoform tesminy o krétszym C koncu (dlugosci 306 aminokwasow o masie
32,3 kDa oraz dtugosci 251 aminokwasow o masie 26,73 kDa), dotychczas jednak nie zostaty

opisane zadne ich odmienne funkcje w stosunku do podstawowej izoformy [7].

Rycina 1. Model trzeciorzgdowej struktury tesminy [8].

11



2. WSTEP

2.1.2 Tesmina w patogenezie chorob czlowieka

Dotychczasowa baza wiedzy na temat potencjalnej roli tesminy w patogenezie chorob
cztowieka jest relatywnie uboga. Pomijajac procesy chorobowe, ekspresja tesminy
poza gonadami w organizmie czlowieka wystepuje $ladowo. Najlepiej przebadane
jest jej znaczenie w niedrobnokomoérkowym raku pluc [9]. W badaniu obejmujacym 243
przypadki chorych z rozpoznanym niedrobnokomoérkowym rakiem pluc oraz 104 przypadki
niezmienionej chorobowo tkanki ptuca, wykazano podwyzszong ekspresj¢ tesminy u chorych
z rakiem w stosunku do grupy kontrolnej. Ekspresja tesminy réwniez dodatnio korelowata
z ekspresja markera proliferacyjnego Ki-67. Dodatkowo, wykazano pozytywna korelacje
pomiedzy jej jadrowa ekspresja oraz ekspresja biatek z rodziny MCM (ang. minichromosome
maintenance proteins, biatka licencjonujace replikacj¢), dokladniej MCM-5 i MCM-7,
ktore odgrywaja istotng role¢ w procesach cyklu komorkowego poprzez wzmacnianie proceséw
replikacji DNA 1 proliferacji komoérek. W opisywanym badaniu, cytoplazmatyczna ekspresja
tesmina okazala si¢ by¢ negatywnym markerem prognostycznym dla niedrobnokomoérkowego
raka ptuc [9]. W literaturze obecne sg rowniez opisy standw patologicznych zwigzanych
ze zjawiskiem polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (ang. SNP — single nucleotide
polimorphism) chromosomu 11q, na ktéorym zlokalizowany jest gen MTL5. W przypadku
pojawienia si¢ mutacji dochodzi do powstania wariantow biatka o budowie roznigcej
sic¢ w stosunku do prawidlowej pojedynczym aminokwasem. Pojawienie si¢ tych
nieprawidlowych wariantéw w przypadku tesminy jest zwigzane z wigkszym ryzykiem
wystgpienia m.in. przewleklej obturacyjnej choroby ptuc czy osteoporozy [10, 11].
Ponadto, wystgpienie okreslonego allelu genu M7L5 u matki moze si¢ wigzaé ze zwigkszonym
ryzykiem wystapienia ostrej biataczki limfatycznej u potomstwa, natomiast obecno$¢ innego
allelu opisywanego genu wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na raka

stercza. U pacjentow z potwierdzong mutacja i obecnoscig odmiennego wariantu genu MTL5

12



2. WSTEP

opisano zmniejszong ekspresje mRNA MTL5 zarowno w komodrkach nowotworowych
jak 1 komorkach niezmienionej nowotworowo tkanki stercza [12, 13]. Istniejg roéwniez
doniesienia na temat spadku ekspresji mRNA niektérych gendéw, w tym MTLS5, w linii
komorkowej astrocytow, ktoérych hodowla odbywata si¢ z zewnatrzkomérkowym biatkiem R
ludzkiego wirusa HIV-1 (ang. human immunodeficiency virus type 1, wirus nabytego
niedoboru odpornosci) po narazeniu komoérek na stres oksydacyjny. Zjawisko to mogtoby
wplywaé¢ na zmniejszong proliferacj¢ astrocytow zwigzang z zakazeniem wirusem HIV-1
1 powodowa¢ zaburzenia funkcji neuronéw centralnego uktadu nerwowego, prowadzac
do zespotu otgpiennego znanego jako encefalopatia zespotu nabytego niedoboru odpornosci

[14].

2.1.3 Tesmina a metalotioneiny

Obecnos¢ reszt cysteinowych w budowie tesminy warunkuje czynno$ciowe
podobienstwo do biatek z rodziny metalotionein (MTs), jednak szereg istotnych rdznic
nie pozwala na zakwalifikowanie jej do tej grupy (Tabela 1). Begdac biatkami niemal
dziesigciokrotnie 1zejszymi od tesminy, MTs stanowig szerokg grup¢ biatek wystepujacych
zarOwno w organizmach prokariotycznych jak i1 eukariotycznych, odpowiadajacych gtownie
za homeostaz¢ stezenia metali cigzkich w organizmie poprzez tworzenie z nimi nieaktywnych
kompleksow. W zwiazku z powyzsza cechg MTs, majg m. in. wplyw na procesy zwigzane
z cyklem komoérkowym, indukcje apoptozy i1 chronig komoérke przed stresem oksydacyjnym
[15, 16, 17]. Reszty cysteinowe wykazujace wiasciwosci antyoksydacyjne umozliwiajg
ochrong komorki przed reaktywnymi formami tlenu [18]. W zwigzku z opisywanymi
wlasciwosciami, postuluje si¢ udziat MTs w procesach neurodegeneracyjnych, zapalnych
oraz kancerogenezy. Na podstawie roznic w ich budowie, dotychczas zostaty opisane cztery

izoformy MTs I-IV [19]. Wigkszo$¢ wiedzy na temat wlasciwosci MTs pochodzi z badan
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nad izoformami I i II, pierwotnie odkrytymi w korze nerki konia w 1957 roku jako bialtka
posiadajace zdolno$¢ do wigzania kadmu. Dotychczas ich obecno$¢ zostala potwierdzona
niemal we wszystkich tkankach i1 narzadach cztowieka [19]. W odroznieniu od tesminy, MTs
nie zawierajg w swojej budowie aminokwasow aromatycznych, a locus ich genu znajduje

si¢ na odmiennym chromosomie (16q13) [20].

Istniejg liczne doniesienia na temat potencjalnej roli MTs w procesie kancerogenezy
u cztowieka, zwigzane z ich wzmozong ekspresja w roznych typach nowotwordéw zlosliwych
w stosunku do prawidlowych komoérek. Wzmozona ekspresja MTs zostata potwierdzona
m. in. w nowotworach sutka, pluc, nerki, pgcherza moczowego czy skory [21, 22]. Wpltyw MTs
na proces kancerogenezy oraz wzrostu guza moze si¢ odbywac przez regulacje procesow
replikacji oraz r6znicowania komorek. Bedac rezerwuarem jondéw cynku, MTs reguluja synteze
kwasow nukleinowych i biatek zaangazowanych w procesy podziatu komoérki. Przemieszczenie
si¢ MTs z cytoplazmy na teren jadra komorkowego, w fazie syntezy DNA, potwierdzatoby
powyzsza teze [22]. MTs sa rowniez uwazane za modulator biatka p53, ktore funkcjonuje
jako czynnik transkrypcyjny, bedacy supresorem nowotworowym, posiadajagcym wiasciwos¢
aktywacji proceséw ochrony DNA komorki lub indukceji apoptozy w przypadku wystapienia
stresu komorkowego. Mutacje biatka p53, jako biatka supresorowego, wystepuja w licznych
nowotworach. Protekcyjne wlasciwosci biatka p53, polegajace na tworzeniu ochronnych
wigzan pomi¢dzy funkcjonalnymi domenami tego biatka zawierajacymi jony cynku i DNA
komorki, sa ograniczone przez zmniejszenie iloSci dostgpnych jondw  cynku
w przypadku wzrostu ekspresji MTs [23]. Innym istotnym zagadnieniem jest wptyw MTs
na zwigkszenie oporno$¢ komorek nowotworowych na radioterapi¢ i1 chemioterapig,
prawdopodobnie poprzez ich antyoksydacyjne wlasciwosci [24]. Istniejg rowniez doniesienia
na temat poszczegolnych nowotwordw, w ktorych ekspresja MTs jest zmniejszona w stosunku

do prawidtowych komorek, co wskazuje na fakt, Ze rola biatek z rodziny MT jest w procesach
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nowotworzenia niejednoznaczna i moze zaleze¢ od r6znych czynnikow. Do tych nowotwordéw
zalicza si¢ m.in. rak watrobowokomorkowy, rak zotadka czy nowotwory zlos§liwe tarczycy

[24, 25, 26].

Tabela 1. Roznice pomi¢dzy tesming oraz MTs.

Cecha Tesmina MTs
Locus genu 11q13 16q13
[lo$¢ znanych izoform I-111 -1V
Masa czgsteczkowa 55 kDa 6-7 kDa
Aminokwasy aromatyczne obecne nieobecne
Liczba egzonéw 9 3

15
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2.2 Rak zoladka

Rak zotadka to nowotwoér ztosliwy wywodzacy si¢ z tkanki nablonkowej
1 jest najczestszym typem histologicznym wsrdd wszystkich nowotworow ztosliwych zotadka
(ponad 95%). Wsrod pozostalych typéw nowotwordw nalezy wymieni¢ chloniaki, guzy
neuroendokrynne czy nowotwory podscieliskowe [27]. Uwzgledniajac dane statystyczne WHO
(ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia) z 2022 roku, rak Zotadka
jest globalnie pigtym, najczestszym nowotworem biorgc pod uwage zapadalnos$¢ oraz czwarta,
najczestsza przyczyng zgondw z powodu chordob nowotworowych [28]. Rak zotadka
jest choroba czesciej wystepujaca w krajach niskorozwinigtych (z wyjatkiem takich krajow
wysokorozwini¢tych jak Japonia 1 Korea Potudniowa, gdzie czgsto$¢ wystepowania raka
zotadka pozostaje duza). W Polsce obserwuje si¢ wieloletnig, malejacg tendencje
zachorowalnos$ci 1 umieralnosci, obecnie notuje si¢ okoto 5500 nowych zachorowan oraz 5000
zgondw rocznie. Rak zotadka wystepuje dwukrotnie czes$ciej wsrdod mezczyzn, liczba
zachorowan i zgonow ro$nie z wiekiem, a szczyt wystepowania tej choroby wystepuje po 70

roku zycia [29].

2.2.1 Etiologia raka zoladka

Rak zotadka jest chorobg wieloczynnikowa, przy czym jej etiologia nie jest catkowicie
poznana. Za pojedynczy, najsilniejszy czynnik ryzyka jej rozwoju, jest uwazane przewlekle
zakazenie bakterig Helicobacter pylori, jednak tylko u 1-2% 0sdb ze stwierdzonym zakazeniem
rozwinie si¢ nowotwor [27]. Wsrdd innych czynnikoéw ryzyka rozwoju raka zotadka wymienia
si¢ nieodpowiednig diete obejmujaca spozywanie solonych i wedzonych pokarmoéw,

czerwonego migsa, malg aktywnos¢ fizyczng, picie alkoholu, palenie tytoniu oraz zakazenie
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EPV (wirus Epsteina-Barra) [30]. Na uwage zastluguja rowniez genetyczne czynniki
ryzyka —uwaza sig¢, ze nawet do 10% przypadkow raka zotadka moze wystgpowac w przebiegu
roznych zespotow genetycznych takich jak m. in. rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata
(ang. familial adenomatous polyposis, FAP), zesp6t Li-Fraumeni czy zespdt Lyncha [27].
Ocenia si¢, ze 3% wszystkich przypadkoéw raka jest zwigzanych z zespotem dziedzicznego,
rozlanego raka zoladka (ang. hereditary diffuse gastric cancer), ktéory spowodowany
jest mutacjg genu CDHI kodujgego e-kadcheryne, biatka funkcjonujacego jako supresor
nowotworow pochodzenia nabtonkowego. E-kadheryna poprzez wzmacnianie adhez;ji
komorkowej zapobiega nadmiernemu podziatowi, inwazji oraz wzrostowi komoérek [31, 32].
Do stanow przednowotworowych zalicza si¢ zanikowe zapalenie btony sluzowej zotadka, stan
po czesciowej resekcji zotadka z przyczyn innych niz nowotworowe oraz obecnos¢ polipow
gruczolakowatych [27]. Jako profilaktyke zaleca si¢ unikanie spozywania solonych
1 wedzonych pokarméw, eradykacje zakazenia H. pylori, unikanie palenia tytoniu i picia

alkoholu oraz aktywno$¢ fizyczna [30].

2.2.2 Aspekty patomorfologii raka zoladka

2.2.2.1. Budowa histologiczna

Histologicznie nowotwory nabtonkowe zotadka dzieli si¢ na [33]:

e raka gruczotowego (adenocarcinoma),
» brodawkowatego raka gruczotowego (ang. papillary adenocarcinoma),
» cewkowego raka gruczotowego (ang. tubular adenocarcinoma),
» S$luzowego raka gruczolowego (ang. mucinous adenocarcinoma),

» raka o slabej kohezji / ang. poorly cohesive carcinoma (signet ring carcinoma),
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e mieszanego raka gruczotowego (ang. mixed adenocarcinoma),

e raka gruczotowo-ptaskonabtonkowego (ang. adenosquamous carcinoma),

e raka z limfoidnym podscieliskiem / rdzeniastego (ang. carcinoma with lymphoid
stroma / medullary),

e raka gruczotowego hepatoidalnego (ang. hepatoid adenocarcinoma),

e raka ptaskonabtonkowego (ang. squasmous cell carcinoma),

e raka neuroendokrynnego o wysokiej ztosliwosci (ang. high grade neuroendocrine
carcinoma),

e raka niezr6znicowanego (ang. undifferentiated carcinoma).

Ocena stopnia ztosliwosci histologicznej wg. klasyfikacji WHO (ang. World Health
Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia) z 2010 r. jest dokonywana dla rakow

gruczotowych cewkowych oraz brodawkowatych i zaktada podziat na [33]:

e wysoko dojrzaty G1 (dojrzate struktury gruczotowe stanowia ponad 95% utkania raka),
e $rednio dojrzaly G2 (dojrzate struktury gruczotowe stanowia od 95 % do 50% utkania),

e nisko dojrzaty G3 (dojrzate struktury gruczotowe stanowig ponizej 50% utkania).

Raki §luzowokomorkowe sa wyjsciowo kwalifikowane jako G3.

Istnieje kilka roznych klasyfikacji raka zoladka opisujacych roznice w budowie
morfologicznej] m.in. Laurena, Goseka, Carniero czy Minga. Najbardziej powszechng
z nich jest klasyfikacja Laurena, ktéra bierze pod uwage architekture i aspekty cytologiczne

zaktadajaca podziat na [34]:
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typ jelitowy (I) — cechuje si¢ egzofitycznym wzrostem z powstaniem owrzodzenia,
wystepuje czesciej u ludzi starszych, ma zawigzek z czynnikami §rodowiskowymi,
typ rozlany (II) — cechuje si¢ naciekajacym wzrostem, wystepuje czesciej u ludzi
mtodych,

typ mieszany (III).

2.2.2.2 Zaburzenia molekularne w raku zoladka

W wyniku zastosowania badan metodami molekularnymi, w raku zotadka udato

si¢ okresli¢ szereg nieprawidtowosci na poziomie DNA 1 RNA. Za najbardziej kompleksowy

system klasyfikacji zaburzen molekularnych w raku zotadka uwaza si¢ The Cancer Genome

Atlas okreslajacy ponizsze podtypy [35]:

zwigzany z niestabilnoscig chromosomalng (CIN — chromosome instability, okoto 50 %
przypadkow) — podtyp zwigzany z mutacjg genu kodujacego biatko p53 oraz aktywacja
kinaz tyrozynowych,

zwigzany z niestabilno$cig mikrosatelitarng (MSI — microsatelite instability, okoto
22% przypadkow — podtyp zwigzanych z wyciszeniem genu MLHI warunkujacego
uszkodzenie systemu naprawy nieprawidtowo sparowanych zasad,

zwigzany z zakazeniem wirusem EBV (EBV — Epstein-Barr virus, okoto 9%
przypadkow) — podtyp zwigzany z hipermetylacja wysp CpG oraz ekspresjg biatek
odpowiedzialnych za odpowiedZz immunologiczna,

zwigzany ze stabilnym genomem (GS - genomically stable, okolo 20%
przypadkéw) — podtyp zwigzany z nieprawidlowa ekspresja gendéw CDHI, RHOA

biorgcych udzial w adhezji migdzykomodrkowej oraz szlakach angiogenezy.
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2.2.2.3 Budowa makroskopowa oraz drogi szerzenia si¢ nowotworu

Ze wzgledu na rozbieznosci w morfologii raka zotadka, do oceny makroskopowej
stosuje

si¢ klasyfikacj¢ Bormanna zakladajaca podziat na [36]:

e typ 0 (posta¢ wczesna, naciek nie przekracza blony podsluzowej),
e typ 1 (posta¢ polipowata),

e typ 2 (posta¢ grzybiasta),

e typ 3 (posta¢ owrzodziata),

e typ 4 (postac rozlana).

Komoérki raka zotadka moga si¢ rozprzestrzenia¢ droga naczyn krwionos$nych dajac
w pierwsze] kolejnosci przerzuty do watroby lub otrzewnej, spotyka si¢ rowniez przerzuty
odlegte do okreslonych lokalizacji, takich jak jajnik (guz Krukenberga) czy w okolice pepka
(guz siostry Mary Joseph). W razie przerzutow droga naczyn chtonnych obserwuje si¢ inwazj¢
okolicznych weztow chtonnych. Z uwagi na ztozong budowe sptywu chlonnego dla zotadka
stopien oraz kolejnos¢ ich zajecia cechuje si¢ znaczng réznorodnoscig. Opisywany nowotwor

szerzy si¢ rowniez przez cigglo$¢ zajmujac sasiadujgce tkanki i narzady [27].

2.2.3 Aspekty kliniczne raka zoladka

2.2.3.1 Objawy Kkliniczne raka zoladka

Objawy raka zotadka sg niespecyficzne a ich nasilenie jest zalezne od zaawansowania
choroby. Najczgstszym objawem wczesnego raka jest bol zlokalizowany w nadbrzuszu,

W razie postepowania procesu chorobowego pojawiaja si¢ objawy dyspeptyczne, anemizacja
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spowodowana krwawieniem do $wiatta przewodu pokarmowego, brak apetytu, uczucie
pelnosci po positku czy utrata masy ciala [27]. W przypadku zaawansowanego procesu
nowotworowego do obrazu klinicznego dotaczajg si¢ rowniez objawy wodobrzusza, utrata
masy ciata, wysokiej niedroznosci przewodu pokarmowego, a w przypadku zagrazajacych
zyciu powiktan zwigzanych z perforacja §ciany zotadka lub masywnym krwawieniem, objawy

sg wlasciwe dla tych stanow [27, 37].

2.2.3.2 Diagnostyka raka zoladka

Badanie endoskopowe goérnego odcinka przewodu pokarmowego z biopsja zmiany
jest postepowaniem z wyboru w diagnostyce raka zoladka [27]. Badanie endoskopowe
umozliwia opisanie lokalizacji zmiany i zakresu nacieku z uwzglgdnieniem zajgcia wpustu
1 odzwiernika. Ze wzgledu na ryzyko pominigcia zmiany zaleca si¢ odpowiedni czas badania
endoskopowego wynoszacy powyzej 7 minut. W przypadku uwidocznienia guza nalezy pobrac

materiat do badania histopatologicznego (optymalnie 6-8 wycinkéw) [38].

Ultrasonografia jamy brzusznej dostarcza najczgsciej niespecyficznych informacii,
natomiast ultrasonografia endoskopowa (ang. endoscopic ultrasound, EUS) poprzez
wizualizacj¢ warstw §ciany zoladka, umozliwia réznicowanie pomig¢dzy rakiem wczesnym
a guzami naciekajagcymi warstwe miesniowa. Dodatkowo, ta metoda diagnostyczna pozwala
na ocen¢ regionalnych wezlow chtonnych pod katem zajgcia przez proces nowotworowy oraz

okreslenie mozliwos$ci przeprowadzenia endoskopowej resekceji [39].

Tomografia komputerowa jest badaniem dedykowanym do radiologicznej diagnostyki
1 oceny stopnia zaawansowania raka zotadka. Metoda ta zwykle umozliwia uwidocznienie
nacieku na bton¢ surowicza zotadka, naciek na okoliczne tkanki, jak réwniez obecnosé

odlegtych przerzutow czy zajecie weztow chlonnych. Tomografia rezonansu magnetycznego
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umozliwia doktadniejszg ocen¢ guza pierwotnego, natomiast nie daje dodatkowej korzysci
W ocenie stopnia zajecia weztow chlonnych [40, 41]. Pozytonowa tomografia emisyjna
(ang. positron emission tomography, PET) umozliwia obrazowanie aktywnosci metaboliczne;j
tkanek. Ze wzgledu na niska aktywno$¢ metaboliczng tego nowotworu, ocena guza
pierwotnego

w badaniu PET jest niepetna, dostarczane sg natomiast informacje na temat przerzutéw
do odleglych narzadow oraz pozaregionalnych weztow chtonnych [40]. W przypadkach
trudnych diagnostycznie, gdzie zachodza trudnosci w dokladnej ocenie zaawansowania
choroby lub brak jest potwierdzenia histopatologicznego mozna wykona¢ zabieg
diagnostycznej laparotomii lub laparoskopii zwiadowczej, w trakcie ktorej istnieje mozliwos¢
oceny jamy otrzewnej oraz znajdujgcych si¢ w niej narzadow wraz z pobraniem materiatu

do badania histopatologicznego lub cytologicznego [42].

Wsréd badan laboratoryjnych przydatnych w diagnostyce raka zofadka, nalezy
wymieni¢ oznaczenie st¢zenia markerow nowotworowych Ca 19-9 oraz CEA
(ang. carcinoembryonic antygen, antygen rakowo-plodowy), jednak dotychczas
nie znaleziono markera nowotworowego swoistego dla raka zotadka [43]. Do innych
pomocniczych parametréw laboratoryjnych pozwalajacych zaplanowa¢ odpowiednio proces
terapeutyczny, mozna zaliczy¢ stezenie hemoglobiny, parametrow stanu zapalnego czy stopnia

odzywienia pacjenta [27].
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2.2.3.3 Klasyfikacja TNM oraz stopnie zaawansowania raka zoladka

W celu okreslenia zaawansowania raka zotadka stosowany jest system TNM uzywany
w klasyfikacjach AJCC (ang American Joint Committee on Cancer, Amerykanski Wspolny
Komitet do Spraw Raka) oraz UICC (ang. Union for International Cancer Control,
Migdzynarodowa Unia do Walki z Rakiem). System TMN opiera si¢ na sktadowych:
T - wielko$¢ guza pierwotnego, N - braku lub obecno$ci przerzutow do wezidw chionnych,
M - braku lub obecnosci przerzutow odlegtych [44]. Definicje kategorii T, N, M dla raka

zotadka wedthug AJCC przedstawiaja si¢ nastepujaco:

Guz pierwotny (cecha T):

Tx — nie mozna oceni¢ guza pierwotnego,

TO — nie stwierdza si¢ guza pierwotnego,

Tis — rak nienaciekajacy (in situ): nowotwor sroédnablonkowy nienaciekajacy blaszki wlasciwe;j

btony sluzowej,

T1 — guz nacieka blaszke wlasciwa, blaszke migsniowag btony Sluzowej lub warstwe

podsluzowa,

T1la — guz nacieka blaszke wlasciwa lub blaszke migsniowa blony sluzowe;,

T1b — guz nacieka btong podsluzowa,

T2 — guz nacieka btone mig¢$niowa,

T3 — guz nacieka tkanke taczng znajdujaca si¢ pod warstwa surowicza, ale nie nacieka

otrzewnej trzewnej ani otaczajacych struktur,

T4 — guz nacieka otrzewng trzewna lub sasiadujace struktury,

T4a — guz nacieka otrzewng $cienna,
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T4b — guz nacieka sgsiadujgce struktury.

Regionalne wezly chlonne (cecha N):

Nx — nie mozna oceni¢ regionalnych weztéw chtonnych,

NO — nie stwierdza si¢ przerzutow w regionalnych weztach chtonnych,

N1 — obecne sg przerzuty w 1-2 regionalnych weztach chtonnych,

N2 - obecne sg przerzuty w 3-6 regionalnych weztach chtonnych,

N3 - obecne sg przerzuty w > 7 regionalnych weztach chlonnych,

N3a - obecne sg przerzuty w 7-15 regionalnych weztach chtonnych,

N3b - obecne sg przerzuty w > 16 regionalnych weztach chtonnych.

Przerzuty odlegle (cecha M):

Mx — nie mozna oceni¢ przerzutéw odlegtych,

MO — nie stwierdza si¢ przerzutéw odleghych,

M1 — stwierdza si¢ przerzuty odlegle.

Stopnie zaawansowanie dla raka Zzotadka zostaly przedstawione ponizej (Tabela 2).
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Tabela 2. Stopnie zaawansowania dla raka zotadka wg AJCC [44].

Stopien Cecha T Cecha N Cecha M

0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
T2 NO MO

IB
T1 N1 MO
T3 NO MO
A T2 N1 MO
T1 N2 MO
T4a NO MO
T3 N1 MO

1B
T2 N2 MO
T1 N3 MO
T4a N1 MO
1A T3 N2 MO
T2 N3 MO
T4b NO MO
T4b N1 MO

111B
T4a N2 MO
T3 N3 MO
T4b N2 MO
Imc T4b N3 MO
T4a N3 MO
v dowolne T dowolne N MI
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2.2.3.4 Leczenie chirurgiczne raka zoladka

Leczenie chirurgiczne pozostaje podstawa terapii raka zotadka, jednak jego zakres

zalezy od lokalizacji oraz zaawansowania procesu chorobowego.

W przypadku rozpoznania w badaniu gastroskopowym postaci wczesnego raka zotagdka
w stopniu zaawansowania IA, pacjent moze zosta¢ zakwalifikowany do endoskopowego
usunigcia zmiany. Stosuje si¢ dwie techniki: endoskopowag resekcje blony Sluzowej
(ang. endoscopic mucosal resection, EMR) polegajaca na podaniu ponizej warstwy blony
sluzowej zotadka roztworu utatwiajacego usunig¢cie zmiany za pomoca petli diatermicznej
oraz endoskopowa dysekcje podsluzéwkowa (ang. endoscopic submucosal dissection, ESD)
w trakcie ktorej odcina si¢ zmian¢ nowotworowa wraz z blong Sluzowa i pods$luzowa,
docierajac do btony miesniowej. Ze wzgledu na wigksza radykalnos¢, technika EDS znajduje
wicksze zastosowanie w endoskopowych zabiegach usuwania wczesnego raka zotadka [45].
Mimo oczywistych korzysci obejmujacych uniknigcie stresu i urazu okolooperacyjnego,
pacjent decydujacy si¢ na endoskopowe metody leczenia musi by¢ swiadomy koniecznosci
nadzoru endoskopowego 1 mozliwych, kolejnych interwencji chirurgicznych zaleznych

w pierwszej kolejnosci od uzyskanego marginesu resekceji [46].

Dla pacjentow z rakiem zotadka w stopniu IB-III, z dystalng lub $srodkowg lokalizacja
zmiany, dopuszcza si¢ wykonanie subtotalnej resekcji zotadka polegajacej w praktyce
na usuni¢ciu 4/5 narzadu, dopuszczalny margines zdrowej tkanki w tego typu zabiegach wynosi
5 cm. Subtotalna resekcja zoltadka jest zwigzana z mniejszg liczbg powiklan oraz wyzsza
jakoscia zycia w stosunku do zabiegu calkowitego wusunigcia zotadka [47].
W przypadku wieloogniskowosci raka, braku mozliwos$ci uzyskania odpowiedniego marginesu
histopatologicznego czy obecnosci typu rozlanego wg klasyfikacji Laurena, zachodzi
konieczno$¢ wykonania catkowitej gastrektomii [48]. W razie naciekania raka na sgsiadujace

narzady wskazane jest resekcja en bloc zotadka wraz z narzagdami objetymi naciekiem.

26



2. WSTEP

W zwiagzku z rozwojem technik matoinwazyjnych, zabiegi metoda laparoskopowg oraz zabiegi
z zastosowaniem technik chirurgii robotowej sa coraz powszechniejsze 1 wedlug najnowszych
analiz, prowadzonych gloéwnie przez badaczy w krajach azjatyckich, wyniki leczenia
sg porownywalne jak w chirurgii opartej na laparotomii, z zastrzezeniem wykonywania tego
typu zabiegow przez doswiadczonego operatora [49]. Po przeprowadzeniu zabiegdéw
resekcyjnych zachodzi koniecznos¢ odtworzenia ciggltosci przewodu pokarmowego:
w przypadku catkowitej gastrektomii najczesciej wykonuje si¢ zespolenia z wyizolowang p¢tla
Roux-en-Y lub zastosowaniem wstawki jelitowej, w przypadku subtotalnych resekcji istnieje
mozliwo$¢ potaczenia zoladka z dwunastnicg (metoda Rydygiera / Billroth I), petla jelita

czczego (Billroth II) lub zespolenie typu Roux-en-Y [27].

Istotnym elementem leczenia radykalnego jest wilasciwa limfadenektomia, ktora
pozwala na ustalenie stopnia zaawansowania nowotworu. Tabela 3 przedstawia klasyfikacje

poszczegolnych grup weztow chlonnych zotadka [27].
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Tabela 3. Klasyfikacja poszczegolnych grup wezidw chtonnych w raku zotadka

Nr stacji Lokalizacja stacji wezlow chlonnych w raku zoladka

1 Wezty okotowpustowe prawe
2 Wezty okolowpustowe lewe
3a Wezty krzywizny mniejszej potozone wzdtuz gatezi tetnicy zotadkowej lewe;

Wezty krzywizny mniejszej potozone wzdhuz dystalnej czesci tetnicy
3b
zotadkowej prawej 1 jej odgatezien

4sa Wezty krzywizny wiekszej potozone wzdhuz naczyn zotadkowych krotkich

Wezty krzywizny wigkszej potozone wzdtuz lewe;j tetnicy zotagdkowo-

4sb o
sieciowe;j
4d Wezty potozone wzdtuz naczyn zotagdkowo-sieciowych prawych
Wezty nadodzwienikowe wzdhuz proksymalnej czesci tetnicy zotadkowo-
’ sieciowe] prawej 1 jej odgatezien
Wezty pozaodzwienikowe wzdtuz pierwszych gatezi i proksymalnego odcinka
tetnicy zotagdkowo-sieciowej prawej do wysokosci sptywu prawej zyly
‘ zotadkowo-sieciowej oraz zylty przedniej gornej trzustkowo-dwunastniczej i
jej odgalezien
Wezty potozone wzdhuz pnia tetnicy zotadkowej lewej od odejscia od pnia
! trzewnego do podziatu na galezie wstepujace
8a Wezty przednio-gorne potozone wzdtuz tetnicy watrobowej wspolnej
&p Wezty tylne potozone wzdhuz tetnicy watrobowej wspdlnej
9 Wezty potozone wokét pnia trzewnego
10 Wezly wneki $ledziony i koncowego odcinka tetnicy sledzionowej
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11p Wezly potozone wzdhuz blizszej czesci tetnicy $ledzionowe;j
11d Wezty potozone wzdhuz dalszej czgséci tetnicy sledzionowe;j
Wezty wigzadla watrobowo-dwunastniczego wzdtuz tetnicy watrobowej
12a wiasciwej od glowy trzustki do wysoko$ci potaczenia przewodow
watrobowych prawego i lewego
Wezty wigzadla watrobowo-dwunastniczego wzdtuz przewodu zélciowego
12b wspodlnego od glowy trzustki do wysokosci potaczenia przewodow
watrobowych prawego i lewego
Wezty wigzadla watrobowo-dwunastniczego za zyla wrotng od glowy trzustki
P do wysokosci polaczenia przewodow watrobowych prawego i lewego
13 Wezty na tylnej powierzchni glowy trzustki okolicy brodawki Vatera
14v Wezty potozone wzdhiz zyty krezkowej gérne;j
14a Wezty potozone wzdhiz tetnicy krezkowej gorne;j
15 Wezty potozone wzdhuz naczyn okrezniczych srodkowych
16al Wezty potozone w okolicy roztworu aortalnego przepony
Wezty potozone wokét aorty brzusznej (od goérnego brzegu pnia trzewnego
o2 do dolnego brzegi zyly nerkowej lewe;j)
Wezty potozone wokot aorty brzusznej (od dolnego brzegu zyly nerkowej
ool lewej do gornego brzegu tetnicy krezkowej dolnej)
Wezty potozone wokot aorty brzusznej (od goérnego brzegu tetnicy krezkowe;j
16b2
dolnej o rozwidlenia aorty)
17 Wezly przedniej powierzchni glowy trzustki
18 Wezly wzdhuz dolnego brzegu trzustki
19 Wezty podprzeponowe przewazenie wzdluz tetnicy podprzeponowe;j
20 Wezty potozone w rozworze przetykowym przepony
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110 Wezly okotoprzetykowe w dolnej czesci klatki piersiowej

111 Wezly nadprzeponowe

112 Wezly §rodpiersiowe tylne

W  przypadku calkowitej resekcji zotadka wyrdznia si¢ nastepujace typy

limfadenektomii:

DO: limfadenektomia mniejsza niz D1

D1: wycigcie weztéw chtonnych stacji 1-7

D1+: limfadenektomia jak w D1 oraz dodatkowo wyciecie weztéw stacji 8a, 9, 11p

D2: limfadenektomia jak w D1 oraz dodatkowo wycigcie stacji 8a, 9, 10, 11p, 11d, 12a

D2+: limfadenektomia jak w D2 oraz dodatkowo wyciecie stacji 16, 19, 20, 110, 111

W  przypadku subtotalnej resekcji zotadka wyrdznia si¢ nastgpujace typy

limfadenektomii:

DO: limfadenektomia mniejsza niz D1

D1: wyciecie weztow chtonnych stacji 1, 3, 4sb, 4d, 5, 6, 7

D1+: limfadenektomia jak w D1 oraz dodatkowo wycigcie weztdéw stacji 8a, 9

D2: limfadenektomia jak w D1 oraz dodatkowo wycigcie stacji 8a, 9, 1, 11p, 12a
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Aktualnie u chorych operowanych z intencjg wykonania zabiegu radykalnego zaleca
si¢ wykonywanie limfadenektomii D2. Limfadenektomia o mniejszym zakresie
jest dopuszczalna w przypadku chorych z wczesng postacig raka, ktorzy nie zostali
zakwalifikowani do leczenia endoskopowego. Ocenia si¢, ze przeprowadzenie limfadenektomii

w stopniu D2 poprawia odlegte wyniki leczenia [50, 51].

2.2.3.5 Leczenie skojarzone raka zoladka

Wyniki dotychczasowych, szeroko zakrojonych badan przemawiajg za stosowaniem
okotooperacyjnej chemioterapii, w trakcie ktorej chorzy najczgsciej otrzymuja 2-4 cykle
chemioterapii przedoperacyjnej oraz 3-4 cykle po zabiegu. Wykazano, ze chemioterapia
okotooperacyjna wydluza przezycia chorych i1 nie zwigksza odsetka okotooperacyjnych
powiktan  [52]. Najczesciej stosowanymi  schematami  lekowymi sg  FLOT
(5-fluorouracyl, leukoworyna, oksaliplatyna, docetaksel) oraz ECF / ECX

(epirubicyna, cisplatyna, 5-fluorouracyl / kapecytabina) [53, 54].

W przypadku pacjentow po leczeniu operacyjnym, z potwierdzeniem miejscowo
zaawansowanego raka, ktorzy nie byli zakwalifikowani do okolooperacyjnej chemioterapii
zaleca si¢ chemioradioterapi¢ pooperacyjng. Wykazano, ze takie postgpowanie poprawia

odlegte przezycia chorych oraz zmniejsza odsetek wznéw miejscowych [55].

Dodatkowa mozliwoscig drogi podania lekow cytostatycznych jest chemioterapia
srodoperacyjna, ktérej zamystem jest prewencja lub leczenie przerzutow do jamy otrzewne;.
Optymalnym postgpowaniem poprzedzajacym dootrzewnowe wprowadzenie lekéw
jest kompletna operacja cytoredukcyjna. Wykazano, ze postepowanie tego typu moze wydtuzaé

przezycia chorych, jednak zwigksza ryzyko wystgpienia powiktan pooperacyjnych [56, 57].
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2.2.3.6 Leczenie paliatywne raka zoladka

Postepowanie chirurgiczne w rozsianym procesie nowotworowym (stopien IV)
ma na celu zachowanie drozno$ci przewodu pokarmowego i odzywiania chorego, co uzyskuje
si¢ poprzez wykonanie zespolen omijajacych zotadkowo — jelitowych lub endoskopowe
wprowadzenie protezy rozprezajacej $wiatto zotadka. W przypadku okotoodzwiernikowe;j
lokalizacji zmiany istnieje rowniez mozliwo$¢ przeprowadzenia zabiegéw paliatywnej,
obwodowej resekcji zoladka. W przypadku obecno$ci znacznego nacieku nowotworowego
uniemozliwiajacego przeprowadzenie jednej z wyzej opisanych procedur, wykonuje si¢ zabieg
implantacji mikrojejunostomii odzywczej pozwalajacej na zywienie dojelitowe dieta

przemystowa bezposrednio do $wiatla jelita cienkiego [27].

Jesli stan chorego na to pozwala, zalecana jest paliatywna chemioterapia w celu
przedluzenia zycia chorego. Wsrdd innych, niezabiegowych metod nalezy wzig¢ pod uwage
leczenie z zastosowaniem trastuzumabu (przeciwciata przeciwko receptorowi nablonkowego
czynnika wzrostu, ang. human epiderman growth factor receptor, HER2) czy radioterapii
majacej na celu powigkszenie §wiatta zotadka oraz zmniejszenie ryzyka krwawienia z guza

nowotworowego [58].
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Ze wzgledu na rozpowszechnienie, ztozono$¢ procesu terapeutycznego oraz czeste
rozpoznawanie w stadium uniemozliwiajacym catkowite wyleczenie, rak zotadka jest chorobg
stwarzajaca istotne wyzwanie terapeutyczne [27, 28]. Dotychczasowe efekty leczenia
obejmujace niezadawalajace wyniki odlegtych przezy¢ sktaniaja do poszukiwania nowych,
potencjalnych markerow nowotworowych pozwalajacych na szybsze wykrywanie procesu
nowotworowego, jak rowniez do poszerzania wiedzy na temat procesow regulujgcych biologie
tego nowotworu na poziomie molekularnym, co pozytywnie wplyn¢toby na efektywnosé

procesu diagnostycznego i terapeutycznego.

Majac na uwadze doniesienia na temat potencjalnej roli MTs w procesie kancerogenezy
mogacej oddzialywa¢ miedzy innymi poprzez regulacje proceséw podziatu komorki, popzez
gospodarke jonami cynku Ilub ochrong komoérki przed stresem komoérkowym,
nalezy podejrzewac, ze tesmina, bedac biatkiem funkcjonalnie podobnym do MTs, réwniez
moze odgrywacé role w procesach transformacji nowotworowej. Rola tesminy w procesie
kancerogenezy jest do tej pory stosunkowo stabo poznana, a jej potencjalny wplyw

na mechanizmy komorkowe zwigzane z wystgpowaniem raka zotadka jest wtasciwie nieznany.

Powyzsze fakty sktonity mnie do zbadania znaczenia ekspresji tesminy w raku zotadku

oraz sformutowania nastgpujacych celéw pracy:

1. Okreslenie poziomu ekspresji mRNA MTL5 metoda reakcji tancuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (ang. real time polymerase chain reaction, RT-PCR)
oraz nasilenia ekspresji i lokalizacji bialka tesminy metoda immunohistochemiczng
(IHC) w przypadkach raka zotadka oraz niezmienionej nowotworowo btonie §luzowej

zotadka, stanowigcej kontrole.
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2. Ocena zwigzku pomiedzy poziomem ekspresji mRNA MTL5 oraz biatka tesminy
w badanych przypadkach raka zotadka z danymi kliniczno-patologicznymi pacjentow,

w tym przezyciami catkowitymi chorych.
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4.1 Material

4.1.1 Grupa badana i kontrolna

Materiat do przeprowadzonych badan stanowity fragmenty guzéw oraz zdrowej tkanki
zotadka z marginesu cigcia chirurgicznego, pobierane 1 archiwizowane z preparatow
chirurgicznych od pacjentéw zakwalifikowanych do zabiegu gastrektomii, z potwierdzonym
wczesniej endoskopowo 1 histopatologicznie rakiem zotgdka. Pobierany material byt utrwalany
w zbuforowanej 5% formalnie a nastgpnie zabezpieczany w postaci bloczkéw parafinowych.
Dodatkowo, pozyskane tkanki byty utrwalone w ptynie RNAlater celem pdzniejszego
wykorzystania do badan molekularnych. Materiat ten pochodzit od pacjentéw, u ktérych
wykonano zabieg gastrektomii, operowanych w Klinice Chirurgii Ogolnej 1 Chirurgii
Onkologicznej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. Jana Mikulicza-Radeckiego
we Wroctawiu w latach 2018-2020, po wcze$niejszym uzyskaniu §wiadomej zgody od chorych.
Ponadto, uzyskano archiwalny material w postaci bloczkéw parafinowych z guzow
nowotworowych od pacjentow operowanych z powodu raka zotadka w latach 2011-2016
z Zaktadu Patomorfologii i Cytologii Onkologicznej Uniwersytecykiego Szpitala Klinicznego,

dzieki uprzejmosci Kierownika Zaktadu, Pani Prof. dr hab. Agnieszki Haton.
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Grupa badana obejmowata:
- 85 przypadkoéw fragmentéw guzow raka zotadka, w tym:
- pobierane srodoperacyjnie (40 przypadkow),

- preparaty pochodzace z zarchiwizowanego materiatu w postaci bloczkow

parafinowych (45 przypadkow).
Grupe kontrolng dla wyzej wymienionego materialu stanowito:

- 38 przypadkow zdrowej tkanki zotadka uzyskanej srodoperacyjnie z zachowanego

marginesu ci¢cia chirurgicznego.

Do opisywanych przypadkéw uzyskano, z zachowaniem anonimowos$ci, dane
kliniczno-patologiczne z bazy danych Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. Jana
Mikulicza-Radeckiego we Wroclawiu, obejmujace rozpoznanie histopatologiczne, stopien
ztosliwosci histologicznej, klasyfikacje stopnia zaawansowania nowotworu, typ nowotworu
wg klasyfikacji Laurena, dost¢pne dane dotyczace przezy¢, jak rowniez wiek, pte¢ pacjentow
1 stezenie w surowicy markerow nowotworowych Ca 19-9 i CEA. Charakterystyke grupy

badanej przedstawia Tabela 4.

Badanie uzyskato akceptacj¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym

we Wroclawiu (nr KB 506/2018).
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Tabela 4. Grupa badana — charakterystyka kliniczno-patologiczna pacjentow.

PARAMETR WARTOSC
SREDNIA WIEKU PACJENTOW (rozklad lat) 64 (35-83)
PLEC, n (%)
Mezczyzni 53 (62,35)
Kobiety 32 (37,65)
STOPIEN ZLOSLIWOSCI, n (%)
Gl 5(5,88)
G2 36 (42,35)
G3 44 (51,76)
STOPIEN ZAAWANSOWANIA CECHA T, n (%)
Tl 13 (15,29)
T2 19 (22,36)
T3 31 (36,47)
T4 22 (25,88)
STOPIEN ZAAWANSOWANIA CECHA N, n (%)
NO 31 (36,47)
N1, N2, N3 54 (63,53)
STOPIEN ZAAWANSOWANIA CECHA M, n (%)
Mx 41 (48,23)
MO 41 (48,23)
Ml 3(3,54)
KLASYFIKACJA LAURENA, n (%)
Typ jelitowy 31 (46,97)
Typ rozlany 22 (33,34)
Typ mieszany 13 (19,69)
SREDNIE WARTOSCI MARKEROW
NOWOTWOROWYCH
Ca 19-9 62,64
CEA 116,31
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4.2 Metody

4.2.1 Mikromacierze tkankowe

Mikromacierze tkankowe (ang. tissue microarrays, TMAs) sg metodg archiwizowania
materiatu tkankowego w bloczkach parafinowych, pozwalajaca na ujednolicenie warunkow
reakcji IHC, skrocenie czasu niezbednego na ich przeprowadzenie oraz znaczace ograniczenie
sumarycznych kosztow [59]. Po odpowiednim przygotowaniu bloczka parafinowego z tkanka,
zostal z niego pobrany skrawek, ktory poddano barwieniu hematoksyling 1 eozyna.
W dalszej kolejnosci wybarwione skrawki byly skanowane przy pomocy skanera
histologicznego Pannoramic Midi II (3DHISTECH Ltd.), nastgpnie przy uzyciu programu
Pannoramic Viewer Program (3DHISTECH Ltd.) wybrano z preparatu najbardziej
reprezentatywne obszary. Celem zwigkszenia reprezentatywnosci, z kazdego przypadku
zostaly pobrane 3 rdzenie o $rednicy 1,5 mm, ktére zostaty naniesione w $cisle okreslone;j
pozycji na macierz przy uzyciu automatycznego systemu do przygotowania macierzy
tkankowych TMA Grand Master (3DHISTECH Ltd.). Celem przeprowadzenia badania zostato
przygotowanych 4 bloczki TMAs z 85 przypadkow tkanki nowotworowej raka zotadka
oraz 2 bloczki TMAs z 38 przypadkow zdrowej tkanki zoladka z zachowanym marginesem

cigcia chirurgicznego.

4.2.2 Reakcje immunohistochemiczne (IHC)

Bloczki z pobrang tkanka zostaty pociete na skrawki parafinowe o grubosci 4 pm
1 natozone na szkietka podstawowe SuperFrost Plus (Menzel Gliser, Braunschweig, Niemcy).
Nastegpnie przeprowadzono proces 20 minutowej inkubacji w buforze Target Retrival Solution

o pH 9,0, w aparacie PT Linki (Dako Cytomation, Glostrup, Dania) celem uwodnienia,
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deparafinizacji 1 odslonigcia determinant antygenowych. W dalszej kolejnosci dokonano
ostudzenia preparatoéw w buforze ptuczacym (TBS z 0,1% Tween) przez czas 3 minut. Celem
wizualizacji wykorzystano system EnVision™ FLEX, High pH (Link) (Dako nr kat. K8000).
Przeprowadzono proces blokowania endogennej peroksydazy przez 5 min. inkubacja
w roztworze EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent, a resztki odczynnika usunieto
na drodze ptukania w buforze pluczacym (TBS z 0,1% Tween). Nastepnie nakropiono
przeciwciala pierwszorzgdowe — poliklonalne, krolicze przeciwciala anty-tesmina
(Novus Biologicals; nr kat. NBP2-13624) w rozcienczeniu 1:600 oraz monoklonalne, mysie
przeciwciala antyludzkie anty-Ki-67, klon MIB-1 (Dako, nr kat. IR626) stosowane jako
ready-to-use, inkubacja w temperaturze pokojowej trwata 20 minut, pozostatosci roztworu
przeciwcial usunieto na drodze przeptukania w buforze (TBS z 0,1% Tween). W nastepnym
etapie naniesiono przeciwcialo drugorzedowe znakowane peroksydaza chrzanowg
(EnVision FLEX/HRP) 1 przeprowadzono 20 minutowa inkubacj¢, pozostatosci roztworu
przeciwcial usunigto analogicznie przeptukujac buforem (TBS z 0,1% Tween). Po 5 minutowe;j
inkubacji szkietek w buforze (TBS z 0,1% Tween), na preparat naniesiono diaminobenzydyne¢
(DAB) 1 poddano 10 minutowej inkubacji. Nastepnie, szkielka przeptukano w buforze
(TBS z 0,1% Tween) i usuni¢to nadmiar DABu. Nastepnie, przeprowadzono 5 minutowg
inkubacj¢ przy uzyciu odczynnika EnVision FLEX Hematoxylin dzigki czemu uwidoczniono
strukture tkanki oraz jader komoérkowych na zasadzie barwienia kontrastowego. Pozostatosci
wyzej wymienionego odczynnika wyplukano woda destylowang i w kolejnym kroku
odwodniono preparat na drodze przeprowadzenia przez szereg alkoholi o wzrastajagcym
stezeniu (5 minutowe inkubacje w roztworach o stezeniu 70%, 96%, alkohol absolutny),
a na koncu w ksylenie. W ostatnim stadium reakcji, preparaty zostaty zamkniete szkietkiem
nakrywkowym wykorzystujac srodek SUB-X Mounting Medium i urzadzenie Cover Slipper.

Pozostaly, niewymieniony w opisie sprz¢t byt produkeji Dako Cytomation, Glostrup, Dania.
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Celem okreslenia prawidtowosci przeprowadzonych reakcji IHC dla przeciwcial
anty-tesmina oraz anty-Ki-67 wykonano probg kontrolg z uzyciem skrawkow tkanki jadra

ludzkiego.

4.2.3 Ocena nasilenia reakcji immunohistochemicznych

W celu dokonania oceny nasilenia cytoplazmatycznej ekspresji antygenu tesminy
w komorkach raka zotadka oraz prawidlowych komoérkach zoladka wykorzystano skale
wg Remmele i Stagnera (IRS) okreslajacg iloraz intensywnosci reakcji IHC oraz odsetek
komorek o pozytywnej ekspresji antygenu (Tabela 5). W celu okreslenia ekspresji tesminy
na obszarze jadra komoérkowego komorek raka zastosowano potilosciowa skale punktowsa
opisujacg odsetek komoérek nowotworowych wykazujacych pozytywng ekspresje antygenu
tesminy w stosunku do ogotu komorek nowotworowych widocznych w zakresie badanego

fragmentu tkanki (Tabela 6).

Tabela 5. Skala oceny preparatéw IHC wg Remmele i Stagnera zastosowana do oceny nasilenia

reakcji cytoplazmatycznej tesminy, uzyskany rezultat to iloczyn wartosci A i B (2= A x B) [60].

Ilo$¢ punktow Intensywnos$¢ reakcji Procent komorek
barwnej (A) wykazujacych reakcje (B)
0 Brak reakcji 0%
1 Staba reakcja <10 %
2 Srednia reakcja 10-50 %
3 Silna reakcja 51-80 %
4 81-100 %
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Tabela 6. Skala oceny jadrowej reakcji IHC zastosowana do oceny ekspresji tesminy [61].

Odsetek komorek z pozytywna
Ilos¢ punktow

ekspresja jadrowa
0 % 0
1-10 % 1
11-25 % 2
26-50 % 3
>50 % 4

4.2.4 Metoda real-time PCR

4.2.4.1 1zolacja calkowitego RNA

Pobierany s$rodoperacyjnie material byt natychmiast zabezpieczany w roztworze

RNA/ater (Invitrogen, USA) 1 przechowywany w temperaturze -20°C.

Catkowity RNA byt izolowany z badanego materiatu dzigki wykorzystaniu zestawu
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Niemcy), z zastosowaniem zalecanych przez producenta
wytycznych. Fragmenty tkanek o masie 20-30 mg umieszczano w 600 pl buforu lizujacego
RTL z dodatkiem 6 pl B-merkaptoetanolu (Merck, Niemcy) 1 poddawano 40 sekundowe;j
hemogenizacji na lodzie stosujac homogenizator Tissue Ruptor (Qiagen, Niemcy). Uzyskany
w ten sposob lizat tkankowy byl odwirowany przez czas 3 minut przy 12000 x g, nastgpnie

otrzymany po odwirowaniu supernatant mieszano w nowej probowce z 600 pl 70% alkoholu
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etylenowego. Tak przygotowang mieszaning nanoszono w porcjach na kolumne z zelem
krzemionkowym, po czym poddawano wirowaniu przez 15 sekund przy 8000 x g. Nastepnie,
kolumne obmywano 350 pl buforu RW1 i poddawano ponownemu wirowaniu. Aby usung¢
genomowe DNA probki poddawano trawieniu DNazg I, do 10 ul DNazy I dodawano 70 ul
buforu RDD (RNase-Free DNase Set, Quigen, Niemcy) i delikatnie mieszano, nastepnie enzym
nanoszono na zel krzemionkowy i inkubowano przez 15 min. w temperaturze pokojowe;.
Po przebytej inkubacji kolumng przemywano 350 pl buforu RW1 i dwa razu 500 ul buforu
RPE. Catkowity RNA zwigzany z zelem krzemionkowym eluowano nanoszac na kolumne 40
ul wody wolnej od RNaz i poddawano wirowaniu przez czas 1 min. przy 8000 x g. Nastepnie,
oznaczano czystos$¢ 1 stezenie uzyskanego RNA spektrofotometrycznie mierzac absorbancje
probek przy dlugosci dal 260 1 280 nm przy zastosowaniu spektrofotometru NanoDrop1000
(Thermo Fisher Scientific, USA). Otrzymane probki RNA byly przechowywane w

temperaturze -80°C.

4.2.4.2 Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono z zastosowaniem zestawu
odczynnikow High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA),
stosujac si¢ do wytycznych zalecanych przez producenta. Mieszaning reakcyjng sktadajaca si¢
z 10 pl catkowitego RNA o wadze 500 ng, 2 pl buforu, 0,8 pul dNTP, 2 ul primerow, 1 pl
odwrotnej transkryptazy MultiScribe, 1 pl inhibitora RNaz i 3,2 ul wody wolnej od nukleaz

poddawano kolejno procesom: inkubacji w temperaturze 25°C przez czas 10 min., 37°C przez

czas 2 godz. oraz 85°C przez czas 5 min. Probki cDNA byty przechowywane w temp. -20°C.
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4.2.4.3 Reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Poziom ekspresji mRNA MT7L5 byt badany metoda real-time PCR przy zastosowaniu
aparatu 7900HT Fast Real-Time PCR System (applied Biosystems, USA) i wykorzystaniu
TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, USA). Uzyskane wyniki byty
normalizowane w oparciu o ekspresj¢ genu referencyjnego GAPDH. Reakcje przeprowadzano
z wykorzystaniem gotowych, walidowanych zestawdéw starterow i1 sond typu TagqMan
dla MTL5 — Hs01127481 ml, dla GAPDH — Hs99999905 m1 (Applied Biosystems, USA).
Reakcje byty przeprowadzane z zachowaniem trzech powtérzen w ustalonych warunkach
dotyczacych czasu i1 temperatury: aktywacja polimerazy w 50°C przez 2 min., wstgpna
denaturacja w 94°C przez 10 min., w dalszej kolejnosci 40 cykli sktadajacych si¢ z denaturacji

w 94°C przez 15 sek. oraz przytaczenia starterow wraz z syntezg w 60°C przez 1 min. Wzglgdna

ekspresja mRNA MTL)5 byta obliczana metodg AACt.

4.3 Analiza statystyczna

Wyniki przeprowadzonych badan zostaly poddane analizie statystycznej przy uzyciu
programu Prism 5.0 (GraphPad, La Jolla, Kalifornia, USA). Dzigki zastosowaniu testu
Kotomorowa-Smirnowa zostal zbadany rozktad zmiennych oraz okreslono dla nich
warto$ci - minimalng, maksymalng, $rednia, mediang, odchylenie standardowe oraz rozrzut.
Celem przeprowadzenia analizy statystycznej roznicy badaniach cech w dwoch grupach
zastosowano test t-Studenta dla danych cechujacych si¢ rozkladem parametrycznym lub test
U-MannaWhitney’a dla danych cechujacych si¢ rozktadem nieparametrycznym. Celem
przeprowadzenia analizy statystycznej réznicy badanych cech pomiedzy wieloma grupami
zastosowano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji z testem post hoc Dunna dla danych

cechujacych si¢ rozkladem parametrycznym, natomiast dla danych cechujgcych si¢ rozktadem
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nieparametrycznym zostal zastosowany test Kruskalla-Wallisa z testem post hoc
Bonferroniego. Uwzgledniajac rozktad badanych cech ilosciowych, ich ewentualny zwigzek
okreslono przy uzyciu testu korelacji rang Spearmana. Przy poziomie istotno$ci mniejszym

niz 0,05 (p<0,05), uznawano wyniki analiz statystycznych za istotne.
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5. WYNIKI

5.1 Real-time PCR oraz reakcje IHC

W celu okreslenia ekspresji mRNA MTLS5 przeprowadzono reakcje RT-PCR w grupie
38 przypadkow (materiat zabezpieczony w RNAlater). Ekspresj¢ mRNA MTLS5 stwierdzono
w 36 (94,73 %) badanych przypadkach grupy badanej oraz 33 (86,84%) przypadkach grupy
kontrolnej. Ponadto, w celu okre§lenia poziomu ekspresji biatek tesminy 1 Ki-67,
przeprowadzono reakcje IHC. Ocena mikroskopowa wykazala cytoplazmatyczno-jagdrowsa
ekspresj¢ tesminy oraz jadrowa ekspresje Ki-67 (Rycina 2 1 3). Szczegdtowy rozktad ilosciowy

wyzej wymienionych biatek jest zaprezentowany w Tabeli 7.

Tabela 7. Grupa badana - rozktad ilosciowy obecnosci ekspresji IHC biatek tesminy 1 Ki-67.

Grupa kontrolna Grupa badana

(n=38) (n=85)
Tesmina IRS, n (%)
0 20 (52,63) 4 (4,7
1-12 18 (47,36) 81 (95,29)
Tesmina jadrowa, n (%)
0 2(5,26) 4 (4,7)
1-4 36 (94,73) 81 (95,29)
Ki-67, n (%)
0 7(18,42) 2 (2,35)
1-4 31 (81,58) 83 (97,65)
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Rycina 2. Immunohistochemiczna ekspresja tesminy w grupie kontrolnej i grupie badanej. (A) Niska
ekspresja tesminy w komorkach nabtonkowych Zotadka. (B) Cytoplazmatyczna i1 jadrowa ekspresja tesminy
w komorkach raka zotadka. Niska 1 wysoka ekspresja cytoplazmatyczna (odpowiednio C i D) oraz jadrowa

(odpowiednio E i F) tesminy w komorkach raka zotagdka. Powigkszenie 200 x.
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atie'y

Rycina 3. Immunohistochemiczna ekspresja bialka Ki-67 w grupie kontrolnej i grupie badane;.
(A) Niska ekspresja Ki-67 w komorkach nabtonkowych zotadka.

(B) Niska i (C) wysoka ekspresja Ki-67 w komorkach raka zotadka. Powigkszenie 200 x.
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5.2 Poziom ekspresji mRNA MTL)5 oraz nasilenie ekspresji IHC tesminy i Ki-67

Tabela 8. Ekspresja mRNA MTL5 oraz IHC tesminy 1 Ki-67 — statystyka opisowa grupy

kontrolne;.
Odchylenie
N=38 Srednia Mediana Minimum Maksimum
standardowe

RQ MTL5 5,593 5,498 0 12,96 4,022
Tesmina IRS 0,9640 0 0 4 1,204
Tesminar. jadrowa 2,447 2,5 0 4 1,206

Ki-67 1,675 1,333 0 4 1,3

Tabela 9. Ekspresja mRNA MTL5 oraz IHC tesminy i Ki-67 — statystyka opisowa grupy

badane;.
Odchylenie
N=85 Srednia Mediana Minimum Maksimum

standardowe

RQ MTL5 8,324 6,737 1 22,96 5,551

Tesmina IRS 4,883 4 0 12 3,08

Tesmina r. jadrowa 3,014 3,167 0 4 1,118

Ki-67 2,657 3 0 4 1,191
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Ekspresja mRNA MTL5 byta zrdéznicowana 1 cechowata si¢ obecnoscig przypadkow
z istotnie wyzszg ekspresja w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolnej
(p<0,05, test Manna-Whitney’a, Ryc. 4A). Réwniez cytoplazmatyczna i jadrowa ekspresja IHC
tesminy byly istotnie wyzsze w grupie badanej w stosunku do grupy kontrolnej
(odpowiednio p<0,0001; p<0,05, test Manna-Whitney’a, Ryc. 4B 1 4C). Podobnie w przypadku
jadrowej ekspresji IHC Ki-67, stwierdzilem istotnie wyzsza ekspresj¢ w grupie badanej

w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p<0,001, test Manna-Whitney’a, Ryc. 4D).
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Rycina 4. Analiza statystyczna poziomu ekspresji mRNA MTL5 (A) wykazata istotnie wyzszg
ekspresj¢  mRNA MTL5 w grupie badanej w stosunku do grupy Kkontrolnej
(p<0,05, test Manna-Whitney’a). W przypadku analizy nasilenia cytoplazmatycznej (B)
oraz jadrowe] ekspresji IHC tesminy (C), wykazalem istotnie wyzsza ekspresje
cytoplazmatyczng i jadrowg tesminy w grupie badanej w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(odpowiednio p<0,0001; p<0,05, test Manna-Whitney’a). W przypadku analizy poziomu
jadrowej ekspresji IHC Ki-67 (D), wykazalem istotnie wyzsza ekspresje Ki-67 w grupie
badanej w stosunku do grupy kontrolnej (p<0,001, test Manna-Whitney’a),

(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).
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5.3 Analiza badanych markerow wzgledem stopnia zlosliwosci histologicznej

Podjatem analizg poréwnawczg ekspresji mRNA MTL)5, cytoplazmatycznej i jadrowej
ekspresji [HC tesminy, jak rowniez ekspresji jadrowej IHC Ki-67 w grupach o poszczegdlnych
stopniach ztosliwosci histologicznej G. Grupg badang podzielono na 3 podgrupy: 5 przypadkow
raka o stopniu zlosliwosci G1, 36 przypadkow o stopniu ztosliwosci G2 oraz 44 przypadki

o stopniu ztosliwosci G3 (Tabela 4).

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata istotnie wyzsza ekspresj¢c mRNA MTLS
w podgrupie przypadkéw o stopniu ztosliwosci G1 w stosunku do podgrup przypadkow
o stopniu ztosliwosci G2 1 G3 (odpowiednio p<0,01; p<0,05, test Manna-Whitney’a, Ryc. 5A).
Dodatkowo zaobserwowalem istotnie nizsza, jadrowa ekspresje¢ IHC tesminy w podgrupie
przypadkow o stopniu ztosliwosci G2 w stosunku do podgrupy przypadkéw cechujacej
si¢ stopniem G3 (p<0,05, test Manna-Whitney’a, Ryc. 5C). Analiza stopnia cytoplazmatyczne;j
ekspresji IHC tesminy oraz jadrowej ekspresji IHC Ki-67 w podgrupach o poszczegdlnych
stopniach ztos§liwosci histologicznej G nie wykazata istotnych statystycznie rdznic

(odpowiednio Ryc. 5B i 5D).
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Rycina 5. Analiza statystyczna poziomu ekspresji mRNA MTL5 (A) wykazata istotnie wyzszg
ekspresjc mRNA MTL5 w podgrupie przypadkéw o stopniu G1 w stosunku do podgrup
o stopniu ztosliwosci G2 1 G3 (odpowiednio p<0,01; p<0,05, test Manna-Whitney’a),
nie obserwowano istotnych ro6znic pomigdzy podgrupami o stopniach G2 1 G3
(p=0,26, test Manna-Whitney’a). W przypadku cytoplazmatycznej ekspresji IHC tesminy (B)
nie wykazalem istotnie statystycznych roznic pomie¢dzy podgrupami o stopniu G1 1 G2,
G1 1 G3 ani G2 1 G3 (odpowiednio p=0,32; p=0,55; p=0,29, test Manna-Whitney’a). Jadrowa
ekspresja [HC tesminy (C) byla istotnie nizsza w podgrupie przypadkow o stopniu ztosliwosci

G2 w stosunku do podgrupy cechujacej si¢ stopniem G3 (p<0,05, test Manna-Whitney’a),
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nie wykazano istotnych ro6zni¢ pomiedzy grupami o stopniach G1 1 G2 ani Gl 1 G3
(odpowiednio p=0,38; p=0,85, test Manna-Whitney’a). W przypadku analizy jadrowe;j
ekspresji IHC Ki-67 (D) nie wykazatem istotnie statystycznych réznic pomiedzy podgrupami
o stopniu Gl 1 G2, GI 1 G3 ani G2 1 G3 (odpowiednio p=0,1; p=0,19; p=0,45,

test Manna-Whitney’a), (¥*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).
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5.4 Analiza badanych markerow wzgledem stopnia zaawansowania nowotworu

Podjatem rowniez analize¢ ekspresji mRNA MTL5, cytoplazmatycznej 1 jadrowej
ekspresji IHC tesminy oraz jadrowej ekspresji IHC Ki-67 w stosunku do grup cechujacych

si¢ okreslonymi wartosciami T, N oraz M w klasyfikacji stopnia zaawansowania nowotworu.

5.4.1 Analiza badanych markeréw wzgledem statusu T

Badang grupe podzielono na dwie podgrupy: przypadki o wartosciach

T1-2 (32 przypadki) oraz T3-4 (53 przypadki) (Tabela 4).

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic w poziomie
ekspresji mRNA MTLS5, cytoplazmatycznej 1 jadrowej ekspresji IHC tesminy oraz jadrowe;j
ekspresjii  IHC  Ki-67 pomiedzy podgrupami cechujagcymi  si¢  wartoSciami

T1-2 1 T3-4 (odpowiednio Ryc. 6A, 6B, 6C i 6D).
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Rycina 6. Analiza statystyczna ekspresji mRNA MTLS5 (A), cytoplazmatycznej (B) 1 jadrowe;j
(C) ekspresji IHC tesminy oraz jadrowej ekspresji IHC Ki-67 (D) nie wykazata istotnych
statystycznie roznic pomigdzy podgrupami T1-2 oraz T3-4 (odpowiednio p=0,42; p=0,35;

p=0,71; p=0,27, test Manna-Whitney’a), (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).
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5.4.2 Analiza badanych markeréw wzgledem statusu N

Badang grupe podzielono na dwie podgrupy: przypadki o wartosciach

NO (31 przypadkéw) oraz o wartosciach N1-3 (54 przypadki) (Tabela 4).

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic w poziomie
ekspresji mRNA MTLS5, cytoplazmatycznej 1 jadrowej ekspresji IHC tesminy oraz jadrowe;j
ekspresji IHC Ki-67 pomiedzy podgrupami cechujacymi si¢ wartos§ciami NO oraz NI1-3

(odpowiednio Ryc. 7A, 7B, 7C 1 7D).
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Rycina 7. Analiza statystyczna ekspresji mRNA MT7L5 (A), cytoplazmatycznej (B) i jadrowe;j

(C) ekspresji IHC tesminy oraz jadrowej ekspresji IHC Ki-67 (D) nie wykazala istotnych
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statystycznie roéznic pomiedzy podgrupami NO oraz N1-3 (odpowiednio p=0,98; p=0,72;

p=0,51; p=0,32, test Manna-Whitney’a), (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).

5.4.3 Analiza badanych markeréw wzgledem statusu M

Badang grupe podzielono na dwie podgrupy: przypadki o wartosciach

MO (41 przypadkéw) oraz o wartosci M1 (3 przypadki) (Tabela 4).

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazala istotnie nizszg ekspresj¢ mRNA MTLS5
w podgrupie MO w stosunku do podgrupy M1 (p<0,05, test Manna-Whitney’a, Ryc. 8A),
poza tym nie wykazano istotnych réznic w poziomie cytoplazmatycznej i jadrowej ekspresji
IHC tesminy oraz jadrowej ekspresji IHC Ki-67 pomiedzy podgrupami M0 i M1 (odpowiednio

Ryc. 8B, 8C i 8D).
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Rycina 8. Analiza statystyczna ekspresji mRNA MTLS5 (A) wykazata istotnie wyzszg ekspresj¢
mRNA MTL5 w podgrupie przypadkow o stopniu M1 w stosunku do podgrupy przypadkow
z stopniem MO (p<0,05, test Manna-Whitney’a). W przypadku cytoplazmatycznej (B)
1 jadrowej (C) ekspresji IHC tesminy oraz jadrowej ekspresji IHC Ki-67 (D)
nie wykazano istotnych statystycznie rdéznic pomiedzy podgrupami MO oraz Ml

(odpowiednio p=0,44; p=0,3; p=0,26, test Manna-Whitney’a), (*p<0.05; **p<0.01;

*#5p<(.001; ****p<0.0001).
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5.5 Analiza badanych markerow wzgledem typu nowotworu wg klasyfikacji Laurena

Przeprowadzitem dodatkowo analiz¢ statystyczng ekspresji mRNA MTLS,
cytoplazmatycznej i jadrowej ekspresji IHC tesminy oraz jadrowej ekspresji IHC Ki-67
w stosunku do poszczegolnych typéw nowotworu zotadka wg klasyfikacji Laurena. Badang
grupe podzielono na 3 podgrupy wg typdéw nowotworu: typ jelitowy (31 przepadkow),

typ rozlany (22 przypadki) oraz typ mieszany (13 przypadkow) (Tabela 4).

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazala istotnie nizsza, jadrowa ekspresj¢ IHC
tesminy w podgrupie o rozlanym typie nowotworu w stosunku do podgrupy o typie mieszanym
(p<0,05, test Manna-Whitney’a, Ryc. 9C), poza tym nie wykazano innych istotnie statystycznie
roznic w poziomie ekspresji mRNA MTLS5, cytoplazmatycznej ekspresji THC tesminy
oraz jadrowej ekspresji IHC Ki-67 pomigdzy wyzej scharakteryzowanymi podgrupami

(odpowiednio Ryc. 9A, 9B 1 9D).
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Rycina 9. Analiza statystyczna poziomu ekspresji mRNA MTL5 (A) nie wykazata istotnie
statystycznych  réznic pomigdzy podgrupami o typie jelitowym i rozlanym,
jelitowym i1 mieszanym ani rozlanym i mieszanym (odpowiednio p=0,37; p=0,23; p=0,16,
test Manna-Whitney’a). W przypadku cytoplazmatycznej ekspresji IHC tesminy (B)
nie wykazalem istotnych roznic pomig¢dzy podgrupami o typie jelitowym i rozlanym,
jelitowym 1 mieszanym ani rozlanym i mieszanym (odpowiednio p=0,41; p=0,07; p=0,19,
test Manna-Whitney’a). Jadrowa ekspresja [HC tesminy (C) byla istotnie nizsza w podgrupie
przypadkéw o typie rozlanym w stosunku do podgrupy cechujacej si¢ typem mieszanym

(p<0,05, test Manna-Whitney’a), nie wykazano istotnych réznic pomi¢dzy grupami o typach

60



5. WYNIKI

jelitowym 1 rozlanym ani jelitowym 1 mieszanym (odpowiednio p=0,29; p=0,07, test Manna-
Whitney’a). W przypadku analizy poziomu jadrowej ekspresji IHC Ki-67 (D) nie wykazatem
istotnych statystycznych roéznic pomig¢dzy podgrupami o typie jelitowym 1 rozlanym,
jelitowym 1 mieszanym ani rozlanym i mieszanym (odpowiednio p=0,57; p=0,87; p=0,42, test

Manna-Whitney’a), (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).

5.6 Analiza badanych markerow wzgledem plci pacjentow

Grupa badana zostata podzielona wg ptci na dwie podgrupy: pte¢ zenska (32 przypadki)

1 pte¢ meska (53 przypadki) (Tabela 4).

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazala istotnych roéznic w poziomie
ekspresji mRNA MTLS5, cytoplazmatycznej i jadrowej ekspresji IHC tesminy oraz jadrowej
ekspresji IHC Ki-67 pomiedzy podgrupami o réznych plciach (odpowiednio p=0,13; p=0,97;

p=0,73; p=0,54, test Manna-Whitney’a).
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5.7 Analiza badanych markerow wzgledem przezy¢ odleglych pacjentow

Analiza statystyczna dostgpnych danych dotyczacych przezy¢ w grupie badanej
wykazata, ze przypadki raka zotadka cechujace si¢ nizsza od mediany cytoplazmatyczng
ekspresja IHC tesminy cechowaly si¢ istotnie krétszym czasem przezycia catkowitego
w stosunku do grupy, w ktorej ekspresja cytoplazmatyczna tego biatka byta wyzsza od mediany
(p<0.05, test Mantela-Coxa, Ryc. 10A). Podobny trend obserwowatem
w przypadku nizszej od mediany, jadrowej ekspresji IHC tesminy, wykazujac roznice
na granicy istotnosci (p=0.056, test Mantela-Coxa, Ryc. 10B). W przypadku jadrowej ekspresji
IHC Ki-67 wykazatem odwrotng tendencje — grupa przypadkéw z ekspresja Ki-67 ponizej
mediany cechowala si¢ dluzszym czasem przezycia catkowitego (trend bez istotnosSci
statystycznej p=0.17, test Mantela-Coxa, Ryc. 10C). Powyzsze analizy ilustruja wykresy
krzywych przezy¢ Kaplana-Maiera zawarte na Rycinie 10. Ze wzgledu na brak danych
klinicznych nie przeprowadzilem analizy dotyczacej przezy¢ w stosunku do ekspresji mRNA

MTLS.
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Rycina 10. Analiza statystyczna przezy¢ catkowitych w zalezno$ci od poziomu
cytoplazmatycznej (A) i jadrowej ekspresji THC tesminy (B) oraz jadrowej ekspresji

IHC Ki-67 (C).
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5.8 Korelacje ekspresji mRNA MTLS oraz ekspresji IHC tesminy i Ki-67

w grupie badanej

Przeprowadzona analiza zwigzku ekspresji mRNA MTLJ5, cytoplazmatycznej i jadrowej
ekspresji IHC tesminy oraz jadrowej ekspresji IHC Ki-67 w grupie badanej, z wykorzystaniem

testu Spearmana, wykazata istotne statystycznie, pozytywne korelacje pomi¢dzy:

- cytoplazmatyczng ekspresja IHC tesminy a jadrowg ekspresja IHC tesminy

(r=0,2288; p<0,05; Ryc. 11A),

- cytoplazmatyczng ekspresja IHC tesminy a jadrowa ekspresja IHC Ki-67

(r=0,3274; p<0,01; Ryc. 11B).

Pozostale korelacje nie okazaty si¢ istotnie statystycznie (Tabela 10).
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Rycina 11. Dodatnia korelacja cytoplazmatycznej ekspresji IHC tesminy z: (A) jadrowa
ekspresja IHC tesminy (r=0,2288; p<0,05, test korelacji Spearmana), (B) jadrowa ekspresja

IHC Ki-67 (r=0,3274; p<0,01, test korelacji Spearmana).

65



5. WYNIKI

Szczegdtowe wyniki analizy korelacji pomigdzy badanymi warto$ciami przedstawia

Tabela 10.

Tabela 10. Macierz korelacji pomi¢dzy ekspresja mRNA MTLJ5, cytoplazmatyczng i1 jadrowa
ekspresja IHC tesminy oraz jadrowa ekspresjg IHC Ki-67. W tabeli zostaty przedstawione
wspolczynniki  korelacji, wyniki istotne statystycznie zostaly oznaczone gwiazdkami

(*p<0,05, **p<0,01).

Tesmina IRS Tesmina r. jadrowa Ki-67
RQ MTL5 0,05296 -0,2811 -0,1006
Tesmina IRS 0,2288* 0,3274**
Tesmina r. jadrowa -0,08019

(*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001).

5.9 Korelacje ekspresji mRNA MTLS oraz ekspresji IHC tesminy i Ki-67

z stezeniem markerow nowotworowych Ca 19-9 oraz CEA w surowicy

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazala istotnych korelacji pomig¢dzy
ekspresja mRNA MTLS5, cytoplazmatyczng i jadrowa ekspresja IHC tesminy oraz jadrowa
ekspresja IHC Ki-67, a stezeniem markerow nowotworowych Ca 19-9 oraz CEA w surowicy

w grupie badanej (test korelacji Spearmana).
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5.10 Korelacje ekspresji mRNA MTLS oraz ekspresji IHC tesminy i Ki-67

z wiekiem pacjentow

Po przeprowadzeniu analizy statystycznej zwigzku pomig¢dzy ekspresja mRNA MTLS5,
cytoplazmatyczng i jadrowa ekspresja IHC tesminy oraz jadrowa ekspresja IHC Ki-67,
a wiekiem chorych w grupie badanej wykazano istotng statystycznie, ujemng korelacje
pomiedzy poziomem jadrowej ekspresji IHC tesminy oraz wiekiem pacjentéw (Rycina 12).
Analiza korelacji pomigdzy ekspresja mRNA MTLS5, cytoplazmatyczng ekspresja IHC tesminy
oraz jadrowa ekspresja IHC Ki-67, a wiekiem chorych nie wykazata istotnych statystycznie

roznic (test korelacji Spearmana).

100-
= 80;--. o o :
E  gTceeeeeeeil .. & -g--eee ..
.2’_,. 60 ° -‘ i
3+
o 40
E [ ]
2
20
0 T ' . ' ;
0 1 2 3 * ’

tesmina r. jadrowa

Rycina 12. Ujemna korelacja jadrowej ekspresji IHC tesminy z wiekiem chorych w grupie

badanej (r=-0,3687; p<0,05, test korelacji Spearmana).
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6. DYSKUSJA

W krajach rozwini¢tych choroby nowotworowe sg druga najczestszg przyczyng zgonow
po chorobach uktadu sercowo-naczyniowego, a rak zoladka pozostaje jedng z najczestszych
przyczyn umieralno$ci z powodu choréb nowotworowych [28, 29]. Ze wzgledu na brak
zadawalajacych metod leczenia, jak rowniez czgste rozpoznawanie tej choroby w stadium
utrudniajagcym lub uniemozliwiajagcym catkowite wyleczenie, istnieje koniecznos¢
usprawniania metod diagnostycznych 1 poszukiwania nowych celow terapeutycznych,

co pozwolitoby na wczesniejsze wykrycie 1 poprawe wynikow leczenia [27].

Tesmina jest biatkiem posiadajacym w swojej budowie sekwencje cysteinowe, dzigki
czemu moze tworzy¢ wigzania z metalami ciezkimi kontrolujac ich stezenie w §rodowisku
komorki [7]. Wiazac metale (m.in. cynk), tesmina moze posrednio regulowaé aktywnos¢
czynnikéw transkrypcyjnych zaleznych od cynku, np. zawierajacych w swojej budowie
domeng ,, palcéw cynkowych ”. Wptywajac na aktywno$¢ gendw lub enzyméw wymagajacych
jonéw cynku jako kofaktora, tesmina moze potencjalnie oddzialywa¢ na DNA komorki
i regulowac procesy proliferacji komorki [7, 9]. Tesmina moze rdwniez chroni¢ komorke przed
stresem zwigzanym z obecnos$cig metali cigzkich czy wptywac¢ na indukcje procesu apoptozy
[7, 9]. Wiasciwosci te odgrywaja role w procesie kancerogenezy. Ponadto, opisywane cechy
upodobniajg ja funkcjonalnie do biatek z rodziny MTs, ktorych zaburzona ekspresja zastata
potwierdzona w réznych nowotworach, m. in. w raku zotadka [22, 23]. Jednak biorac
pod uwage aktualny stan wiedzy, rola tesminy w procesach kancerogenezy jest stabo poznana,

a jej udzial w procesach komérkowych w raku zoladka jest nieznany.

W przeprowadzonym  eksperymencie = wykazalem  statystycznie = wyzsza,

cytoplazmatyczng oraz jadrowa ekspresje IHC biatka tesminy jak réwniez mRNA MTL5
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w przypadku komérek raka zotadka w porownaniu do zdrowej tkanki. Powyzsza obserwacja
moze $wiadczy¢ o roli tesminy w procesie kancerogenezy tego nowotworu. By¢ moze
podwyzszona ekspresja tesminy ma dziatanie protekcyjne wobec komorek raka np. w sytuacji
zaistnienia stresu komorkowego zwigzanego z obecnoscig metali cigzkich lub zaburza inicjacje
procesu apoptozy w przypadku wystgpienia mutacji odpowiedzialnych za transformacje
nowotworowg. Ponadto, dotychczas potwierdzono udzial tesminy w procesach proliferacji
w przypadku komorek przechodzacych podzialty mejotyczne oraz komoérek raka
niedrobnokomoérkowego ptuc. Wykazana przeze mnie jej wyzsza ekspresja w komorkach raka
zotadka w stosunku do prawidtowych komorek moglaby sugerowac jej role w stymulacji
podziatu komoérek raka zotadka [1, 3, 9]. Ponadto, stwierdzona w moich badaniach istotnie
wyzsza ekspresja tesminy w jadrze komorkowym komorek raka zotadka moze sugerowac
jej udziat w procesach syntezy DNA oraz organizacji chromatyny analogicznie
do procesu mejozy [7]. Opisywana w literaturze wzmozona ekspresja oraz translokacja tesminy
z cytoplazmy do jadra komoérkowego w przebiegu proceséw podziatu komorki bylty dodatkowo
zintensyfikowane w $rodowisku bogatym w jony cynku [3, 4, 7]. W moich badaniach
stwierdzilem dodatnig korelacj¢ pomig¢dzy ekspresja cytoplazmatyczng oraz jadrowa tesminy
co mogtoby sugerowaé bardziej ztozong role tego bialka jako wystepujacego w roznych

lokalizacjach komorki.

Mimo niewielkiego stanu wiedzy na temat roli tesminy w chorobach nowotworowych
wyniki moich badan zdaja si¢ w pewnym stopniu r6zni¢ od doniesien innych autorow [9, 63].
Dotychczas ekspresja tesminy zostala stwierdzona u cztowieka w niedrobnokomoérkowym raku
ptuc, raku plaskonabtonkowym szyjki macicy, jak réwniez raku prostaty i zotadka [9, 62, 63].
Grzegrzotka 1 wsp. w  badaniu obejmujacym obszerng grupe przypadkow
niedrobnokomorkowego raka pluc wykazali istotnie wyzszg ekspresje mRNA MTLS

oraz cytoplazmatyczng i jadrowg ekspresje IHC tesminy w komorkach niedrobnokomoérkowego
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raka ptuc w stosunku do zdrowej tkanki pluca, jak rowniez pozytywna korelacje pomig¢dzy
ekspresja tesminy i1 Ki-67. W badaniu wykazano rowniez dodatnig korelacj¢ ekspresji tesminy
z ekspresjg MCMS5 1 MCM7, biatek bedacych markerami proliferacji komorkowej. Wyciszenie
mRNA MTL5 w komorkach linii komérkowych niedrobnokomorkowego raka phuc
powodowato zmniejszenie ekspresji MCMS 1 MCM?7 oraz zmniejszenie ilosci komorek
wchodzacych w fazg G2 podziatu komorkowego, co moze potwierdza¢ udziat tesminy
w procesach proliferacji [9]. Analogicznie jak w przeprowadzonym przeze mnie
eksperymencie, Huang 1 wsp., w badaniach z uzyciem metod IHC oraz PCR, udowodnili
wyzszg ekspresje tesminy w komodrkach raka ptaskonablonkowego szyjki macicy w stosunku
do prawidlowego nabtonka szyjki macicy. W opisywanym badaniu, ekspresja tesminy
korelowata rowniez ze zwigkszong agresywnoscig nowotworu oraz gorszym rokowaniem.
Po przeprowadzeniu eksperymentu na liniach komorkowych raka szyjki macicy wykazano,
ze wyciszenie genu MTL5 w znaczacym stopniu hamowato proliferacje komorek
nowotworowych [63]. Badanie rozszerzano rowniez o wykorzystanie modelu podskornych
przeszczepow ksenogenicznych u myszy — potwierdzono, ze wyciszenie genu M7L5 moze
hamowa¢ wzrost guza [63]. Pomimo zbieznych do moich wynikoéw obserwacji ww. autorow
o wyzszej ekspresji tesminy w komorkach raka w poroéwnaniu do komoérek tkanek
prawidtowych, stanowigcych kontrole, rezultaty wtasnych badan dotyczace zwiazku tesminy
z procesem proliferacji s3 w pewnym stopniu z nimi sprzeczne. W moich badaniach
stwierdzilem staba, pozytywng korelacj¢ pomiedzy ekspresja cytoplazmatyczng tesminy
oraz ekspresja Ki-67, jakkolwiek nie odnotowalem podobnej zaleznosci w przypadku ekspres;ji
jadrowej. Poniewaz, wedlug dostepnej literatury aktywnos$¢ biologiczna tesminy
(m.in. regulacja procesOw podziatéw komorkowych) dotyczy jadra komérkowego, powyzsza

obserwacja sugeruje, ze mechanizmy regulujace proces proliferacji komorkowej w raku
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zotadka przez tesming sg odmienne niz analogiczne procesy w rakach niedrobnokomoérkowych

phuc oraz raku ptaskonabtonkowym szyjki macicy i wymagaja dalszych badan.

Dodatkowo, wykazana przez mnie istotnie wyzsza ekspresja mRNA MTL5 w grupie
przypadkéw charakteryzujacych si¢ stopniem zlosliwosci histologicznej G1 w stosunku
do grup o stopniu G2 i G3, moze potwierdza¢ supresorowe wiasciwosci badanego biatka
w przypadku raka zotadka. Ponadto, w mojej pracy wykazalem istotny statystycznie zwiazek
wyzszego poziomu cytoplazmatycznej i jadrowej ekspresji IHC biatka tesminy z dluzszym
czasem przezy¢ pacjentow, jakkolwiek brak odpowiedniej ilosci danych nie pozwolit
mi na okreslenie zaleznosci przezy¢ z poziomem ekspresji mRNA MTLS5. Dluzszy czas przezy¢
pacjentow z wyzsza cytoplazmatyczng i jadrowa ekspresja IHC tesminy oraz wyzsza ekspresja
MTLS5 w przypadkach o mniejszej zto§liwosci moga sugerowaé supresorowa role tesminy

w raku zotadka.

Tesmina, bedac biatkiem zawierajagcym w swojej budowie reszty cysteinowe, posiada
zdolno$¢ do wigzania metali ci¢zkich, co moze upodabnia¢ ja do MTs pod wzglgdem
funkcjonalno$ci. Powyzsze podobienstwo pozwala przypuszczaé, ze tesmina moze odgrywac
w raku zotagdka podobna role do MTs. Na przestrzeni lat byty opublikowane r6zne doniesienia
na temat potencjalnej roli MTs w raku zotadka [64, 65, 66]. Badajac metoda real time PCR
ekspresje podtypu lizoformy, MT1J, Xu Y i wsp. wykazali, ze jej ekspresja byla istotnie nizsza
w komorkach nowotworowych raka Zotadka, a niski poziom ekspresji istotnie korelowal
z zaawansowanym stadium choroby nowotworowej [64]. Ponadto, jej wysoka ekspresja
wplywata hamujaco na procesy proliferacyjne i prowadzita do apoptozy komorek [64].
Do podobnych wnioskéw doszli Xu G i wsp. - w badaniu przeprowadzonym na liniach
komoérkowych raka zotadka wykazali, ze ekspresja podtypu MT1G rowniez byla nizsza
w komorkach raka w stosunku do prawidtowych komorek [65]. Dodatkowo potwierdzony

zostal korzystny wpltyw MTI1G polegajacy na hamowaniu proliferacji komoérkowej
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oraz zmniejszaniu inwazyjnosci — wykazano, ze wysoka ekspresja MT1G na drodze negatywnej
regulacji $ciezki sygnatowej PI3K/AKT ostabia proces przejscia epitelialno-mezenhymalnego,
zmniejszajac potencjat przerzutowy komorki [65]. W badaniach dotyczacych podtypu 11
izoformy MTs, MT2A, Pan i wsp. rowniez wykazali istotnie nizszg ekspresjc MT2A
w przypadku komorek raka zotadka w pordéwnaniu komorkami pochodzacymi z linii
komorkowej wyprowadzonej ze zdrowej tkanki zotagdka. Dodatkowg obserwacja byta nizsza
ekspresja w raku nisko zroznicowanym [66]. Inng interesujgca obserwacja byta nizsza ekspresja
MTs w komorkach zotadka pobieranych od pacjentéw z potwierdzonym zakazeniem bakterig
H. pylori, ktére jest uznawane za czynnik ryzyka rozwoju raka [67]. Ponadto, w grupie chorych
z potwierdzonym zakazeniem H. pylori, ekspresja MTs byla nizsza wsrod osob u ktorych
potwierdzono obecno$¢ wczesnej postaci raka zotagdka w stosunku do osob bez potwierdzenia
choroby nowotworowej [67]. Dostgpna wiedza na temat niskiej ekspresji MTs w raku zotadka
stoi niejako w opozycji do uzyskanych przeze mnie wynikow dotyczacych istotnie wyzszej
ekspresji tesminy w komoérkach raka. By¢ moze, pomimo strukturalnego podobienstwa, MTs
oraz tesmina posiadaja odmienne mechanizmy regulujace ekspresje, a sama zdolnos$¢
do wigzania metali ci¢zkich nie warunkuje uczestnictwa w jednakowych procesach

komorkowych.

W zwigzku z hipotetyczng rolg tesminy jako koaktywatora warunkujacego aktywnos$¢
aldosteronu oraz dezoksykortykosteronu dla receptora mineralokortykoidowego, bedacego
zaleznym od wyzej] wymienionych zwigzkéw czynnikiem transkrypcyjnym, mozna
przypuszczaé, ze tesmina mogtaby spetnia¢ role koaktywatora rowniez dla ekspresji innych
gendw, w tym tez dla genow zwigzanych z procesami transformacji nowotworowej
lub proliferacji komdrkowej [6]. Aktualny stan wiedzy na temat tesminy nie pozwala jednak

na jednoznaczne na potwierdzenie tej hipotezy.
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Zgodnie z posiadang przez mnie wiedzg, przeprowadzone przeze mnie badanie
jest pierwszym okreslajagcym ekspresje tesminy na poziomie genu oraz biatka w gruczolakoraku
1 prawidtowej tkance zotadka. Istotnie wyzsza ekspresja cytoplazmatyczna i jagdrowa mRNA
MTLS5 1biatka tesminy w komorkach raka w poréwnaniu z tkankg niezmieniong nowotworowo,
sugeruje mozliwg role tesminy w procesie kancerogenezy w raku zotgdka. Mimo niewielkiego
stanu wiedzy na temat roli opisywanego biatka w biologii nowotworow, jego wyzsza ekspresja
zostala dotychczas potwierdzona w niedrobnokomorkowym raku phluca oraz raku
ptaskonablonkowym szyjki macicy, co jest wynikiem zbieznym z rezultatem moich badan
[9, 66]. Niewatpliwie niezbedna jest kontynuacja badan, ktéore umozliwilyby poszerzenie

wiedzy na temat roli tesminy w raku zotadka oraz innych nowotworach ztosliwych cztowieka.
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1. Podwyzszona ekspresja mRNA MTLS5 jak rowniez cytoplazmatyczna 1 jadrowa ekspresja
IHC tesminy w komorkach raka zotadka w poréwnaniu z komoérkami niezmienionymi

nowotworowo moga §wiadczy¢ o udziale tesminy w kancerogenezie raka zotadka.

2. Wyzsza ekspresja mRNA MTL5 w stopniu ztosliwosci G1 w poréwnaniu do stopnia
G2 1 G2 oraz dtuzszy czas przezy¢ pacjentdw z wyzsza cytoplazmatyczng 1 jadrowa ekspresja
IHC tesminy moga sugerowac supresorowg role tesminy w raku zotadka oraz $wiadczy¢

0 jej potencjalnej roli jako pozytywnego czynnika prognostycznego w tej chorobie.
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Tesmina (ang. testis specific metallothionein like protein), zwane tez MTLS5
(ang. metallothionein like protein 5) jest bialkiem o masie 55 kDa, posiadajgcym w swojej
budowie sekwencje cysteinowe. Ta okreSlona cecha budowy umozliwia tesminie
oddziatywanie na DNA komorki jak réwniez wigzanie metali cigzkich wplywajac na ich
homeostaze komorkowsa. Postuluje sie, ze tesmina moze mie¢ wpltyw na procesy zwigzane
z replikacja komorki 1 indukcja apoptozy jak rowniez chroni¢ komorke przed stresem
zwigzanym z obecnos$cig metali cigzkich. Witasciwosci te mogg odgrywac role w procesie
kancerogenezy. Ponadto, opisywane cechy upodobniajg ja funkcjonalnie do biatek z rodziny
metalotionein, ktorych zaburzona ekspresja zastala potwierdzona w roéznych rodzajach
nowotworow.  Dotychczas  potwierdzono  istotnie  wyzsza  ekspresj¢  tesminy
w  komodrkach nowotworowych niedrobnokomoérkowego raka pluc oraz raka

ptaskonablonkowego szyjki macicy.

Rak zotadka stanowi globalnie piaty pod uwage zapadalno$ci oraz czwarty pod wzgledem
umieralno$ci nowotwodr zlosliwy. Cechuje go skapoobjawowy przebieg oraz czgste
rozpoznanie w stadium utrudniajagcym Ilub uniemozliwiajagcym catkowite wyleczenie.
Najczestszym typem histologicznym jest rak gruczolowy. Wsrdd czynnikow ryzyka wymienia
si¢ m. in. nieodpowiednig diet¢, malg aktywnos$¢ fizyczng, picie alkoholu, palenie tytoniu

czy zakazenie bakterig H. pylori.

Celem mojej pracy bylo zbadanie ekspresji tesminy (M7L5) na poziomie mRNA 1 biatka
w komorkach raka oraz niezmienionej nowotworowo tkance zotadka. Ponadto celem byto
okreslenie zwigzku pomig¢dzy uzyskanymi rezultatami oraz danymi kliniczno-patologicznymi

pacjentéw, w tym przezyciami calkowitymi chorych.
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Materiat do przeprowadzonych badan stanowity fragmenty guzéw oraz zdrowej tkanki
zotadka pobierane 1 archiwizowane z preparatow chirurgicznych pacjentow z potwierdzonym
wczesniej histopatologicznie rakiem zotadka. Pobierany materiat byt utrwalany w formalnie
a nastgpnie zabezpieczany w postaci bloczkow parafinowych jak réwniez w ptynie RNAlater.
Materiat ten pochodzit od pacjentow operowanych w Klinice Chirurgii Ogolnej i Chirurgii
Onkologicznej USK im. Jana Mikulicza-Radeckiego we Wroctawiu. Ponadto, uzyskano
archiwalny materiat guzo6w nowotworowych w postaci bloczkéw parafinowych z Zaktadu
Patomorfologii i Cytologii Onkologicznej. Zgromadzony materiat badawczy stanowito

85 przypadkow raka zotadka oraz 38 przypadkow niezmienionej nowotworowo tkanki zotadka.

Na skrawkach parafinowych przeprowadzono reakcje immunohistochemiczne (IHC)
z uzyciem przeciwcial przeciwko tesminie oraz Ki-67. Ocenie podlegat stopien ekspresji
cytoplazmatycznej 1 jadrowej ww. Dbiatek. Poziom ekspresji mRNA MTLS5
byt okreslany za pomoca techniki Real-Time PCR. Uzyskane rezultaty byly analizowane
w odniesieniu do danych kliniczno-patologicznych (stopien zlosliwosci histologicznej,
klasyfikacja stopnia zaawansowania nowotworu, typ nowotworu wg klasyfikacji Laurena,
wiek oraz pte¢ pacjentow, wartoSci markerow nowotworowych, przezycia calkowite

pacjentow).

Wykazatem ekspresj¢ mRNA MTLS5 oraz ekspresje IHC cytoplazmatyczng i jadrowa
tesminy 1 Ki-67 w komorkach raka zotadka oraz w komodrkach zdrowej tkanki zotadka.
Ekspresja mRNA MTL5 oraz ekspresja IHC cytoplazmatyczna i jadrowa tesminy jak rowniez
Ki-67 byty istotnie wyzsze w przypadku raka zotadka (odpowiednio p<0,05; p<0,0001; p<0,05;
p<0,001 test Manna-Whitney’a). Cytoplazmatyczna ekspresja tesminy korelowala istotnie
dodatnio z ekspresja jadrowa tesminy (r=0,2288; p<0,05) oraz ekspresja Ki-67
(r=0,3274; p<0,01). Dodatkowo wykazalem, ze nizsza, cytoplazmatyczng ekspresja tesminy

korelowata z nizszymi warto$ciami przezy¢ (p<0.05, test Mantela-Coxa).
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W oparciu o przeprowadzone badania stwierdzilem ekspresj¢ tesminy w prawidtowe;j
tkance zofadka jak rowniez w komoérkach raka zoladka zard6wno na poziomie mRNA
1 biatka. Ponadto wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan wskazujg na potencjalny udziat

tesminy w procesie transformacji nowotworowej raka zotadka.
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Tesmin (testis specific metallothionein like protein), also known as MTLS
(metallothionein like protein 5) is a 55 kDa weight protein that contains cysteine sequences
in its structure. This specific structural feature enables tesmin to interact with cell DNA
as well as bind heavy metals, conditioning their cellular homeostasis. It is considered
that tesmin may affect the processes related to cell replication, induction of apoptosis
and protection against heavy metal presence induced cellular stress. These properties may have
impact on carcinogenesis process. In addition, described features determine tesmin’s functional
similarity to proteins from the metallothionein family, whose disturbed expression has been
confirmed in various types of cancer. So far, significantly higher expression of tesmin

has been described in cancer cells of non-small cell lung cancer and cervical cancer.

Globally, gastric cancer is the fifth most common malignant tumor in terms of incidence
and the fourth most common in terms of mortality. It is characterized by oligosymptomatic
course and frequent diagnosis at a stage that makes complete recovery difficult or impossible.
The most common histological type is adenocarcinoma. Among the risk factors are poor diet,

low physical activity, alcohol consumption, smoking or H. pylori infection.

The aim of my research was to investigate the cytoplasmic and nuclear expression
of tesmin (MTLJ5) at the mRNA and protein level in cancer cells and non-cancerous gastric
tissue. Additionally, we tried to determine the relationship between the obtained results

and clinical and pathological data of patients, including overall survival.

The material for the study consisted of fragments of tumors and healthy gastric tissue
obtained from surgical specimens from patients with histopathologically confirmed gastric

cancer. The collected material was partially fixed in formaline and then protected in the form
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of paraffin blocks, partially fixed in RNAlater fluid. Collected material were obtained
from patients operated in the Department of General Surgery and Oncological Surgery
of University Clinical Hospital in Wroctaw. In addition, archival material of cancer tumors
in the form of paraffin blocks was obtained from the Department of Pathology and Oncological
Cytology. The research material consisted of 85 cases of gastric cancer and 38 cases

of non-cancerous gastric tissue.

Immunohistochemical (IHC) reactions were performed on paraffin sections using
antibodies against tesmin and Ki-67. The degree of cytoplasmic and nuclear expression
of tesmin as well as Ki-67 was evaluated. mRNA MTL5 expression level was determined
by Real-Time PCR technique. The obtained results were analyzed in relation
to clinicopathological data (histological malignancy, tumor staging, type of tumor according
to Lauren's classification, patients age and sex, tumor marker values, overall survival patients

data).

I demonstrated expression of mRNA M7L5 and IHC cytoplasmic and nuclear
expression of tesmin and Ki-67 in gastric cancer and normal gastric tissue cells. The expression
of mRNA MTL5 and IHC cytoplasmic and nuclear expression of tesmin and Ki-67
was significantly higher cancer cells compared to healthy tissue (p<0,05; p<0,0001; p<0,05;
p<0,001 Mann-Whitney test). Cytoplasmic tesmin expression correlated significantly
positively with nuclear tesmin expression (r=0,2288; p<0,05) and Ki-67 expression
(r=0,3274; p<0,01). In addition, I showed that lower cytoplasmic expression of tesmin

correlated with lower survival rates (p<0.05, Mantel-Cox test).

Based on the conducted research, I found the expression of tesmin in normal gastric
tissue as well as in gastric cancer cells, both at the mRNA and protein level. In addition, results
of my research indicate the potential involvement of tesmin in the process of malignant

transformation in gastric cancer.
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