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3 WSTEP

3.1 RAK]JELITA GRUBEGO

Nowotwory stanowig gtowny problem zdrowotny Europy, na ktérg przypada
okoto % Swiatowych przypadkéw raka, mimo ze kontynent zamieszkuje 1/10 Swiatowe;j
populacji. Rak jelita grubego (R]JG) jest drugim co do czesto$ci wystepowania
nowotworem w Europie po raku piersi. Zajmuje tez drugie miejsce - po raku ptuc - jako
przyczyna $mierci z powodu nowotworu [Dyba T i in., 2021]. Szacuje sie, ze w skali
globalnej, RJG stanowi okoto 10% wszystkich rocznie diagnozowanych nowotworow, a
jego wskaznik $miertelnosci wynosi 9,4% [Sung H i in., 2021]. Wskazuje sie tez, ze liczba
nowych przypadkéw na calym $wiecie do 2030r. wzros$nie do 2,2 miliona, a $mierci
spowodowanych tym typem nowotworu do 1,1 miliona. Gwattowny przyrost nowych
przypadkéw dotyczy przede wszystkim krajow o niskim i $rednim statusie
ekonomicznym, czy krajow podlegajacych transformacji. Natomiast zachorowalnos$é
wyhamowuje, czy nawet lekko spada, w krajach najwyzej rozwinietych, w ktérych jednak
odsetek zachorowan pozostaje bardzo wysoki [Arnold M i in., 2017]. Powolne odwracanie
trendu jest przypisywane przede wszystkim ogoélnokrajowym programom
przesiewowym oraz zwiekszonej liczbie przeprowadzanych kolonoskopii [Ait Ouakrim B

iin., 2015].

Obserwacje ostatnich lat, w szczego6lnosci duzy wzrost zapadalnosci na R]G
wsrod oséb urodzonych w latach 50 i 60 sugeruje, ze czynniki ryzyka rozwoju tego typu
nowotworu pojawiajg sie bardzo wcze$nie i prawdopodobnie sg zwigzane z ekspozycja
na czynniki srodowiskowe w zyciu ptodowym, dzieciectwie, czy wczesnej mtodosci

[Murphy CCiin., 2023].

RJG w Polsce plasuje sie na trzecim miejscu wsrdod mezczyzn pod wzgledem
czestosci wystepowania (12,6%) a na drugim wsrod kobiet (9,7%), ale juz jako przyczyna
zgonoOw zwigzanych z nowotworami zto$liwymi zajmuje miejsce drugie u mezczyzn
(12,6%) a trzecie u kobiet (11,8%). Wspomniane stabilizujace sie lub malejgce tendencje
w wystepowaniu R]JG nie dotycza Polski, w ktorej na rok 2025 przewiduje sie 24600
nowych zachorowan, co, w stosunku do 2006r., bedzie stanowito przyrost az o 75%.

Polska nie ma sie tez czym pochwali¢ w zakresie wczesnej diagnostyki i leczenie,




poniewaz odsetek przezy¢ piecioletnich jest u nas jednym z najnizszych w Europie. Mimo
niewielkiej poprawy obserwowanej w ostatnich latach, odsetki przezy¢ piecioletnich
polskich pacjentéw z R]G s3 nizszej niz usrednione wskazniki europejskie o ponad 10
punktéw procentowych [Jaroszynska Z i in., 2021]. Takze odsetek catkowitych wyleczen
jest dwukrotnie nizszy w Polsce, wynoszac 30-35% wobec 65% w Europie Zachodniej

[Oledzki ], 2006].

Zachorowalno$¢ na R]JG wzrasta wraz z wiekiem i okoto 90% nowych
przypadkoéw dotyczy oséb powyzej 50 roku zycia [Thélin C i in.,, 2015]. Jednakze w
Europie, Ameryce Péinocnej, Australii oraz Chinach zaobserwowano niepokojacy wzrost
liczby zachorowan u os6b w wieku 20-49 lat, co prawdopodobnie jest spowodowane
zmiang kierunku i dynamiki funkcjonowania spoteczenstwa [Vuik FE i in.,, 2019].
Przypuszcza sie, ze trend wzrostowy zachorowalnosSci i Smiertelnosci koreluje z
obecnymi poziomami rozwoju spotecznego, a jego wzrost moze odzwierciedla¢ przyjecie
bardziej zachodniego stylu Zycia [Arnold M i in., 2017]. Coraz bardziej powszechny
siedzacy tryb zycia prowadzi do otytoSci, powodujacej zwiekszenie zar6wno obwodu talii,
jak i wskaznika masy ciata (BMI), ktore sa cechami somatycznymi wykorzystywanymi do
oceny predyspozycji zachorowania na RJG [Rawla P i in., 2019]. Spozycie czerwonego i
przetworzonego miesa jest zwigzane z wystgpieniem RJG [ZhaoZiin., 2017], podobnie jak
nawet niewielka ilo$¢ alkoholu dziennie [Choi Y] i in., 2018]. Rak jelita grubego koreluje z
dtugotrwatym paleniem tytoniu, intensywne palenie (>40 papierosdéw/dzien) przez
ponad 30 lat zwieksza ryzyko zachorowania o0 40% i podwaja $miertelno$¢ w poréwnaniu
z osobami niepalagcymi [Botteri E i in., 2020]. Co wiecej, nikotynizm wigze sie z
prewalencja specyficznych mutacji prowadzacych do rozwoju R]G, np. z mutacjami w
genie BRAF oraz niestabilno$cig mikrosatelitarng (MSI) i fenotypem metylatora wysp CpG
(CIMP), lecz nie mutacjami w genach APC i KRAS [Chen K i in., 2015; Botteri E i in., 2020].

W wigkszoSci przypadkow (c.a. 70%) rozwoj raka jelita grubego nie jest
genetycznie uwarunkowany i ma charakter sporadyczny. Jedynie u okoto 5% jest
zwigzany z chorobami dziedzicznymi. Dwa najczestsze zespoty predysponujgce do
rozwoju RJG to dziedziczny niepolipowaty rak jelita grubego (HNPCC), znany rowniez
jako zespot Lyncha, oraz rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata (FAP). Oba zaburzenia

dziedziczone sg w sposéb autosomalny dominujacy. Natomiast u pozostatych 20-25%




widoczne sg predyspozycje rodzinne, jednak bez wyodrebnionych mutacji zarodkowych
[Valle L i in., 2019; Kasi A i in., 2020]. Okoto 90% przypadkéw rozwija sie na podtozu
wczesniejszych fagodnych zmian, takich jak gruczolaki i zmiany zgbkowane. Mechanizm
molekularny klasycznej sekwencji gruczolak-gruczolakorak obejmuje mutacje a genie
APC, po ktérych pojawiajg sie mutacje w genach KRAS i TP53, czemu towarzyszy
niestabilno$¢ chromosomalna (CIN). Natomiast w alternatywnej S$ciezce polipoéw
zabkowanych, najczestsza zmiang inicjujagcg sa mutacje w genie BRAF oraz zmiany
epigenetyczne polegajace na hipermetylacji sekwencji promotorowych genéw, zwigzane
z fenotypem CIMP. Trzecia droga, z gruczolakami lub polipami zgbkowanymi jako
stadium przednowotworowym, prowadzi przez dysfunkcje enzymatycznego
mechanizmu napraw par zasad btednie podstawianych (parowanych) w procesie

replikacji (MMR), co skutkuje MSI [Kasi A i in., 2020].

Progresja zmian przednowotworowych do raka inwazyjnego moze trwac od 5 do
15 lat [Huck MBiin., 2016]. Ryzyko transformacji nowotworowej zalezy od ilo$ci polipdw
i ich wielkoSci, stopnia dysplazji i budowy histologicznej. Tylko z okoto 0,25% polipéw
rozwinie sie rak, jednak posiadanie nawet jednego polipa duzego (210 mm) wigze sie z
juz z 7% prawdopodobienstwem konwersji w raka inwazyjnego, polipa z >20% udziatem
komponenty kosmkowej — do 17%, za$ dysplazji wysokiego stopnia - do 37%, a ryzyko
roSnie wraz ze wspotistnieniem tych czynnikow ryzyka transformacji [Degowska M i in.,
2008]. U podstawy wymienionych zaleznoSci lezg zmiany molekularne, ktére kumulujg
wraz ze wzrostem masy polipa, udziatu procentowego komponenty kosmkowej i stopnia
dysplazji, co przektada sie na rosnacy potencjat transformacyjny. Wykazano, ze wsrod
zmian molekularnych  pogtebiajacych  sie  proporcjonalnie do rosngcego
prawdopodobienstwa zezloSliwienia jest uposSledzenie mechanizmoéw regulatorowych i
obronnych organizmu. Zalicza sie do nich, miedzy innymi, wzrost ekspresji biatek szoku
termicznego [Szczuka I i in. 2021] a spadek ekspresji atypowych receptorow chemokin
ACKR [Lewandowska P i in. 2020]. Biatka szoku termicznego (HSP) to biatka odpowiedzi
na stres, ktére odpowiadajg przede wszystkim za utrzymanie proteostazy. Wéréd ich
Jklientéw” s3 biatka kluczowe dla nabycia przez komoérke cech umozliwiajacych
transformacje, przezycie, samowystarczalno$¢ w zakresie zapewnienia sobie sygnatow
wzrostowych, nieograniczong zdolno$¢ tworzenia komoérek potomnych oraz wzrost w

oderwaniu od podtoza i zdolno$¢ zasiedlania odlegtych narzadéw, czyli zestawu cech




charakteryzujacych komérke nowotworowa [Hanahan i Weinberg, 2000]. HSP sa
nadekspresjonowane w nowotworach, rowniez w R]G, i, ze wzgledu na swoja role,
postrzegane jako potencjalny cel terapii przeciwnowotworowej, ktéry mégtby pozwolié
rozwigza¢ problem plastycznosci nowotworowej [Lacey T i in.,, 2021]. Z kolei ACKR
uczestniczg w wygaszaniu stanu zapalnego poprzez wychwyt prozapalnych cytokin i

chemokin, co jest niekorzystne z punktu widzenia komoérek przednowotworowych.

Stan zapalny pethi kluczowa role w transformacji nowotworowej i pdzZniejszej
promocji wzrostu guza, co znalazto potwierdzenie w uznaniu go przez Hanahana i
Weinberga za jedng z umiejetnos$ci umozliwiajacych nowotworzenie - ,an enabling
feature” - i wlaczenie w katalog cech charakteryzujacych komérki nowotworowe w
przetomowym opracowaniu ,Hallmarks of cancer: the new generation” [Hanahan i
Weinberg, 2011]. Komorki uktadu odpornosciowego kierowane gradientem chemokin do
miejsc zapalnych staja sie Zrédtem reaktywnych form tlenu i azotu, ktére uszkadzaja
makroczasteczki, w tym i kwasy nukleinowe, zwiekszajac prawdopodobienstwo mutacji,
i biatka enzymatyczne odpowiedzialne za naprawe uszkodzen, prowadzac do,
wspomnianego wczesniej, MSI [Lin Siin., 2018; Kirtonia Aiin., 2020]. Wydzielajg rowniez
mediatory umozliwiajgce podtrzymanie i propagacje stanu zapalnego oraz modulacje
ekspresji gendw, a takze czynniki wzrostowe promujgce przezycie i rozw6j komérek
transformowanych oraz formowanie guza, a w dalszych etapach przerzutowanie i
tworzenie ognisk wtornych. Jednocze$nie, promowane przez komdrki nowotworowe
madiatory zapalne i czynniki wzrostowe modulujg odpowiedZ immunologiczng
gospodarza tworzgac mikrosrodowisko sprzyjajace rozwojowi i umozliwiajace ucieczke
spod nadzoru immunologicznego [Muthusami S i in., 2021; Francuz T i in, 2016].
Mechanizmy te odpowiadajg za wyzsze ryzyko wystgpienia RJG u pacjentow z
nieswoistymi zapaleniami jelit (NZ]), tj. z choroba LesSniowskiego-Crohna (CD), a w
szczegblnosci z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (UC) [Nebbia M i in., 2020; Gros
B i in.,, 2023]. Prawdopodobienstwo to ros$nie z nasileniem stanu zapalnego, czyli
aktywnosciag choroby, oraz z czasem jej trwania, stanowigc u pacjentéw z UC 2% po 10
latach, 8% po 20, ale juz miedzy 18% a 30% po 30 latach [Majumder S i in., 2022;
McDowell C i in., 2022]. Rak bedacy powiktaniem NZ] to CAC (ang. colitis-associated
cancer) ma inny profil zmian genetycznych i epigenetycznych niz sporadyczny R]G, w

ktérym mutacje APC s3 zadsze, a dominuja mutacje w genach TP53 (p53), IDHI

10



(dehydrogenaza izocytrynianowa 1) i protoonkogenie MYC. CAC odpowiada za okoto 15%
zgonow wsréd pacjentéw z NZ]. W poréwnaniu z rakiem sporadycznym, CAC jest
zazwyczaj bardziej agresywny, o wiekszym stopniu odrdéznicowania komoérek, lokuje sie
raczej w okreznicy niz odbytnicy i ma wieksza sklonno$¢ do tworzenia ognisk
synchronicznych [Nebbia M i in.,, 2020]. Co wiecej, ryzyko zgonu z powodu CAC jest
znamiennie wyzsze niz w przypadku raka sporadycznego, mimo nizszego stopnia
zaawansowania w momencie diagnozy dzieki skutecznemu nadzorowi endoskopowemu

[Olen Oiin., 2020].

Dzieki wyraznie wyodrebnionym stanom przedrakowym w R]G, osoby z grup
wysokiego ryzyka, tj. pacjenci z NZ]J, FAP, HNPCC oraz pacjenci z historig RJG lub
polipektomig w wywiadzie, moga by¢ objete nadzorem endoskopowym [Hassan C i in.,
2020]. Wykonywanie endoskopii raz na 10 lat jest rekomendowane roéwniez u oso6b bez
dodatkowych czynnikéw ryzyka po przekroczeniu 50 roku zycia. Coraz powszechniejsze
stosowanie kolonoskopii wraz z identyfikacjga i usuwaniem zmian przedrakowych,
umozliwity wykrywanie RJG na wcze$niejszym etapie [Simon K, 2016]. Z jednej strony
prowadzi to do lepszych rokowan, zwiekszajac szanse przezycia pacjentéw, a z drugiej do,
wspomnianego wczesniej, zmniejszenia sie liczby zachorowan na ten typ raka w krajach
wysokorozwinietych. Mimo niewatpliwego sukcesu kolonoskopii w wykrywaniu raka i
stanu przedrakowego, nie jest to badanie, ktore cieszy sie popularnoscia wsréod
pacjentow. Jest tez badaniem inwazyjnym, niosgcym ryzyko krwawienia z przewodu
pokarmowego i/lub perforacji jelita, co jest stanem zagrozenia zycia [Simon K, 2016].
Kolonoskopia to badanie, do ktorego dostep jest utrudniony ze wzgledu na duze
wymagania techniczne w zakresie sprzetu oraz przygotowania osobyby je wykonujace;.
Pelne wykorzystanie czutoSci i swoisto$ci metody zalezy w duzej mierze od umiejetnosci
endoskopisty, w szczego6lnosci w przypadku istnienia trudno wykrywalnych zmian
ptaskich i/lub badania pacjentéw z NZ]J, u ktérych architektura btony Sluzowej jelita jest
mocno zaburzona [Simon K, 2016]. Wciaz wiec poszukiwane sa mniej inwazyjne i lepiej

tolerowane przez pacjentéw sposoby na wczesne wykrywanie R]G.

3.2 NIESTEROIDOWE LEKI PRZECIWZAPALNE I SZLAK COX2/PGE:

Stan przedrakowy w R]G jest nie tylko wyraznie wyodrebniony, ale tez trwa na

tyle dtugo, ze stwarza dogodne okno czasowe na podjecie dziatan chemoprewencyjnych
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[Simon K, 2016]. Jednak wymagania stawiane ewentualnym chemoterapeutykom sg
wysokie, szczegbélnie w zakresie bezpieczenstwa i tolerancji leku oraz kosztow
implementacji, ze wzgledu na potencjalnie bardzo dtugi okres ich stosowania.
Chemoprewencja w RJG moze dotyczy¢ trzech etapow:
e powstawania standéw przedrakowych, tj. gruczolakéw w sporadycznym
R]G czy dysplazji w wyniku chronicznego stanu zapalnego w CAC;
e zezloSliwienia zmiany (transformacja nowotworowa);

e wznowy po leczniczej resekcji guza [Katona BW i in., 2020].

Lekiem o najlepiej udokumentowanej skutecznosci w chemoprewencji RJG jest
aspiryna, czyli lek o dziataniu przeciwzapalnym polegajacym na hamowaniu syntezy
prostaglandyn przez cyklooksygenaze (COX), ktorej jest nieodwracalnym inhibitorem. Juz
w latach 70’ ubiegtego wieku odkryto wysokie stezenia PGE2 w guzach nowotworowych,
ktére powigzano z promocjg ich wzrostu, co stanowito przyczynek do intensywnie
prowadzonych od lat 80’ badan nad mozliwoScia wykorzystania aspiryny w
chemoprewencji RJG. Aspiryna jest przedstawicielem niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych (NLPZ), do ktorej naleza tez inne inhibitory COX, o odmiennym, bo
kompetycyjnym, mechanizmie dziatania, ktére réwniez staly sie przedmiotem badan.
Udokumentowano zdolno$¢ aspiryny i innych pochodnych kwasu acetylosalicylowego do
redukcji ryzyka rozwoju gruczolakéw i ich progresji do R]JG w rozlicznych badaniach
kliniczno-kontrolnych. Jednakze randomizowane badania kliniczne nie dajg tak
jednoznacznie pozytywnej odpowiedzi w kwestii zdolno$ci aspiryny do redukcji
zachorowalno$ci na R]G i $miertelnos$ci z jego powodu, ani efektywnos$ci w zapobieganiu
powstawania gruczolakoéw czy zmniejszania ich liczby i rozmiaru. Skuteczny wydaje sie
bardzo dtugi czas terapii i dawki wyzsze niz wykorzystywane w prewencji chorob
kardiologicznych, co z kolei podnosi ryzyko krwawien wewnetrznych i dziata
niekorzystnie na uktad pokarmowy [Katona BW i in., 2020]. Pochodng kwasu
acetylosalicylowego, a wiec i NLPZ, jest sulfalazyna i jej aktywny metabolit - mesalazyna.
Sa to leki powszechnie stosowane w praktyce klinicznej NZ], wykorzystywane do indukcji
a nastepnie podtrzymania remisji [Rawa T, 2012]. Badania kliniczno-kontrolne wykazaty,
ze diugotrwate i konsekwentne leczenie mesalazyng zmniejsza ryzyko dysplazji i jej

progresji do CAC u pacjentéw z NZ] [Degowska M i in., 2008].
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Z wyzszym ryzykiem incydentéw sercowo-naczyniowych oraz znaczaca
toksycznoscia wobec przewodu pokarmowego wigze sie réwniez stosowanie
pozostatych, nieswoistych inhibitoré6w COX [Katona BW i in., 2020]. Stad poszukiwanie
rozwigzan, ktére eliminowatyby efekty uboczne dtugofalowego stosowania NLPZ w
chemoprewencji RJG. Miedzy innymi, celem redukcji ryzyka incydentéw sercowo-
naczyniowych, syntezuje sie i bada pochodne aspiryny i nieaspirynowych NLPZ (NA-
NLPZ), ktére, oprécz hamowania COX, uwalniajg tlenek azotu (NO) o dziataniu
kardioprotekcyjnym i rozszerzajagcym naczynia krwionosne [Katona BW i in., 2020].
Trwajg tez intensywne prace nad NA-NLPZ o obnizonej toksyczno$ci wobec przewodu

pokarmowego [Kodela Riin., 2015], do ktorych cegietke doktada rowniez niniejsza praca.

Cyklooksygenazy odgrywaja kluczowa role w biosyntezie prostaglandyn z
nienasyconych kwaséw ttuszczowych, gtéwnie kwasu arachidonowego (AA). Kwas
arachidonowy jest uwalniany z btony komdrkowej w wyniku bezposredniego dziatania
fosfolipazy A2 (PLAz2), indukowanej poprzez stymulacje komorki, na przyktad w wyniku
jej uszkodzenie, lub posredniego, z udziatem fosfolipaz C i D. Wolny AA staje sie
prekursorem dla mediatoré6w prozapalnych, powstajagcych w trzech szlakach
metabolicznych. W wyniku aktywacji szlaku lipooksygenazy (LOX), AA moze by¢
przeksztatcony w leukotrieny (LT) i lipoksyny (LX). Na drodze szlaku monoksygenazy
cytochromu P450 (CYP450), AA przeksztatcany jest w kwasy epoksyeikozatrienoinowe
(EET) lub hydroksyeikozatetraenoinowe (HETE). Natomiast na szlaku angazujagcym COX,
moze by¢ metabolizowany do prostaglandyn (PG) i tromboksandw (TX). Metabolity AA sg
okreSlane jako eikozanoidy, ktore petnig funkcje skutecznych autokrynnych i
parakrynnych bioaktywnych mediatorow, szeroko zaangazowanych w rozne procesy
fizjologiczne i patologiczne [Zhang Yiin., 2020; Wang Biin., 2021]. Uproszczony schemat
powstawania eikozanoidow z zaznaczeniem mediatorow bedacych przedmiotem

niniejszej rozprawy przedstawiono na Rysunku 1.
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Rysunek 1. Uproszczony schemat syntezy eikozanoidow

Rysunek wykonano w programie BioRender.com (licencja prof. M. Krzystek-Korpackiej). skroty!

Cyklooksygenazy majg dwie aktywnoSci enzymatyczne, a wiec dwa miejsca
wigzace substraty. Jedna to aktywnos$¢ cyklooksygenazy (dioksygenazy), ktéra katalizuje
produkcje nietrwatego cyklicznego nadtlenku prostaglandyny G2 (PGG2) z AA, a druga to
aktywnos$¢ peroksydazy, ktéra jest odpowiedzialna za redukcje powstatego PGG2 do
prostaglandyny H2 (PGH2) [Kawahara K i in., 2015]. Prostaglandyna H2 jest strukturg
nietrwatg, ktéra moze by¢ metabolizowana przez specyficzne izomerazy (PGDS, PGES,
PGFS i PGIS) do prostaglandyn i prostacyklin (PGEz, PGD2, PGF24, PGI2) lub, poprzez
dzialanie syntazy TXA, do tromboksanu Az (TXA2). [Simmons DL i in, 2004].
Prostaglandyny wywieraja swoje dziatanie biologiczne w sposéb autokrynny lub
parakrynny poprzez wigzanie sie z odpowiednimi receptorami, ktére nalezg do rodziny
receptorow sprzezonych z biatkiem G (GPCR). Receptory te sg oznaczone jako DP dla
prostaglandyny D2; EP1, EP2, EP3 i EP4 dla prostaglandyny Ez; FP dla prostaglandyny Faq;
IP dla prostacykliny I2; i TP dla tromboksanu Az. Oprécz szybkoSci syntezy, na stezenie
pozakomérkowe prostaglandyn wptywa proces ich transportu przez btone komérkowsa,
w ktéorym posrednicza biatkowe transportery - transporter prostaglandyn PGT,

odpowiedzialny za wychwyt zwrotny PG, oraz biatko 4 zwigzane z opornoscia
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wielolekowg - MRP4, odpowiedzialne za uwalnianie PG do przestrzeni
miedzykomdrkowej. Ponadto, pula aktywnych PG jest regulowana réwniez na poziomie
dehydrogenazy 15-hydroksyprostaglandynowej (HPGD/15-PGDH), odpowiedzialnej za
rozktad PGE:2 do jej nieaktywnego metabolitu [Kawahara K i in., 2015]. Uproszczony
schemat szlaku COX2/PGE2 przedstawiono na Rysunku 2.

Rysunek 2. Uproszczony schemat szlaku COX2/PGEz.

Rysunek wykonano w programie BioRender.com (licencja prof. Matgorzaty Krzystek-Korpackiej)

Na szlaku cyklooksygenazy wolny AA moze by¢ metabolizowany przez dwie
izoformy enzymu, COX1 i COX2. COX1 jest izoenzymem konstytutywnym, ktory ulega
ekspresji w wielu komorkach. Syntetyzuje prostaglandyny wykazujace dziatanie
cytoprotekcyjnie i utrzymujace homeostaze organizmu [Finetti F i in.,, 2020]. Ponadto
COX1 uczestniczy w zachowaniu integralnos$ci btony Sluzowej przewodu pokarmowego
[Peng X i in., 2017] i zapobieganiu translokacji bakterii ze $wiatta jelita do krazenia
poprzez zwiekszanie wydzielania mucyn stanowigcych fizyczng bariere dla
mikroorganizméw oraz przez regulowanie perystaltyki jelit. Mucyny chronig tez przewod
pokarmowy przed uszkadzajacym dziataniem kwasu solnego oraz innych czynnikéw
draznigcych i nekrotyzujacych. COX1, poprzez PGE2, hamuje sekrecje kwasu solnego
bezposrednio oddziatujac na komdrki okitadzinowe zotadka oraz posrednio, poprzez
hamowanie wydzielania histaminy. Réwnolegle, COX1/PGE2 wzmaga wydzielanie jonu

wodoroweglanowego w dwunastnicy, co neutralizuje nadmiar kwasu solnego
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zapobiegajac uszkodzeniom $luzéwki jelit. Dodatkowo, COX1 i produkowane przez nig PG
reguluja przeptyw krwi w btonie $luzowej przewodu pokarmowego. S3 tez
odpowiedzialne za zmniejszanie chemotaksji neutrofili bedacych pierwszymi
komérkami uktadu odpornosciowego pojawiajacymi sie w miejscu uszkodzenia tkanek
i/lub inwazji patogenéw oraz za hamowanie aktywno$ci mieloperoksydazy (MPO) i
indukowalnej syntazy tlenku azotu (NOSZ2). Oba enzymy zwigzane sg z aktywacja
neutrofili i zaangazowane w synteze wolnych rodnikéw, ktére, jako efekt uboczny,
uszkadzaja sasiednie tkanki oraz wykazujg aktywnos$¢ mutagenng [Takeuchi K, 2018].
Uwaza sie, ze to gtownie hamowanie tej izoformy COX jest odpowiedzialne za skutki
uboczne dlugofalowego przyjmowania aspiryny i innych nieswoistych NLPZ, cho¢
doniesienia ostatnich lat wskazujg réwniez na cytoprotekcyjne dziatanie COX2Z w
przewodzie pokarmowym [Takeuchi K, 2018]. Co intrygujace, inhibicja wtasnie COX1
przez aspiryne ma rowniez dziatanie przeciwnowotworowe, wynikajace z hamowania
interakcji komorek nowotworowych z ptytkami krwi, ktore dostarczajg im czynnikow
wzrostowych i angiogennych, umozliwiajgcych proliferacje, angiogeneze i tranzycje
epitelialno-mezenchymalng, bedaca podstawg procesu przerzutowania [Ornelas i in.,

2017].

W przeciwienstwie do izoformy 1, COX2 wystepuje fizjologicznie tylko w
niektdrych narzadach/uktadach, np. w oSrodkowym uktadzie nerwowym [Lopez DE,
2020]. Jednakze, zdolnos¢ do syntezy enzymu posiada wiekszo$¢ komorek, tyle ze jest ona
indukowana przez czynniki endogenne, m.in., hormony, mediatory prozapalne i czynniki
wzrostowe, lub egzogenne w odpowiedzi na stres [Wang B i in., 2021]. Do egzogennych
induktoréw ekspresji COX2 nalezg mikroorganizmy i pochodzace od nich wzorce
molekularne zwigzane z patogenami (PAMPs), m.in., lipopolisacharyd (LPS) i kwas
lipotejchojowy (LTA) oraz metabolity bakteryjne, np. N tlenek trimetyloaminy (TMAO).
Mikroorganizmy i PAMPs aktywuja receptory Toll-podobne (TLR) i/lub inflamasomy, co
skutkuje aktywacja szlaku NF«kB i indukcjg ekspresji COX2 [Liu Y i in., 2020; Fang Y i in.,
2021; Potrykus M iin, 2021]. COX2 jest rowniez konstytutywnie ekspresjonowany przez
komorki nowotworowe w niektérych typach raka, w tym w RJG [Finetti F i in., 2020].
Inhibitory swoiste wobec COX2 wykazujg wtasnos$ci przeciwnowotworowe w badanich in

vitro i na modelach zwierzecych oraz dziatanie chemoprewencyjne w badaniach na
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modelach zwierzecych, potwierdzone w licznych badaniach kliniczno-kontrolnych (case-

control studies) [Katona BWiin., 2020].

Wysoka aktywnos$¢ szlaku COX2 /PGE: jest uwazana za ceche wyrdzniajaca RJG
na tle innych nowotworéw [Fujino H, 2016]. Poprzez Scisty zwigzek ze stanem zapalnym,
szlak COX-2/PGEz: jest zaangazowany we wszystkie etapy karcynogenezy w jelicie, od
inicjacji po przerzutowanie [Sheng ] i in., 2020]. Jak juz wspomniano, jedng z czestszych
mutacji przyczyniajgcych sie do karcynogenezy w jelicie grubym jest mutacja w genie
supresorowym TP53, kodujagcym biatko p53 okreSlane mianem ,straznika genomu” i
decydujacym o losach komorki [Zawacka-Pankau JE, 2022]. Miedzy innymi, p53 hamuje
w komorkach ekspresje COX2 dziatajac bezposrednio na promotor PTGSZ i redukujac
transkrypcje do 1/4. Efekt supresorowy wynika z konkurowania przez p53 z biatkiem
wigzgcym TATA (TBP), warunkujgcym inicjacje transkrypcji PTGS2 [Subbaramaiah Kiin.,
1999]. Ponadto, p53 indukuje ekspresje oksydazy prolinowej, ktéra hamuje aktywnos¢
szlaku COX2/PGE2 [Liu Y i in., 2008]. Supresja TP53 przyczynia sie wiec do nadekspresji
COX2 w komorkach, co zwieksza zdolnosci komoérek nabtonka przewodu pokarmowego
do samoodnowy, powodujac jednocze$nie nagromadzenie w $luzéwce komérek stabo
zréznicowanych o duzym potencjale transformacyjnym [Ohtsuka ] i in., 2018]. COX2
wykorzystuje w syntezie PG i TX tlen czasteczkowy, co wigze sie z uwalnianiem
anionorodnika ponadtlenkowego jako produktu ubocznego, przyczyniajac sie do
zachwiania rownowagi redox i stresu oksydacyjnego, zwiekszajac tym samym

prawdopodobienstwo mutacji.

Wykazano, ze w rozwoju R]JG uczestniczy¢ moga conajmniej trzy z czterech
znanych receptoréw PGE2, posredniczac w réznych aktywnosSciach promujacych raka.
PGE2/EP1 uczestniczy w migracji komérek nowotworowych i zwieksza ich inwazyjno$¢
zaS PGE:2/EP2 stymuluje angiogeneze oraz indukuje immunosupresje umozliwiajac
komérkom nowotworowym ucieczke spod nadzworu immunologicznego i tworzac
sprzyjajace rozwojowi guza mikrosrodowisko [Finetti F i in.,, 2020; Fujino H, 2016].
PGE2/EP4 roéwniez promuje immunotolerancje, zmniejszajagc migracje do guza
prekursor6w konwencjonalnych komérek dendrytycznych zaangazowanych w
prezentacje antygenu i obrone przeciwnowotworowgq oraz uposledzajac funkcje komoérek

NK [Take Yiin., 2020]. Dodatkowo, PGE2/EP4 promuje infiltracje guza przez mieloidalne
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komorki supresorowe (MDSC), aktywujace limfocyty T regulatorowe a hamujace
aktywacje limfocytéw T cytotoksycznych oraz indukujace polaryzacje makrofagéow w
kierunku immunosupresyjnego fenotypu M2 [Sheng ] i in, 2020]. Wobec komorek
nowotworowych, PGE2/EP4 chroni przed apoptoza, promuje proliferacje, migracje oraz
tranzycje epitelialno-mezenchymalng (EMT), umozliwiajagc komérkom nowotworowym
przerzutowanie. Ponadto, PGE2 /EP4 jest zaangazowane w dodatnie sprzezenie zwrotne,
indukujac ekspresje i synteze COX2. Poprzez EP4, PGE2Z transaktywuje inne szlaki
sygnatowe, m.in., receptory czynnika wzrostu EGF (EGFR) oraz HGF (c-Met), co z kolei
prowadzi do indukcji metaloproteinaz macierzy (MMP), umozliwiajac przebudowe
macierzy zewnatrzkomoérkowej (ECM), kluczowa dla proceséw angiogenezy i metastazy
[Fujino H, 2016]. Cho¢ PGE2 ma najwieksze powinowactwo do receptora EP3, jego rola
nie jest klarowna. Wykazano jednak, ze PGE2/EP3, podobnie jak PGE2/EP4
transaktywowane EGF/EGFR i HGF/c-Met, indukuje ekspresje czynnika wzrostu
srodtonka (VEGF) oraz jego receptora - VEGFR1, promujac angiogeneze [Finetti F i in.,
2020; Fujino H., 2016]. EP1 aktywuje podjednostke Gaq i, poprzez zwiekszenie stezenia
wewnatrzkomdrkowego jonéw Ca2+, prowadzi do aktywacji szlakow NF«kB, NFAT i
MAPkinaz [Finetti F i in., 2020. Ponadto EP1 jest zaangazowany w wyciszanie szlaku
COX2/PGE2, przez tworzenie kompleksu z enzymem i promocje jego ubikwitynacji,

prowadzacej do degradacji proteosomalnej [Sood R i in., 2014].

COX2 jest celem molekularnym wszystkich NLPZ [Mohammed i in., 2018], rowniez
lekdw z grupy oksykamow, ktére wyro6znia nieco odmienna budowa (brak funkcyjnej
grupy -COOH), inne miejsce wigzania w miejscu aktywnym COX oraz zdolno$¢ do
hamowania rowniez syntazy PGE2 (mPGES). Ta ostatnia wilasciwo$s¢ wptywa na
zmniejszenie skutkdw ubocznych towarzyszacych diugotrwatemu stosowaniu NLPZ
[Wang]iin. 2010; TasakiYiin., 2012; Vartiainen Niin., 2001]. Dowiedziono skuteczno$ci
oksykaméw w zapobieganiu powstawania gruczolakéw i redukcji ich rozmiaru, co
zainicjowato szereg badan nad molekularnymi mechanizmami lezgcymi u podstaw tego
zjawiska oraz inicjatyw majacych na celu opracowanie modyfikacji chemicznych lekéw z
tej grupy poprawiajacych ich efektywnos¢ i bezpieczenstwo [Calaluce R i in., 2000; Saini

MK i in., 2012].
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4 CEL PRACY

Celem badan, ktérych wyniki przedstawiono w niniejszej rozprawie, byto
przyblizenie zmian na szlaku COX2/PGE:2 zwigzanych z wystepowaniem R]G poprzez
analize transkryptomiczng, proteomiczng i metabolomiczng (1), z zatozeniem, ze
zaobserwowane deregulacje moga by¢ wykorzystane jako potencjalne biomarkery R]JG
(2) i/lub cele terapeutyczne w terapii przeciwnowotworowej z zastosowaniem
klasycznych oksykamoéw - piroksykamu i meloksykamu - oraz nowozsyntetyzowanych

pochodnych o obniZonej gastrotoksycznosci (3).
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5 MATERIALY I METODY

5.1 MATERIALY

5.1.1  MATERIAL KLINICZNY

W pracy wykorzystano surowice oraz cDNA tkanek zdeponowanych w
repozytorium Zaktadu Biochemii Katedry Biochemii i Immunochemii, a pozyskanych
podczas realizacji zadania: ,Ocena i poréwnanie odpowiedzi zapalnej, immunologicznej i
angiogennej u pacjentéw z rakiem jelita grubego operowanych metodq robotowq oraz
tradycyjng metodq otwartq”, kierowanego przez prof. Wojciecha Witkiewicza
(Wojewoddzki Szpital Specjalistyczny), w ktéorym prof. Matgorzata Krzystek-Korpacka
(UMW) byta gtéwnym badaczem. Zadanie byto czescig projektu WROVASC Zintegrowane
Centrum Medycyny Sercowo-Naczyniowej. Zgoda Komisji Bioetycznej przy
Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym na pob6r materiatu biologicznego od pacjentéow

zostata umieszczona w Zatgczniku 1.

5.1.1.1 cDNA

cDNA wykorzystane w niniejszych badaniach zostalo uzyskane przez izolacje
RNA metodg Chomczynskiego (ekstrakcja fenol-chloroform) a nastepnie oczyszczanie
metodg kolumienkowa z trawieniem DNaza celem unikniecia zanieczyszczenia
genomowym DNA. Materiat do izolacji RNA stanowity fragmenty tkanek uzyskane
Srddoperacyjnie z gruczolakoraka oraz okolic marginesu resekcji, zabezpieczone w
roztworze RNAlater. W postoperacyjnym badaniu histo-patologicznym wycietych guzéw
nowotworowych, wezté6w chtonnych i, jesli obecne, ognisk wtérnych, oceniono stopien
zaawansowania choroby (pTNM) oraz potwierdzono brak komdrek nowotworowych w
marginesach resekcji. Tkanki homogenizowano w buforze do lizy z dodatkiem 2-

merkaptoetanolu w homogenizatorze kulowym FastPrep-24.

Stezenie i czysto§¢ uzyskanego RNA  okreSlono przez analize
spektrofotometryczng na spektrofotometrze do mikro objetosci Nanodrop 2000.
Integralno$¢ oceniano natomiast przez elektroforeze mikroprzeptywowa na platformie
Experion. cDNA uzyskano w reakcji odwrotnej transkrypcji, wykorzystujac jako matryce

jedynie nie zanieczyszczone i integralne RNA. cDNA przechowywano w -80°C. Proces
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przygotowania materiatu od pacjentéw, izolacji RNA i syntezy cDNA zostat szczeg6étowo
opisany w publikacjach zespotu [Lewandowska P i in., 2020; Krzystek-Korpacka M i in.,
2020].

Charakterystyke pacjentéw, ktéorych cDNA wykorzystano w niniejszej pracy,

przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela I. Charakterystyka pacjentéw - analiza ekspresji w tkankach

Cecha: Wartos¢:

Liczba pacjentow, n: 53

Wiek [lata], $Srednia+SD 68,2+10,7

Pleé¢, K/M, n: 21/32

Stopien zaawansowania pTNM7, n: 4/8/14/23/4
0/1/11/111/1V

Glebokos$¢ naciekania guza pierwotnego (pT), n: 4/4/7/30/8
tis (T0)/T1/T2/T3/T4

Przerzuty do wezléw chtonnych (pN), n: 26/14/13
NO/N1/N2

Przerzuty odlegte (pM), n: 49/4
MO0/M1

Stopien zaawansowania histologicznego (G), n: 3/8/36/7
Gx/G1/G2/G3/G4

Sublokalizacja guza pierwotnego, n: 17/16/20

j.prawostronne/j.lewostronne/odbytnica

N, liczba obserwacji; SD, odchylenie standardowe; K, kobiety; M, mezczyzni; pTNM7, skala oceny
patologicznej zaawansowania choroby nowotworowej, edycja 7; j., jelito.

5.1.1.2 Surowica

Surowica wykorzystana w niniejszej pracy, zostata uzyskana z krwi peinej
pobranej z zyly tokciowej do zestawu S-monovette i odstawionej na 30 minut w
temperaturze pokojowej celem uformowania sie skrzepu, ktory nastepnie
odwirowywano, a uzyskany supernatant (surowica) porcjowano i mrozono w -80°C.
Szczegoty pozyskiwania surowicy od pacjentow opisano w publikacjach zespotu

[Krzystek-Korpacka M i in., 2021; Fleszar MG i in., 2021; Fleszar MG i in, 2020].
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Charakterystyke pacjentéw, ktérych surowice wykorzystano w niniejszej pracy,

przedstawiono w Tabeli II.

Tabela II. Charakterystyka pacjentéw - analiza stezenia eikozanoidéw w surowicy

Cecha: Kontrole Pacjenci P
Ilos¢ pacjentow, n: 67 -
Wiek [lata], mediana; IQR 66; 14,5 <0.001M
Ple¢, K/M, n: 28/39 1.0F
Cecha: Pacjenci
Ryzyko zgonu podczas operacji (ASA), n: 15/41/11

ASA1/ASA2/ASA3
Stopien zaawansowania pTNM7, n: 5/8/23/26/5

0/1/11/111/1V
Glebokos¢ naciekania (pT), n: 5/1/11/38/12

tis (T0)/T1/T2/T3/T4
Przerzuty do wezléw chlonnych (pN), n: 36/15/16

NO/N1/N2
Przerzuty odlegte (pM), n: 62/5

MO0/M1
Zaawansowanie histologiczne (G), n: 11/42/10/4

G1/G2/G3/G4
Sublokalizacja guza pierwotnego, n: 20/18/29

RC/LC/R

N, liczba obserwacji; IQR; zakres kwartylowy; M, Mann-Whitney U test; K, kobiety; M, mezczyzni; F, test
Fishera; ASA, skala oceny ryzyka zgonu podczas operacji nie-kardiochirurgicznej; pTNM?7, skala oceny
patologicznej zaawansowania choroby nowotworowej, edycja 7; RC, jelito prawostronne; LC, jelito

lewostronne; R, odbytnica.

Przy okreslaniu skali ryzyka zgonu pacjentéw podczas planowanego zabiegu

leczniczej resekcji guza wykorzystano skale ASA - im wyzszy stopien, tym wyzsze ryzyko.

Zasady oceny, opracowane przez American Society of Anesthesiologists i rekomendowane

przez European Society of Anaesthesiology and Intensive Care przedstawiono w Tabeli III.
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Tabela III. Skala ASA oceny ryzyka zgonu podczas operacji pozasercowej

Stopien .
w skal:i ASA Definicja
Pacjent bez obcigzen poddawany operacji o matym lub $rednim ryzyku,
tj:
ASAI e ogoblnie zdrowy 1,
e niepalgcy,
e spozywajacy alkohol w niewielkich ilosciach.
Pacjent z niezbyt nasilong chorobg uktadowa:
e dobrze kontrolowane nadci$nienie tetnicze,
e wyrownana cukrzyca,
ASAII e COPD w stadium wydolnosci uktadu oddechowego,
e stabilna choroba wiencowa,
e niedokrwistos¢,
e otyto$¢ 1i 2 stopnia.
Pacjent z ciezka chorobg uktadowg, ktéra ogranicza jego wydolnos¢:
e zawat serca przebyty do 3 miesiecy temu,
¢ niestabilna choroba wienicowa,
ASAIII o ciezkie schorzenia uktadu oddechowego,
e niewyréwnana cukrzyca,
e alkoholicy,
e otytosc¢ 3 stopnia (olbrzymia).
Pacjent z bardzo ciezka chorobg uktadowa, ktéra stanowi o zagrozeniu
jego zycia, np.:
e niewydolnos$¢ nerek,
ASAIV e niewydolnos$¢ serca,
e wada serca z ostrg niewydolno$cig serca,
e ostry zawat serca,
e niewydolno$¢ watroby lub innych narzadow.
ASAV Pacjent z niewydolnos$cig wielonarzagdowa w stanie skrajnie ciezkim, z
rokowaniem co do przezycia < 24 h

1, poza choroba podstawowa wymagajaca interwencji chirurgicznej; NT, nadci$nienie tetnicze; COPD
(POChP), przewlekta obturacyjna choroba ptuc (Tabela cytowana za Parol i wsp. [Parol G i in., 2016])

Zaawansowanie procesu nowotworowego u pacjentéw oceniano w skali pTNM

(ocena patologiczna), tj. gteboko$¢ nacieku $ciany jelita przez guz pierwotny (T)-

brak/obecnos¢ i rozlegto$¢ przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych (N)-
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brak/obecnos¢  przerzutow  odlegtych (M) (ang. Tumor-Node-Metastasis),
zaproponowanej przez Miedzynarodowa Unie do Walki z Rakiem (UICC). Ze wzgledu na
czas zebrania materiatu, w ocenie wykorzystana byta edycja si6dma klasyfikacji (TNM7)
z 2010r. Zasady klasyfikacji przedstawiono w Tabeli IV. (cytowane za Nasierowskga-

Guttmejer [Nasierowska-Guttmejer A, 2014]).

Tabela IV, Stopiefi zaawansowania raka jelita grubego wg klasyfikacji pTNM 7. wydania klasyfikacji TNM AJCC/
UICC (aktualizacja 2013 r.)

Glebokoic naciekania, cecha pT

Tis — neoplazja $rodnablonkowa/dysplazja duzego stopnia, rak 7w sitw, inwazja blaszki wlasciwej i/lub migsniowe;
blony sluzowe;j

T1 — naciek raka przekracza miginidwke wlasciwa blony sluzowej, obecny jest w blonie podéluzowe i nie wnika do
migsniowki wlasciwej — rak wezesny

Guzy w stopniu T1 usuwane metodg polipektomii lub metodg przezodbytowej endoskopowej mikrochirurgii (fraves-
anal endoscopec micvasurgery — TEM) kwalifikowane sa wg glebokosci naciekania blony podsluzowey:

* dla polipow uszypulowanych z rakiem wg systemu Haggitta: inwazja glowy (szczytu) — poziom 1., przejécie miedzy
glowa i podstawa/szypula — poziom 2., naciek podstawy szypuly — poziom 3., naciek $ciany jelita w polipach
nieuszypulowanych — poziom 4.

* dla polipéw nieuszypulowanych z rakiem wg systemu Kikuchi (ryc. 1.) na podstawie glebokosci naciekania blony
podéluzowej: 1/3 gornej (sml), srodkowej, 2/3 (sm2), dolnej 1/3 (sm3)

T2 — naciekanie migsniowki wlasciwej

T3 — naciek przechodzacy poza migdnidwke wlasciwg do tkanek przedsurowicowkowych z okredleniem glebokosci:
plytkie i nieprzekraczajace polowy grubosci oraz glebokie przekraczajace polowe grubosci thanek przedsurowicow-
kowych

T4a — naciekanie powierzchni trzewnej surowicdwki

T4b — naciekanie przylegajacych strukeur

Liczba wezléw chlonnych z przerzutami, cecha pN

Nla— 1 wezel chlonny z przerzutem

N1b - 2 do 3 wezldéw chlonnych z przerzutami

N1c — depozyty komdrkowe bez obecnodci przerzutéw w wezlach chlonnych
N2a -4 do 6 wezlow chlonnych z przerzutami

N2b - 7 i wigcej wezlow chlonnych z przerzutami

Przerzuty odlegle, cecha pM
M0 — brak przerzutow odleglych
M1la — przerzuty do jednego narzadu: pluco, watroba, pozaregionalne wezly chlonne

M1b — przerzuty do wigcej niz jednego narzadu lub sieci

Tabela cytowana za [Nasierowska-Guttmejer A, 2014].

5.1.2  LINIE KOMORKOWE

W pracy wykorzystano trzy atestowane linie komoérkowe ludzkiego
gruczolakoraka jelita grubego, zakupione w American Type Culture Collection (Manassas,

VA, USA):

e (aco-2 (ATCC® HTB-37™),
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e HCT 116 (ATCC® CCL-247™),
e HT-29 (ATCC® HTB-38™).

5.1.3  NIESTEROIDOWE LEKI PRZECIWZAPALNE Z GRUPY OKSYKAMOW

Komérki stymulowano niesteroidowymi lakami przeciwzapalnymi z grupy
oksykamoéw oraz ich pochodnymi:
e lek referencyjny: piroksykam (Sigma-Aldrich, USA),
e lek referencyjny: meloksykam (Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific, USA),
e nowe pochodne, ktére zostaty opracowane i zsyntezowane w Katedrze i
Zaktadzie Chemii Lekéw Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu

Medycznego we Wroctawiu przez Panig dr Berenike Szcze$niak-Siege.

Ogblny schemat oksykaméw ze wskazanymi miejscami modyfikacji

Nj_\hl
x-T \_/ p
) R

X =CH,, C=0
o n=1,2

przedstawiono na Rysunku 3.

oxicams scaffold

Rysunek 3. Ogélny schemat struktury oksykaméw z miejscami modyfikacji.

Kolorem niebieskim zaznaczono strukture podstawows, kolorem rézowym - reszte arylpiperazynowsa, a
zielonym - reszte benzoilowa. Literg ,X” oznaczono modyfikowany tacznik, literami ,R1” i ,R2” - miejsca
podstawnikdéw stanowigcych o modyfikacji. Rysunek zostat przygotowany przez dr Berenike Szcze$niak-
Siege i pochodzi z publikacji Krzystek-Korpacka i wsp. [Krzystek-Korpacka M, i in., 2020], ktorej jestem
wspétautorem.

Wzory strukturalne oksykamow wykorzystanych jako leki referencyjne oraz

testowanych analogéw zestawiono w Tabeli V.
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Tabela V. Wzory strukturalne badanych zwigzkéw i ich oznaczenia wykorzystywane w pracy

Lek referencyjny/analog Wzor strukturalny
RN //
Piroksykam, #6 ©;/\/ U

\\//

Meloksykam, #7 ©;/\/
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Analog 1, #1 O
O‘\

o
S\

Analog 2,42 @
0

0 0O

SN AN
Analog 3, #3 O P N/
o

o,

L o

430
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Analog 5, #5 O —

OH g
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5.1.4 POZOSTALE ODCZYNNIKI

5.1.4.1 Hodowla komoérkowa

Sulforhodamina B sodium salt (SRB) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Walthan,
MA, USA)

Medium DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Walthan, MA, USA)

Surowica bydleca FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Walthan, MA, USA)
Penicylina, Streptomycyna, Amfoterycyna B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
TrypLE™ Express (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Walthan, MA, USA)
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Biekit trypanowy (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Walthan, MA, USA)
DMSO (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

TRIzol™ Reagent (Thermo Fisher Scientific, Walthan, MA, USA)

PBS (VWR, International, Radmor, PA, USA)

Complete Tablets EDTA-free (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy)

5.1.4.2 Proteomika

Celulozowa bibuta chromatograficzna Whatman™ (GE Healthcare, USA)

Extra Thick Blot Filter Paper (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Walthan, MA, USA)
Pierce™ Reversible Protein Stain Kit for PVDF Membranes (Thermo Fisher
Scientific Inc., Walthan, MA, USA)

B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

Kazeina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

Tween-20 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

Metanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

Chlorowodoér (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

Glicyna (BioShop, Burlington, ON, Kanada)

Tris (BioShop, Burlington, ON, Kanada)

PBS w tabletkach (BioShop, Burlington, ON, Kanada)

Immobilon P (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA)

2x Laemmli Sample Buffer (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)

30% Akrylamid/Bis akrylamid (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
Nadsiarczan amonu (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)

Siarczan dodecylu sodu SDS (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
Marker masy czasteczkowej Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)

TEMED N,N,N’,N’-Tetrametyloetylenodiamina (BioRad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, USA)

Clarity Western ECL Substrate (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
B-Actin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

Przeciwciata I-rzedowe:

o Krolicze przeciwciata skierowane przeciwko receptorowi EP4 (EP4 Receptor
C-Term Polyclonal Antibody #101775; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA)

o Krolicze przeciwciata skierowane przeciwko receptorowi EP2 (EP2 Receptor
Polyclonal Antibody #101750; Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA)

o Krolicze przeciwciata skierowane przeciwko transporterowi prostaglandyny
(Prostaglandin Transporter C-Term Polyclonal Antibody #11860; Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, USA)
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o Kroélicze przeciwciata skierowane przeciwko MRP4 (MRP4 Polyclonal
Antibody #PA5-78695, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Walthan, MA,
USA)

o Kroélicze przeciwciata skierowane przeciwko COX2 (Anti-
COX2/Cyclooxygenase 2 antibody #ab15191, Abcam, Cambridge, UK)

o Kozie przeciwciata skierowane przeciwko 15-PGDH (Human 15-PGDH/HPGD
Antibody #AF5660; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)

° Przeciwciata Il-rzedowe:

o Kozie przeciwciata anty-krolicze znakowane HRP (Goat anti-Rabbit IgG (Heavy
chain), Superclonal™ Recombinant Secondary Antibody, HRP, #A27036
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Walthan, MA, USA)

o Kroélicze przeciwciata anty-kozie znakowane HRP Rabbit Anti-Goat
Immunoglobulins/HRP (affinity isolated) #P0449 (Agilent Dako, Glostrup,
Dania)

5.1.4.3 Transkryptomika

RNAlater solution (Ambion Inc., Austin, TX, USA)

Bufor lizujgcy (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, CA, Walthan, MA, USA)
B-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, CA, Walthan, MA,
USA)

PureLink™ DNase Set (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Walthan, MA, USA)
Chloroform (Chempur, Piekary Slaskie, Polska)

RNA StdSens analysis kits (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
Standard mas - RNA ladder (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
Etanol (Chempur, Piekary Slaskie, Polska)

iScript™ cDNA Synthesis Kit (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)
SsoFast EvaGreen® Supermix (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)

Sekwencje startowe (primery) syntezowane na zamowienie przez Genomed

(Warszawa, Polska)

Sekwencje primeréw podano w Tabeli VI. Zostaty one opracowane i zwalidowane
przez OriGene™ Technologies (Rockville, MD, USA). Dodatkowo, sekwencje sprawdzono
in silico (analiza Blast), a specyficzno$¢ potwierdzono przez analize krzywych topnienia

produktéw oraz ich elektroforeze w Zelu agarozowym.
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Tabela VI. Primery wykorzystane w badaniach

Gen Kodowane biatko Sekwencja 5'>3’
MRP4 Biatko opornosci wielolekowej F: CTGTTGGAGGATGGTGATCTGAC

R: CTGCTAACTTCCGCATCTACTGC
PGT Transporter prostaglandyn F: TCAAGAGGCTCCCTGGTGGATT

R: CAGCAATGACGGAGGAGAAGGT
PPIA Peptydylo-prolylo cis/trans izomeraza A F: GGCAAATGCTGGACCCAACACA

R: TGCTGGTCTTGCCATTCCTGGA
RPLPO 60S rybosomalne kwasne biatko PO F: TCACAACAAGCATACCAAGAAGC

R: GTATCCGATGTCCACAATGTCAAG
GAPDH  Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo- F: TAGATTATTCTCTGATTTGGTCGTATTGG

glicerynowego R: GCTCCTGGAAGATGGTGATGG

PTGS2 Indukowalna cyklooksygenaza (COX2) F: CGGTGAAACTCTGGCTAGACAG

R: GCAAACCGTAGATGCTCAGGGA
HPGD Dehydrogenaza 15-hydroksyprostaglandyny F: TGGAGGTGAAGGCGGCATCATT

R: GCAAACCGTAGATGCTCAGGGA
PTGER2  Receptor prostaglandyn eP2 F: GACCACCTCATTCTCCTGGCTA

R: AACCTAAGAGCTTGGAGGTCCC
PTGER4 Receptor prostaglandyn EP4 F: TACTCATTGCCACCTCCCTGGT

R: GACTTCTCGCTCCAAACTTGGC

5.1.4.4 Metabolomika

° Acetonitryl (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA)

° Metanol (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA)

° Woda LC-MS Grade (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA)

° Octan etylu Merck Millipore (Merck-Millipore, Burlington, MA, USA).

o Wzorce i znakowane izotopowo wzorce wewnetrzne 6-KETO-PGF1; 6-KETO-
PGF1-d4; 13,14-Dihydro-PGE1; 13,14-Dihydro-PGE1-d4; LTB4; LTB4-d4; PGDZ2;
PGD2-d9; PGE2; PGE2-d9; PGF2; PGF2-d4; TXB2; TXB2-d4; 15-DEOXY-12,14-
PGJ2; 15-DEOXY-12,14-PGJ2-d9 (Biokom, Polska).

° Wzorzec kalibracyjny do spektrometru mas Enkafalina leucynowa (Waters,
Milford, MA, USA).

5.1.5 APARATURA

5.1.5.1 Hodowla komérkowa

Inkubator CelCulture CO, CCL-170B-8 Incubator (Esco Micro Pte Ltd., Singapur)
Automatyczny licznik komoérek Countess Automated Cell Counter (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific Inc., Walthan, MA, USA)

29



Mikroskop tréjokularowy z kontrastem fazy odwroéconej Olympus CK2 (Olympus,
Tokio, Japonia)

Wiréwka wentylowana MPW-352 (MPW MED. INSTRUMENTS, Warszawa,
Polska)

Komora laminarna Herasafe HS12 (Thermo Fisher Scientific Inc., Walthan, MA,
USA)

Spektrofotometr mikroptytkowy Infinite M200 Pro (Tecan, Mannedorf,
Szwajcaria)

5.1.5.2 Proteomika

Homogenizator ultradzwiekowy Ultrasonic processor UP 200S (Hielscher
Ultrasound Technology, Teltow, Niemcy)

Wytwornica lodu ptatkowego Scotsman AF 80 (Scotsman Ice Systems, Vernon
Hills, IL, USA)

Inkubator Precyzyjny Cieplarka MEMMERT INP 200 (Memmert GmbH + Co. KG,
Niemcy)

Spektrofotometr mikroptytkowy Infinite M200 Pro (Tecan, Mannedorf,
Szwajcaria)

Wytrzasarka VX-200 Labnet Vortex Mixer z glowica (Labnet International, Inc,,
USA)

Koncentrator prézniowy Hetovac Vr-1 (Heto Lab Equipment, Ikast, Dania)
Miniwiréwka, Corning HTL SA (Warszawa, Polska)

Wiréwka wysokoobrotowa z chtodzeniem Sorvall ST8R (Thermo Fisher
Scientific Inc., Walthan, MA, USA)

Termoblok TDB-120 (Biosan, Ryga, L.otwa)

Zestaw do elektroforezy wertykalnej Mini-Protean Tetra Cell (BioRad
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)

Aparat do szybkiego transferu biatek Trans-Blot Turbo Transfer System (BioRad
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)

Urzadzenie do obrazowania i analizy Zeli oraz western blotéw ChemiDoc MP
Imaging System (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)

Kotyska laboratoryjna KL-942 (JWElectronic, Warszawa, Polska)

5.1.5.3 Transkryptomika

Homogenizator Fastprep24 Homogenizer (MP Biomedical, USA)

Komora laminarna Herasafe HS12 (Thermo Fisher Scientific Inc., Walthan, MA,
USA)

Wiréwka wysokoobrotowa z chlodzeniem 5430 R (Eppendorf, Hamburg,
Niemcy)

Termoblok TDB-120 (Biosan, Ryga, L.otwa)
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° Spektrofotometr UV-Vis NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Walthan,
MA, USA)

° Platforma do elektroforezy przeptywowej Experion™ Automated Electrophoresis
Station (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)

° Termocykler do detekcji PCR w czasie rzeczywistym CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)

° Platforma do elektroforezy przeptywowej Experion™ Automated Electrophoresis
Station (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)

° Komora Aura PCR (Bioair S.p.A., Siziano (PV), Wtochy)

5.1.5.4 Metabolomika

Koncentrator prézniowy Heto Hetovac Vr-1 (Heto Lab Equipment, Ikast, Dania)
Sigma 3-18K firmy SIGMA Laborzentrifugen GmbH (Osterode am Harz, Niemcy)
Chromatograf cieczcowy ACQUITY UPLC I-Class, wyposazony w chtodzony
automatyczny podajnik prébek oraz kolumne Acquity UPLC BEH Shield RP18
(130A, 1.7 um, 2.1 mm * 100 m) (Waters, Milford, MA, USA)

Spektrometr mas Waters Xevo G2 XS QTOF (Milford, MA, USA)

Analize danych przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania MassLynx firmy
Waters (Milford, MA, USA)

5.1.5.5 Przygotowanie buforow

e  Waga Ohaus Adventurer Pro AV-513 CM (Ohaus Corporation, Parsippany, NJ,
USA)
pH-Meter GLP 21 (Crison Instruments, s.a., Barcelona, Hiszpania)
Mieszadto magnetyczne ES 21 (Wigo, Pruszkow, Polska)

5.2 METODY
5.2.1 BADANIA IN VITRO

5.2.1.1 Prowadzenie hodowli

Komoérki hodowano w pozywce Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
pozbawionej barwnika (czerwieni fenolowej), a zawierajgcej 25 mM glukoze z dodatkiem
10% ptodowej surowicy bydlecej oraz stabilizowanego 1% r-ru antybiotykéw.
Antybiotyk zawierat w kazdym mililitrze 10000 jednostek penicyliny, 10 mg
streptomycyny i 25 pg amfoterycyny B. Podtoze hodowlane wymieniano dwukrotnie w
ciggu tygodnia. Komorki rosty w inkubatorze w temperaturze 37°C i w obecnosci 5% COz,
w dedykowanych sterylnych butelkach T-75 do momentu osiggniecia okoto 80%

konfluencji. Komorki odklejano od podtoza stosujac TrypLE™ Express, po uprzednim
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zlaniu medium i odptukaniu komoérek solg fizjologiczng buforowang fosforanem. R-r
dodawano do butelki w ilo$ci wystarczajacej do pokrycia catego dna i inkubowano 10
minut w inkubatorze, a nastepnie zbierano do probki wiréwkowej. Butelka byta
przeptukiwana trzy razy niewielka ilo$cig roztworu PBS z jonami Ca2* i Mg2+, a zlewki byty
dodawane do probéwki wiréwkowej. Zawarto$¢ wirowano przez 5 min przy 700 x g, po
czym supernatant zlewano, a osad komorek zawieszano ponownie w roztworze PBS z
jonami Ca2* i Mg?* i medium pelnym. Po drugim wirowaniu, 5 min przy 700 x g,
supernatant zlewano a osad komorek zawieszano delikatnie w odpowiednim medium
pelnym w objetosci 3 mL. W celu policzenia komdrek, zebrane komérki byty barwione
0,4% roztworem biekitu trypanu i oznaczane iloSciowo za pomocg zautomatyzowanego

licznika.

5.2.1.2 Stymulacja komorek lekami i ich pochodnymi

W celu przeprowadzenia analiz: transkryptomicznej i detekcji biatek szlaku,
wysiewano komorki na 6-dotkowych ptytkach wilosci 22105 komérek na dotek. Komorki
po wysianiu hodowano przez 24h w temperaturze 37°C, w obecnosci 5% CO2. Nastepnie,
przez okre$lony czas - 24h w przypadku badan transkryptomicznych i 48h w przypadku
badan ekspresji na poziomie biatka - komoérki traktowano lekami referencyjnymi, tj.
piroksykamem i meloksykamem lub nowymi analogami NLPZ z grupy oksykamoéw o
stezeniu koncowym 50 puM. Zaréwno czasy inkubacji, jak i stezenia zwigzkéw zostaty
wybrane i zoptymalizowane podczas poprzednich eksperymentéw [Lewandowska P i in.,
2021; Szczuka I i in., 2021; Krzystek-Korpacka M i in.,, 2020] na podstawie analiz
przezywalnos$ci komorek. Zwigzki rozpuszczano w dimetylosulfotlenku (do 0,5% DMSO),
ktéry postuzyt tez do ,zastymulowania” komorek kontrolnych, nie traktowanych
badanymi lekami.

W celu przygotowania probek do analizy biatek, po 48 godzinach usunieto
pozywke z komorek, a nastepnie przeptukano je dwukrotnie solg fizjologiczna
buforowang fosforanami (PBS). Komorki oddzielono mechanicznie sterylnymi
skrobakami w obecnos$ci koktajlu inhibitorow proteaz w roztworze PBS. Zebrano i

zamrozono w porcjach medium pohodowlane oraz lizaty komoérkowe w -80°C.
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W celu przeprowadzenia analizy transkryptomicznej, pozywke hodowlang
zebrano po 24h, a komoérki poddano lizie za pomocg odczynnika TRIzol™. Zebrane lizaty

komoérkowe oraz medium przechowywano w temperaturze -80°C.

Wszystkie badania wykonano minimum trzykrotnie (trzy powtoérzenia

biologiczne).

5.2.2 METODY ANALITYCZNE
5.2.2.1 Transkryptomika

5.2.2.1.1 Izolacjaiocena RNA

Lizaty komdérkowe zawieszano w Trizolu lub analogicznym r-rze, dodawano
chloroformu w stosunku 1/5 objeto$ci mieszaniny, wymieszano przez reczne
wytrzasanie i, po 5 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej (RT), wirowano (12
000 x g, 15 minut, 4°C). Nastepnie przenoszono ostroznie gérng, klarowna faze wodnga do
nowej probowki typu Eppendorf, unikajgc pobierania fazy fenolowej. Kolejno do zebranej
warstwy dodawano etanol (99%) w stosunku 1:1 i oczyszczano za pomoca zestawdw
kolumienkowych do oczyszczania RNA. Mieszanine przenoszono na mikrokolumne i
wirowano (12000 x g, 15 minut, RT). Przesgcz usuwano, a na membrane mikrokolumny
nanoszono bufor do ptukania i ponownie wirowano w tych samych warunkach.
Nastepnie, do mikrokolumny w sterylnych probéwkach typu Eppendorf dodano roztwér
DNazy i inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po inkubacji membrana
byta dwukrotnie przemywana buforem do ptukania i poddana wirowaniu (12000 x g, 15
minut, RT). Mikrokolumny w celu osuszenia byty wirowane (14000 x g, 15 minut, RT) w
jatowych probowkach typu Eppendorf. Nastepnie, mikrokolumny przenoszono do
sterylnych probéwek typu Eppendorf i uwalniano RNA ze ztoZza poprzez nanoszenie na
membrane wody wolnej od RNaz. Po dwuminutowej inkubacji odwirowywano i zbierano
przesacz z RNA. Wyizolowane RNA oceniano jako$ciowo i iloSciowo, korzystajac z technik
i aparatury dedykowanej do pracy z mikroobjeto$ciami.

Stezenie wyizolowanego RNA oraz jego czysto$¢ wyznaczano za pomoca
spektrofotometru NanoDrop 2000 i wyznaczajac wspoétczynniki absorbancji przy
dtugosciach fali 260/280 nm i 260/230 nm. Integralno$¢ RNA zostata oceniano za pomoca

elektroforezy mikroprzeptywowej na platformie Experion.
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5.2.2.1.2 Odwrotna transkrypcja

Wyizolowane RNA transkrybowano na ¢cDNA przy uzyciu termocyklera i/lub
blokéw grzejnych oraz dedykowanych zestawéw do syntezy cDNA. Mieszanina reakcyjna,
sktadata sie z 5-krotnie zatezonego mixa, zawierajgcego primery inicjujgce transkrypcje,
takie jak oligo(dT) oraz krétkie primery losowe (heksamery), ktore stuza do inicjacji
syntezy cDNA na matrycy. Dodatkowo, w sktad mieszaniny wchodzit iScript Reverse
Transcriptase zawierajacy zmodyfikowang odwrotng transkryptaze RNAza H+ wirusa
mysiej biataczki Moloneya (MMLV), ktéra jest enzymem odpowiedzialnym za przepisanie
informacji genetycznej z RNA na DNA. Ponadto, mix zostal wzbogacony o inhibitory
RNAzy, ktére zapobiegajg degradacji RNA podczas reakcji. Do mieszaniny reakcyjnej
dodawano matryce wyizolowanego RNA tak, aby jego ilo§¢ w mieszaninie reakcyjnej
wynosita 1000 ng i uzupetniano ultraczysta woda wolna od nukleaz. Reakcje odwrotnej
transkrypcji przeprowadzano w trzech etapach. Pierwszy etap to przytaczenie primeréw
do matrycy RNA, ktére odbyto sie w temperaturze 25°C przez 5 minut. Nastepnie
przeprowadzono odwrotng transkrypcje, czyli synteze cDNA, w temperaturze 46°C przez
20 minut. Ostatecznym etapem byta inaktywacja odwrotnej transkryptazy poprzez

podgrzewanie do 95°C przez 1 minute.

5.2.2.1.3 qPCR

Uzyskane cDNA zostato wykorzystane jako matryca do iloSciowej reakcji PCR.
Mieszanina reakcyjna sktadata sie z 5-krotnie rozciefniczonego cDNA, 2-krotnie stezonego
odczynnika SsoFast EvaGreen® Supermix oraz starter6w 10 nM przedniego i wstecznego
(po 1 pL kazdego) oraz wody wolnej od RNaz do uzyskania objetosci 20 pL. Sekwencje
starteréw podano w Tabeli VI. Reakcje qPCR przeprowadzano na termocyklerze CFX96
Real-Time PCR w nastepujacych warunkach: aktywacja przy 95°C przez 30 sekund, a
nastepnie powtarzane 35 razy - denaturacja przy 95°C przez 5 sekundi hybrydyzacja przy
61°C przez 5 sekund. Specyficzno$¢ produktu reakcji oceniano w dodatkowym kroku
przez analize krzywej topnienia, uzyskanej po stopniowym podnoszeniu temperatury od

60°C do 95°C z odczytami fluorescencyjnymi co 0,5°C.

5.2.2.1.4 Analiza ekspresji gendw; normalizacja
Przed analizg statystyczng obliczono $rednig geometryczng wszystkich wartosci

Cq dla kazdego genu. Wartosci Cq indywidualnych préb odejmowano od globalnej
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$redniej, otrzymujac relatywng warto$¢ ACq, ktérag linearyzowano przez przeliczenie
2"ACq. Uzyskang warto$¢ nastepnie normalizowano do warto$ci genu referencyjnego lub
$redniej geometrycznej wielu gendw referencyjnych, otrzymujac znormalizowane iloSci

wzgledne (NRQ).

W badaniach korzystano z gendéw referencyjnych wyselekcjonowanych we
wczesniejszych badaniach jako najstabilniejsze dla danej matrycy biologicznej i/lub
warunkow. W badaniach ekspresji gendw w tkankach jelita grubego korzystano z pary
genow PPIA i RPLPO [Krzystek-Korpacka M i in., 2014], a w przypadku linii komérkowych
-z GAPDH [Krzystek-Korpacka M i in., 2016].

5.2.2.2 Proteomika

5.2.2.2.1 Elektroforeza SDS-PAGE

Rozdziat elektroforetyczny biatek w warunkach denaturujagcych wg Laemmli
prowadzono w zelu poliakrylamidowym, ktérego procentowo$¢ uwarunkowana byta
masg czasteczkowq biatek znajdujacych sie w sktadzie badanej probki (stosowano 12%
zel rozdzielajacy i 4% zel zageszczajacy). Do przygotowania zelu poliakrylamidowego
uzywano nastepujacych roztworéw: 30% akrylamid/ 0,8% bis-akrylamid, bufor do Zelu
rozdzielajgcego: 1,5 M Tris-HCI, 10% SDS, pH 8,8, bufor do zelu zageszczajacego: 1,0 M
Tris-HCI, 10% SDS, pH 6,8, 10% nadsiarczan amonu oraz TEMED. Po zmieszaniu
sktadnikéw w odpowiednich proporcjach przygotowywano Zele o grubosci 0,75 mm,

pozostawiajac je do spolimeryzowania w temp. pokojowej przez ok. 45 min.

Prébki z zawartoScia biatka 10 pg suszono za pomocg wiréwkowego
koncentratora prézniowego w temperaturze pokojowej i przechowywano w -20°C.
Wysuszone preparaty biatkowe roztwarzano w buforze do préb (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8)
i 2x Laemmli zawierajagcym 5% 2-merkaptoetanol w stosunku 1:1. Proby wytrzasano przy
pomocy mieszadta wibracyjnego i odwirowano w miniwir6wce. Denaturacje
przeprowadzono w termobloku (5 min w 95 °C).

Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzano z uzyciem Mini-Protean Tetra Cell
przy statym napieciu w zakresie 100-200 V, w buforze do elektroforezy (25 mM Tris, 192
mM glicyna, 1% SDS). Elektroforeza trwata do momentu, gdy czoto barwnika osiggneto

potozenie okoto 2 mm od dolnej krawedzi Zelu.
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5.2.2.2.2 Transfer biatek na btone PVDF
Biatka rozdzielone w Zelu poliakrylamidowym przenoszono poprzez transfer
potsuchy w aparacie Trans Blot SD Semi Dry Transfer Cell na membrane PVDF
(Immobilon P) przez 30 minut, przy statym napieciu 25V. Zastosowano dedykowany

bufor do przenoszenia (25 mM Tris, 190 mM glicyna, 20% metanol).

5.2.2.2.3 Immunodetekcja

Po przeniesieniu membrany, barwienie na catkowita zawarto$¢ biatka
przeprowadzono przy uzyciu Pierce™ Reversible Protein Stain Kit for PVDF Membranes,
zgodnie z instrukcjami producenta. Nastepnie, btony zostaty zablokowane buforem z 1%
kazeing podczas inkubacji (1h, RT). Po przeptukaniu buforem PBS-T, sktadajagcym sie z
PBS i 0,05% Tween-20, membrany inkubowano ze swoistymi pierwszorzedowymi
przeciwciatami przez noc, w 4°C. W badaniach wykorzystano przeciwciata przeciwko:
receptorowi EP4 (EP4 Receptor C-Term Polyclonal Antibody #101775), receptorowi EP2
(EP2 Receptor Polyclonal Antibody #101750), transporterowi prostaglandyny
(Prostaglandin Transporter C-Term Polyclonal Antibody #11860), MRP4 (MRP4
Polyclonal Antibody #PA5-78695), COX2 (Anti-COX2 / Cyclooxygenase 2 antibody
#ab15191) oraz 15-PGDH (Human 15-PGDH/HPGD Antibody #AF5660).

Niezwigzane przeciwciata usuwano poprzez przemycie membran buforem PBS-
T (trzy cykle po 5 minut). Nastepnie, membrany inkubowano z kozimi przeciwciatami
anty-krdliczymi znakowanymi HRP (Goat anti-Rabbit IgG (Heavy chain), Superclonal™
Recombinant Secondary Antibody, HRP, #A27036) lub krdliczymi przeciwciatami
przeciw-kozimi znakowanymi HRP Rabbit Anti-Goat Immunoglobulins/HRP (affinity
isolated) #P0449. Analizowane biatka wizualizowano przy uzyciu substratu
chemiluminescencyjnego Clarity Western ECL, korzystajac z platformy do obrazowania -
ChemiDoc MP Imaging System. Uzyskane obrazy membran western-blot analizowano
przy uzyciu oprogramowania Image Lab w wersji 6.0.1 build 34. Wyniki znormalizowano

wzgledem ekspresji genu kodujgcego pB-aktyne i catkowitej zawartoSci biatka.

5.2.2.2.4 Odmywanie przeciwciat (stripping)
Odmywanie przeciwciat z membrany przed natozeniem 3 -aktyny jako kontroli w
analizie Western blot bylo istotnym krokiem, ktéry pozwalat unikng¢ krzyzowego

reaktywowania przeciwciat, umozliwiat uzyskanie precyzyjnych wynikéow detekcji (-
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aktyny oraz zwiekszat specyficznos$¢ i czutos¢ analizy. W eksperymencie zastosowano
specjalny bufor do odmywania o pH=2,2, ktéry sktadat sie z glicyny, SDS i Tween 20.
Procedura rozpoczynata sie od dwukrotnej 10 min. inkubacji membrany w
buforze w celu usuniecia zwigzanych przeciwciat. Nastepnie membrana byta dwukrotnie
przemywana w PBS i TBST w celu usuniecia resztek buforu. Dzieki procesowi odmywania

mozna byto zapewni¢ wiarygodnos$¢ analizy B-aktyny jako kontroli.

5.2.2.2.5 Ocena stezenia biatka catkowitego

Przed analizg, lizaty komorkowe rozmrazono na lodzie i poddawano dziataniu
ultradzwiekow przy uzyciu procesora ultradzwiekowego UP 200, podczas dwdch 30-
sekundowych cykli z amplituda ustawiong na 40%. W celu usuniecia komorek, ktdre nie
ulegty lizie, zawiesine odwirowywano (12500 x g, 4°C, 10 min.). Catkowite stezenie biatka
mierzono kolorymetrycznie metoda z kwasem bicinchoninowym, przy uzyciu testu
komercyjnego Pierce™ BCA Protein Assay Kit. W tym celu, 200 pl SwieZo przygotowanego
odczynnika roboczego BCA dodawano do 25 pl roztworu biatka na 96-dotkowej ptytce
polistyrenowej. Po 30 min. inkubacji w temp. 37°C mierzono absorbancje w
spektrofotometrze ptytkowym Infinite® M200, przy dtugosci fali A=562 nm. Stezenie
biatka odczytywano z krzywej standardowej przygotowanej z rozcieniczen albuminy

surowicy wotowej (BSA).

5.2.2.3 Metabolomika

5.2.2.3.1 Przygotowanie probek biologicznych i krzywych kalibracyjnych

Dotki z komorkami przeptukano dwukrotnie PBS. Do kazdego dodano 1ml 70%
metanolu w wodzie, zmrozonego uprzednio do -80°C, oraz mieszanine wzorcow
wewnetrznych:6-keyo-PGF1-d4; 13,14-dihydro-PGE1-d4; LTB4-d4; PGD2-d9; PGE2-d9;
PGF2-d4; TXB2-d4; 15-deoksy-12,14-PGJ]2-d9 (kazda z substancji o stezeniu 50 ng/mL).
Catg zawartos¢ dotkéw przeniesiono do 2ml mikroprobowek i mieszano w 4°C przez 10
minut, a nastepnie zmrozono w -80°C. Zmrozone probki wirowano przy 15000 RCF w 4°C
przez 7 minut. Uzyskany supernatant przeniesiono do 2ml mikroprobéwek i odparowano
do sucha w koncentratorze prézniowym. Pozostaty osad roztwarzano w 20 pl 20% ACN

w wodzie z dodatkiem 0,1% FA i przenoszono do naczynek chromatograficznych.

Krzywe kalibracyjne do oznaczania wybranych eikozanoidéw przygotowano w

20% ACN z 0,1% FA w wodzie, w nastepujacym zakresie stezen dla wszystkich zwigzkow:
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0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 i 20,0 ng/mL. Do 100 pl kazdego z roztworéw
kalibracyjnych dodano mieszanine wzorcéw wewnetrznych, 200 pul ACN oraz 250 pl
octanu etylu. Prébki mieszano (10 minut, 25°C), a nastepnie odwirowywano (7 minut,
15000 RCF, 4°C). Do 2ml mikroprobéwek przenoszono 350 pl supernatantu i
odparowywano do sucha w koncentratorze prézniowym. Osad roztwarzano w 20 pl

mieszaniny 20% ACN w wodzie z dodatkiem 0,1% FA.

5.2.2.3.2 Warunki analizy UHPLC-ESI-QTOF

Rozdzial chromatograficzny przeprowadzano w odwrdéconym uktadzie faz.
Catkowity czas analizy, tacznie z kondycjonowaniem uktadu, wynosit 10,5 minuty, przy
przeptywie 250 pl/min. Roztworami A i B fazy ruchomej byty, odpowiednio, 0,1% FA w
wodzie i 0,1% FA w ACN. Na kolumne nastrzykiwano 17 pl préobki. Uzyto nastepujgcego
programu do elucji gradientowej: 30% B od 0-1 min; 30%-45% B od 1-4,5 min; 45%-
95% B od 4,5-5,0 min; 95% B od 5,0-7,2 mini 95%-30% B w 7,21 min.

Zoptymalizowano parametry zrodta jonéw w celu zmaksymalizowania
intensywnoSci i stabilno$ci sygnatu. Napiecie przytozone do kapilary, temperatura Zrédta
oraz temperatura odparowania rozpuszczalnikow wynosity, odpowiednio, 2,0kV, 120°C i
450°C. Jako obojetny gaz suszagcy wykorzystywano azot. Pomiary prowadzono z
doktadnoscig 0,05 Da. Do analizy iloSciowej uzyto nastepujace jony: 369,2285 m/z (6-
keto-PGF1); 167,1382 m/z (6-keto-PGF1-d4); 337,2388 m/z (13,14-dihydro-PGE1);
341,2645 m/z (13,14-dihydro-PGE1-d4); 195,1032 m/z (LTB4); 197,1157 m/z (LTB4-
d4); 271,2072 m/z (PGD2); 280,2635 m/z (PGD2-d9); 271,2080 m/z (PGE2); 280,2646
m/z (PGE2-d9); 353,2342 m/z (PGF2); 357,2594 m/z (PGF2-d4); 169,0876 m/z (TXB2);
173,1129 m/z (TXB2-d4); 271,2075 m/z (15-deoksy-12,14-PGJ]2); 280,2641 m/z (15-
deoksy-12,14-PGJ2-d9).

5.2.3 METODY STATYSTYCZNE

Kazdorazowo rozktad danych analizowano z wykorzystaniem testu D’Agostino-
Pearsona. Homogenno$¢ wariancji oceniano testem Levena. Dane z rozkladem
normalnym i homogenng wariancjg analizowano za pomoca testéw parametrycznych:

o testu t-Studenta dla préb powigzanych w przypadku oceny materiatu

sparowanego,
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. testu t-Studenta dla préb niepowigzanych w przypadku poréwnania srednich w
dwoch grupach,

. w/w testu z korekcjg Welcha w przypadku niehomogennych wariancji,

J jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z analiza post-hoc testem Tukeya-

Kramera w przypadku poréwnania $rednich w wiecej niz dwdéch grupach;
lub testéw nieparametrycznych:

. testu Wilcoxona w przypadku oceny materiatu sparowanego,

J testu U Manna-Whitneya w przypadku poréwnania Srednich w dwdéch grupach,

o testu H Kruskala-Wallisa z analiza post-hoc testem Conora w przypadku
poréwnania Srednich w wiecej niz dwoch grupach.

Przed przystapieniem do analizy nieparametrycznej, rozktad normalny i/lub
homogenno$¢ wariancji prébowano uzyskal poprzez transformacje logarytmiczng
surowych danych.

Dane kategoryczne analizowano testem Fishera (tabele 2x2) lub Chi-kwadrat
(tabele 2x3 i wieksze). Analize korelacji wykonano testem rang Spearmana.

Warto$¢ diagnostyczng metabolitéw oceniano korzystajac z analizy ROC
(receiver operating characteristics), umozliwiajacej poréwnanie pdl pod krzywa (AUC),
reprezentujacych moc dyskryminacyjng potencjalenego markera. Dodatkowo, na
podstawie indeksu Youdena (indeks J), wyznaczono optymalny punkt odciecia, obliczajac
towarzyszace mu czuto$ci i swoistosci.

Wszystkie wartosci prawdopodobienstwa byly dwustronne. Wartos$¢ p < 0.05
uznano za istotng statystycznie.

W analizie statystycznej korzystano z oprogramowania MedCalc® Statistical
Software  version 22.013 (MedCalc  Software  Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2023).
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6 WYNIKI

6.1 INTERMEDIATY SZLAKU COX2/PGE2 U PACJENTOW Z RAKIEM
JELITA GRUBEGO

6.1.1 EKSPRESJA GENOW BIALEK SZLAKU COX2/PGE2 W TKANKACH JELIT

6.1.1.1 Analiza par ,guz-margines” pochodzqgcych od tego samego pacjenta

Poréwnanie ekspresji genéw kodujacych kluczowe biatka szlaku w tkankach
jelita uzyskanych z guza oraz okolic marginesu resekcji (w dalszej czesci rozprawy dla
uproszczenia nazywanego ,marginesem”) a pochodzacych od tego samego pacjenta
wykazato, ze, z wyjatkiem PTGSZ2/COX2, jest ona znamiennie nizsza w guzie w
poréwnaniu z marginesem (Wykres 1). W przypadku PTGS2/C0X2 liczba przypadkow, w
ktorych ekspresja w guzie byta wyzsza niz marginesie byt zblizony do liczby przypadkdw,
w ktorych poziom ekspresji byt nizszy. ROwniez Sredni poziom ekspresji w guzie i

marginesie byt poréwnywalny (Tabela VII).
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Wykres 1 Analiza poréwnawcza ekspresji gendw w guzach i, odpowiadajacych im, marginesach

resekgji: (a) PTGS2; (b) HPGD; (c) MRP4; (d) PGT; (e) PTGERZ; (f) PTGER4

Dane analizowano testem t Studenta dla préb powigzanych (PGT) lub testem Wilcoxona (pozostate geny).
NRQ, znormalizowane wartos$ci relatywne; p, prawdopodobienstwo.

W  przypadku pozostatych genéw (Tabela VII), poréwnanie wartosci
usrednionych wykazato, zZe ekspresja w guzie jest:

e 6-krotnie nizsza dla HPGD;

e 1,6-krotnie nizsza dla MRP4;

e 2 .9-krotnie nizsza dla PGT;

e 1,7-krotnie nizsza dla PTGERZ;

e 2,1-krotnie nizsza dla PTGER4.

Tabela VII. Por6wnanie ekspresji gendw biatek szlaku COX2/PGEz w guzach i marginesach resekcji
(proby sparowane) u pacjentéw z rakiem jelita grubego

, Poréwnanie margines-
Srednia ekspresiji (95% CI)

Gen P guz
margines guz T (n) ! (n)

PTGS2 0.81 (0.49-1.78) 0.87 (0.58-1.07) 0.259 21 28
HPGD 2.28 (1.96-2.66) 0.38 (0.26-0.66)  <0.0001 7 42
MRP4 1.48 (1.01-1.82) 0.95 (0.61-1.24) 0.009 14 35
PGT 1.63 (1.21-2.07) 0.57 (0.37-0.94) 0.001 12 35
PTGER2 1.45 (1.09-1.53) 0.83 (0.70-1.22) 0.004 13 36
PTGER4 1.37 (1.22-1.78) 0.66 (0.46-0.95) <0.001 12 37

Dane analizowano testem t Studenta dla préb powiazanych i przedstawiono jako $rednie arytmetyczne
(PGT) lub testem Wilcoxona i przedstawiono jako mediany (pozostate geny) wartosci NRQ. NRQ,
znormalizowane warto$ci relatywne ekspresji; CI, przedziat ufnosci; P, prawdopodobienstwo; T (n), ilo$é
przypadkéw, w ktérych ekspresja w guzie byta wyzsza niz w marginesie; 1 (n), ilo$¢ przypadkoéw, w ktérych
ekspresja w guzie byta nizsza niz w marginesie. Kolorem czerwonym wyro6zniono statystycznie znamienne
réznice ekspresji (p < 0.05).
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6.1.1.2 Zaleznos¢ poziomu ekspresji genéw kodujqcych biatka szlaku COX2/PGE2
od gtebokosci nacieku guza

Sposréd badanych gendéw, jedynie ekspresja PTGSZ w guzie réznita sie w
zalezno$ci od gtebokos$ci nacieku guza pierwotnego (Tabela VIII), bedac znamiennie

wyzszg w guzach T1i T4 niz Tis (Wykres 2).

Tabela VIII. Zalezno$¢ ekspresji genéw w guzach od gtebokosci nacieku guza pierwotnego.

Mediana ekspresji w guzach [NRQ]; IQR

Gen p
Tis T1 T2 T3 T4

PTGS2 0,15; 0,3 1,92; 4,1 0,52; 0,5 0,87; 1,0 1,31; 4,0 0,040k
HPGD 0,19;08 11,15;16,3 0,30;0,6 0,44; 1,2 0,37;0,2 0,777x
MRP4 0,30; 0,6 1,83; 3,7 1,07; 2,2 1,02; 1,6 0,96; 0,9 0,221K
PGT 0,74; 0,8 2,08;0 0,40; 1,2 0,57; 1,0 0,42; 1,6 0,835k
PTGERZ2 1,10; 0,8 1,21; 3,4 0,81; 0,5 0,71; 1,2 1,27; 0,6 0,579k
PTGER4 0,67;0,7 1,61; 1,5 0,73; 1,0 0,51; 0,5 1,36;1,9 0,293k

NRQ; znormalizowane warto$ci relatywnej ekspresji; IQR, rozstep kwartylny; Tis, rak przedinwazyjny (ang.
tumor in situ); P, prawdopodobienistwo; K, Kruskal-Wallis H test. Kolorem czerwonym wyrdzniono wynik
statystycznie znamienny (p<0.05).
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Wykres 2. Wptlyw gtebokosci nacieku guza pierwotnego (cecha T) na ekspresje PTGS2 w guzach

nowotworowych pacjentéw z rakiem jelita grubego

Dane prezentowane jako mediany (czerwony kwadrat) z rozstepem kwartylnym (niebieskie wasy) i
analizowane testem H Kruskala-Wallisa. Znamienne réznice miedzy poszczegélnymi grupami zaznaczono
czerwonymi konektorami i gwiazdka. NRQ, znormalizowane wartosci relatywnej ekspresji.
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Gtebokos$¢ nacieku guza pierwotnego nie miata znamiennego wptywu na zaden z
badanych genéw w przypadku ekspresji w marginesach resekcji (Tabela IX) oraz w

przypadku stosunku ekspresji guz/margines (Tabela X).

Tabela IX. Zaleznos$¢ ekspresji gendw biatek szlaku COX2/PGE2 w marginesach resekcji od
gtebokosci nacieku guza pierwotnego

Mediana ekspresji w marginesach resekcji [NRQ]; IQR

Gen p
Tis T1 T2 T3 T4

PTGS2 4,23; 5,0 0,93; 37,6 0,44; 1,1 1,02; 59 0,84; 4,6 0,468«
HPGD 2,43; 1,0 2,97; 109 2,67; 0,4 1,97; 1,3 1,92; 1,2 0,122k
MRP4 2,47;1,3 1,33; 2,7 1,59; 1,5 1,51; 1,7 0,92;0,8 0,214xK
PGT 1,72; 1,9 3,23;0 2,40; 1,9 1,66; 1,8 0,98; 0,8 0,428k
PTGERZ2 0,96; 1,5 1,35; 1,2 1,78; 0,9 1,22;0,9 1,48; 2,4 0,721K
PTGER4 2,35;1,6 1,16; 2,1 1,87; 1,3 1,26; 1,4 1,31; 1,2 0,382k

NRQ; znormalizowane warto$ci relatywnej ekspresji; IQR, rozstep kwartylny; Tis, rak przedinwazyjny (ang.
tumor in situ); P, prawdopodobienstwo; X, Kruskal-Wallis H test.

Tabela X. Zaleznos$¢ krotnosci ekspresji [guz/margines] gen6éw biatek szlaku COX2/PGE: od gtebokosci
nacieku guza pierwotnego

Mediana krotnosci ekspresji [guz/margines]; IQR

Gen P
Tis T1 T2 T3 T4

PTGS2 0,10; 0,2 10,8; 88,2 0,90; 2,3 0,78; 2,8 4,47;139 0,140%
HPGD 0,72; 0,7 0,46; 0,4 0,10; 0,2 0,28; 0,7 0,18; 0,1 0,515k
MRP4 0,08; 0,2 0,58; 24,1 0,42; 1,5 0,57;0,9 0,60; 1,1 0,129k
PGT 0,37; 0,3 0,64;0 0,41;0,5 0,36; 0,9 0,51;0,9 0,953k
PTGER2 1,42; 2,3 0,91; 0,6 0,49; 0,3 0,62; 0,6 0,71; 1,2 0,338k«
PTGER4 0,25; 0,1 0,81; 6,1 0,49; 0,7 0,37; 0,6 0,82; 2,0 0,222k

IQR, rozstep kwartylny; Tis, rak przedinwazyjny (ang. tumor in situ); P, prawdopodobienstwo; X, Kruskal-
Wallis H test.

6.1.1.3 Zaleznos¢ poziomu ekspresji genéw kodujqgcych biatka szlaku COX2/PGE-
od obecnosci przerzutow do regionalnych weztéw chtonnych

W przypadku Zadnego z analizowanych gendéw, poziom ekspresji w guzach
nowotworowych oraz okolicach margines6w resekcji nie byt zalezny od obecno$ci i ilo$ci

przerzutow w weztach chtonnych (Tabela XI i XII).
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Tabela XI. Zalezno$¢ ekspresji gendw w guzach od obecnosci przerzutéw w regionalnych

weztach chtonnych
Srednia ekspresja w guzach [NRQ]
Gen P
NO N1 N2
PTGS2 0,72 (0,39-1,32) 0,64 (0,27-1,54) 1,57 (0,43-5,73) 0,3004
HPGD 0,27;1,1 0,66;1,71 0,35; 0,56 0,125k
MRP4 0,83 (0,52-1,31) 0,64 (0,25-1,59) 0,76 (0,35-1,63) 0,8364
PGT 0,52 (0,33-0,81) 0,72 (0,33-1,56) 0,65 (0,32-1,32) 0,6954
PTGERZ 0,78 (0,53-1,16) 0,83 (0,45-1,52) 0,86 (0,5-1,47) 0,9554
PTGER4 0,59 (0,42-0,82) 0,88 (0,46-1,68) 0,72 (0,35-1,51) 0,488~

A dane analizowane jednoczynnikowg ANOVA i przedstawione jako Srednie geometryczne z 95%CI; X, dane
analizowane testem H Kruskala-Wallisa i przedstawione jako mediany z IQR; NRQ; znormalizowane
wartosci relatywnej ekspresji; CI, przedziat ufnosc¢i; IQR, rozstep kwartylny.

Tabela XII. Zaleznos¢ ekspresji genéw w marginesach od obecnosci przerzutéw w regionalnych

weztach chtonnych
Srednia ekspresja w marginesach resekcji [NRQ]
Gen NO N1 N2
PTGS2 1,21; 5,96 1,20; 12 0,48; 0,64 0,152k
HPGD 2,42;1,28 2,4; 0,94 1,97; 1,26 0,802k
MRP4 1,5 (1,04-2,17) 1,0 (0,5-1,99) 1,24 (0,67-2,28) 0,4784
PGT 1,54 (1,12-2,12) 1,79 (1,27-2,51) 1,53 (1,05-2,22) 0,773A
PTGER2 1,09; 1,18 1,22; 0,78 1,77; 1,40 1,124K
PTGER4 1,52; 1,42 1,32; 1,39 1,33; 1,79 0,871k

A dane analizowane jednoczynnikowg ANOVA i przedstawione jako Srednie geometryczne z 95%CI; X, dane
analizowane testem H Kruskala-Wallisa i przedstawione jako mediany z IQR; NRQ; znormalizowane
wartoSci relatywnej ekspresji; CI, przedziat ufnosc¢i; IQR, rozstep kwartylny.

Krotnos$¢ ekspresji w guzie w stosunku do umarginesu rowniez nie zalezata od
obecnosci i ilosci przerzutow w przypadku MRP4, PGT, PTGERZ i PTGER4. Roznita sie
natomiast znamiennie w przypadku PTGSZ2 i wykazywata taka tendencje w przypadku

HPGD (Tabela XIII).

Ekspresja PTGSZ w guzie w poréwnaniu do okolic marginesu byta 3,2-krotnie i
3,6-krotnie nizsza u pacjentow z NO i N1. Natomiast u pacjentow z N2, ekspresja w guzie
byta 5,6-krotnie wyzsza niz w okolicach marginesu. Tym samym, u pacjentow z N2
krotno$¢ ekspresji wzrosta 18,1-razy w odniesieniu do pacjentéw z NO i 20,3-razy w

odniesieniu do pacjentow N1 (Wykres 3).
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Tabela XIII. Zalezno$¢ krotnosci ekspresji gendw [guz/margines] od obecnosci przerzutéw w

regionalnych weztach chtonnych

Srednia krotnos¢ ekspresji [guz/margines]

Gen p
NO N1 N2

PTGS2 0,31; 2,79 0,28; 1,74 56;17 0,014K
HPGD 0,10; 0,37 0,27;0,8 0,21; 0,19 0,079k
MRP4 0,52 (0,27-0,99) 0,64 (0,27-1,5) 0,62 (0,38-0,99) 0,8824
PGT 0,35 (0,21-0,58) 0,46 (0,2-1,06) 0,37 (0,16-0,84) 0,811
PTGER2 0,63 (0,4-0,98) 0,72 (0,41-1,25) 0,56 (0,28-1,12) 0,820
PTGER4 0,4 (0,25-0,64) 0,61 (0,35-1,05) 0,52 (0,19-1,44) 0,6074

A dane analizowane jednoczynnikowg ANOVA i przedstawione jako Srednie geometryczne z 95%CI; X, dane
analizowane testem H Kruskala-Wallisa i przedstawione jako mediany z IQR; CI, przedzial ufno$ci; IQR,
rozstep kwartylny. Kolorem czerwonym wyrézniono wynik statystycznie znamienny (p<0,05).
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Réznice krotnosci ekspresji PTGS2 w guzie w stosunku do marginesu resekcji u pacjentéw z
rakiem jelita grubego w zaleznosci od obecno$ci i ilosci przerzutéw do regionalnych weztéw
chtonnych.

Wykres 3.

Dane prezentowane jako mediany (czerwony kwadrat) z rozstepem kwartylnym (niebieskie wasy) i
analizowane testem H Kruskala-Wallisa. Znamienne réznice miedzy poszczegélnymi grupami zaznaczono
czerwonymi konektorami. Strzatki wskazuja nizsze (/) lub wyzsze (1) ekspresje w guzie w stosunku do
marginesow lub wzrost (1) krotnosci ekspresji [guz/margines] miedzy pacjentami. G/M, ekspresja w guzie
w stosunku do ekspresji w okolicach marginesu resekgc;ji.

W przypadku HPGD, krotnoSci ekspresji guz/margines byty nieznamiennie nizsze
u pacjentoéw bez przerzutow niz z przerzutami (Tabela XIII). Dla zwiekszenia mocy testu,
pacjentow z przerzutami w réznym stopniu potaczono i poréwnano do pacjentéw bez

przerzutéw. Jak zobrazowano na Wykresie 4, stosunek ekspresji w guzie w poréwnaniu

do ekspresji w okolicach marginesu wzrést, poniewaz obserwowana nizsza ekspresja w
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guzie w przypadku pacjentéw z przerzutami byta znamiennie, 2,7-razy mniejsza niz u

pacjentow bez przerzutéw.
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WyKkres 4. Réznice krotnosci ekspresji HPGD w guzie w stosunku do marginesu resekcji u pacjentow z
rakiem jelita grubego w zalezno$ci od obecno$ci przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych.

Dane prezentowane jako mediany (czerwony kwadrat) z rozstepem kwartylnym (niebieskie wasy) i
analizowane testem U Manna-Whitneya. Strzatki wskazuja nizsze ({,) lub wyzsze (") ekspresje w guzie w
stosunku do margineséw lub wzrost (") krotnosci ekspresji [guz/margines] miedzy pacjentami. G/M,
ekspresja w guzie w stosunku do ekspresji w okolicach marginesu resekciji.

6.1.1.4 Zaleznos¢ poziomu ekspresji genéw kodujqcych biatka szlaku COX2/PGE2
od obecnosci przerzutow odlegtych

W przypadku Zadnego z analizowanych genéw, poziom ekspresji w guzach
nowotworowych oraz okolicach margineséw resekcji nie byt zalezny od obecnosci

przerzutow odlegtych (Tabela XIV i XV).

Tabela XIV. Zalezno$¢ ekspresji genéw w guzach od obecnosci przerzutéw odlegtych

Srednia ekspresja w guzach [NRQ]

Gen P
MO M1

PTGS2 0,77; 1,01 1,05; 2,21 0,555M
HPGD 0,38; 0,96 0,29; 0,41 0,567M
MRP4 0,95;1,58 1,08; 0,63 0,858M
PGT 0,65 (0,46-0,92) 0,29 (0,07-1,17) 0,181t
PTGER2 0,81 (0,61-1,07) 0,90 (0,21-3,85) 0,821t
PTGER4 0,69 (0,51-0,93) 0,77 (0,22-2,67) 0,832t

Dane analizowano testem t Studenta dla préb niezaleznych i przedstawiono jako $rednie geometryczne
warto$ci NRQ z 95% CI lub testem U Manna-Whitneya i przedstawiono jako mediany wartosci NRQ z
zakresem kwartalnym. NRQ, znormalizowane warto$ci relatywnej ekspresji; Cl, przedziat ufnosci; P,
prawdopodobienstwo; M, Mann-Whitney U test; t, test t Studenta dla préb niezaleznych.
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Tabela XV. Zalezno$¢ ekspresji genéw w marginesie od obecnosci przerzutéw odlegtych

Srednia ekspresja w marginesach resekcji [NRQ]

Gen p
MO M1

PTGS2 0,92; 5,75 0,65; 9,75 0,945M
HPGD 2,24; 1,15 2,31;1,87 0,583M
MRP4 1,51; 1,67 1,21; 1,46 0,548M
PGT 1,56 (1,27-1,9) 2,23 (1,4-3,54) 0,303t
PTGERZ2 1,36; 1,13 2,32;1,79 0,140M
PTGER4 1,37; 1,48 1,42; 1,69 0,571M

Dane analizowano testem t Studenta dla préb niezaleznych i przedstawiono jako $rednie geometryczne
warto$ci NRQ z 95% CI lub testem U Manna-Whitneya i przedstawiono jako mediany wartosci NRQ z
zakresem kwartalnym. NRQ, znormalizowane wartos$ci relatywnej ekspresji; CI, przedziat ufnosci; P,
prawdopodobienstwo; M, Mann-Whitney U test; t, test t Studenta dla préb niezaleznych.

Poréwnanie stosunkow ekspresji w guzie wzgledem marginesu [G/M] wykazato,
Ze u pacjentow bez przerzutdéw odlegtych, poziom ekspresji PGT w guzie byt 2,3-krotnie
nizszy niz w marginesie. U pacjentow z przerzutami odlegtymi (M1), poziom ekspresji w
guzie byt 12,3-krotnie nizszy (Tabela XVI). Zaobserwowany 5,4-krotnie wiekszy spadek
ekspresji PGT w guzach pacjentéw M1 niz MO byt statystycznie znamienny, mimo
niewielkiej liczby pacjentéw z przerzutami odlegtymi (Wykres 5). Stosunki ekspresji

pozostatych genéw nie byty zalezne od obecnoSci przerzutéw odlegtych (Tabela XVI).

Tabela XVI. Zalezno$¢ krotnosci ekspresji gendéw [guz/margines] od obecnosci przerzutéw odlegtych

Srednia krotno$¢ ekspresji [guz/margines]

Gen ) o
MO M1

PTGS2 0,68; 4,78 1,62; 8,21 0,884M
HPGD 0,17; 0,52 0,16; 0,16 0,535M
MRP4 0,57 (0,38-0,85) 0,65 (0,29-1,47) 0,851t
PGT 0,44 (0,31-0,64) 0,08 (0,02-0,31) 0,009t
PTGER2 0,65 (0,47-0,89) 0,46 (0,26-0,79) 0,509t
PTGER4 0,39; 0,73 0,32;1,0 0,855M

Dane analizowano testem t Studenta dla préb niezaleznych i przedstawiono jako $rednie geometryczne
stosunkéw ekspresji w guzie wzgledem marginesu z 95% CI lub testem U Manna-Whitneya i przedstawiono
jako mediany z zakresem kwartalnym. Kolorem czerwonym wyrdzniono wynik statystycznie znamienny
(p<0,05). CI, przedziat ufnosci; P, prawdopodobienstwo; M, Mann-Whitney U test; t, test t Studenta dla préb
niezaleznych.
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Wykres 5. Roznice krotnos$ci ekspresji PGT w guzie w stosunku do okolic marginesu resekcji w zalezno$ci
od obecno$ci przerzutéw odlegtych.

Dane prezentowane jako mediany (czerwony kwadrat) z 95% CI (niebieskie wasy) i analizowane testem ¢
Studenta. Strzatki wskazujg nizsze ({,) ekspresje w guzie w stosunku do margineséw lub spadek krotnos$ci
ekspresji [G/M] miedzy pacjentami. CI, przedziat ufnosci; G/M, ekspresja w guzie w stosunku do ekspresji
w okolicach marginesu resekgji.

6.1.1.5 Zaleznos¢ poziomu ekspresji genow kodujqcych biatka szlaku COX2/PGE2
od ogdlnego stopnia zaawansowania choroby (ang. stage; TNM)

Ekspresja zadnego z badanych genéw w tkance guza (Tabela XVII) oraz
narginesie resekcji (Tabela XVIII) nie korelowata ze stopniem zaawansowania choroby

nowotworowej TNM.

Tabela XVII. Korelacja miedzy poziomem ekspresji genéw kodujacych biatka szlaku COX2/PGE2 w guzie a
o0g6lnym stopniem zaawansowania choroby (TNM)

Wspotczynnik korelacji

Gen P
Spearmana (p)

PTGS2 0,12 0,401
HPGD 0,14 0,333
MRP4 0 0,961
PGT 0,03 0,864
PTGER2 0,05 0,749
PTGER4 0,09 0,537

P, prawdopodobienstwo.
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Tabela XVIII. Korelacja miedzy poziomem ekspresji genéw kodujacych biatka szlaku COX2 /PGE2 w
marginesie a ogélnym stopniem zaawansowania choroby (TNM)

Wspoétczynnik korelacji

Gen p
Spearmana (p)

PTGS2 -0,05 0,709
HPGD -0,11 0,458
MRP4 -0,16 0,245
PGT 0,08 0,590
PTGER2 0,20 0,164
PTGER4 0,01 0,953

P, prawdopodobienstwo.

W przypadku gené6w MRP4, PGT, PTGERZ i PTGER4, réwniez warto$¢ krotnosci

ekspresji guz/margines nie wykazywata korelacji z zaawansowaniem raka (Tabela XIX).

Tabela XIX. Korelacja miedzy krotno$cig ekspresji genéw kodujgcych biatka szlaku COX2/PGE: w guzie
wzgledem marginesu a ogélnym stopniem zaawansowania choroby (TNM)

Wspétczynnik korelacji

Gen p
Spearmana (p)

PTGS2 0,32 0,025
HPGD 0,36 0,012
MRP4 0,13 0,382
PGT -0,08 0,597
PTGER2 -0,07 0,623
PTGER4 0,07 0,619

P, prawdopodobienstwo. Kolorem czerwonym wyroézniono zalezno$ci statystycznie znamienne (p<0.05).

Jednakze krotnosci ekspresji PTGS2 i HPGD byly tym wieksze im wyzszy byt stopien
zaawansowania RJG (Wykresy 61 7).
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Wykres 6. Korelacja miedzy krotno$cia ekspresji PTGS2 w guzie w stosunku do marginesu a stopniem
zaawansowania raka jelita grubego

Korelacje analizowano testem rang Spearmana. Kolorem czerwonym wyrdzniono linie trendu.

10'F
10°F 8 8 g
_ - 5]
Bl —&— 5 0 ©
s ® @
S, 102}
Q =
[C)
o 10°L
I B
- p=0,36; p=0,012
104
o
10-5_1 | . ] | |
0 1 2 3 4

zaawansowanie TNM

Wykres 7. Korelacja wprost proporcjonalna miedzy krotnoscig ekspresji HPGD w guzie w stosunku do
marginesu a stopniem zaawansowania raka jelita grubego

Korelacje analizowano testem rang Spearmana. Kolorem czerwonym wyrdézniono linie trendu.

Oprocz liniowej zaleznosci, Srednie stezenia HPGD byly znamiennie r6zne miedzy

poszczegdlnymi stopniami zaawansowania, tj. stopniami 0i 2, 0i 3 oraz 1i 3 (Wykres 8).
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Wykres 8. Zalezno$¢ miedzy krotnoscia ekspresji HPGD w guzie w stosunku do marginesu w zalezno$ci
od stopnia zaawansowania raka

Dane prezentowane jako mediany (czerwony kwadrat) z rozstepem kwartylnym (niebieskie wasy) i
analizowane testem H Kruskala-Wallisa. Znamienne réznice w krotnosci ekspresji guz/margines pomiedzy
poszczeg6lnymi stopniami zaawansowania TNM wyrdzniono konektorami z gwazdka. G/M, ekspresja w
guzie w stosunku do ekspresji w okolicach marginesu resekcji.

6.1.1.6 Zaleznos¢ ekspresji genow biatek szlaku COX2/PGEZ2 od stopnia
zaawansowania histologicznego guza pierwotnego (G)

Ekspresja Zadnego z badanych genéw w tkance nowotworowej (Tabela XX) i w
marginesach resekcji (Tabela XXI), a takze krotno$¢ ekspresji (Tabela XXII) nie byta

znamiennie powigzana ze stopniem zaawansowania histologicznego guza pierwotnego.

Tabela XX. Zalezno$¢ ekspresji gendw w guzie od stopnia zaawansowania histologicznego (G)

Srednia ekspresja w guzach [NRQ]

Gen P
G1 G2 G3/4

PTGS2 0,78; 2,2 0,82;0,8 1,06;3,43 0,841
HPGD 0,22; 3,74 0,36;0,64 0,58; 1,53 0,570
MRP4 0,95; 0,81 1,08; 1,62 0,78; 0,7 0,647
PGT 0,36; 0,67 0,59; 1,41 0,43; 0,79 0,401
PTGER2 0,71; 0,3 0,85; 1,12 1,27; 1,21 0,839
PTGER4 0,96; 0,67 0,66; 0,94 0,63; 1,81 0,975

Dane prezentowane jako mediany znormalizowanych wartos$ci relatywnych ekspresji (NRQ) z rozstepem

kwartylnym i analizowane testem H Kruskala-Wallisa.
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Tabela XXI. Zaleznos$¢ ekspresji gendw w marginesie od stopnia zaawansowania histologicznego (G)

Srednia ekspresja w marginesach resekcji [NRQ]

Gen p
G1 G2 G3/4

PTGS2 1,66; 8,09 0,78; 6,52 0,81;1,3 0,570
HPGD 2,6; 1,32 2,28; 1,19 1,86; 1,63 0,234
MRP4 2,0; 1,35 1,51; 1,62 1,0; 1,67 0,893
PGT 1,97; 2,06 1,48; 1,51 1,65; 2,87 0,879
PTGER2 1,09; 1,34 1,39; 0,98 1,47;1,78 0,784
PTGER4 1,23; 1,02 1,38; 1,44 1,24; 1,53 0,628

Dane prezentowane jako mediany znormalizowanych warto$ci relatywnych ekspresji (NRQ) z rozstepem
kwartylnym i analizowane testem H Kruskala-Wallisa.

Tabela XXII. Zalezno$¢ krotnosci ekspresji gendw [guz/margines] od stopnia zaawansowania

histologicznego (G)

Srednia krotnos¢ ekspresji [guz/margines]

Gen p
G1 G2 G3/4

PTGS2 0,35; 16,4 0,82; 2,91 0,92; 10,84 0,714
HPGD 0,09; 0,06 0,17; 0,27 1,78; 1,25 0,084
MRP4 0,4; 0,32 0,54; 1,2 0,58; 0,56 0,872
PGT 0,13; 0,29 0,42; 1,31 0,22; 0,37 0,205
PTGER2 0,43; 0,62 0,6; 0,59 0,44; 0,99 0,902
PTGER4 0,33; 0,18 0,42; 0,77 0,56; 1,26 0,860

Dane prezentowane jako mediany z rozstepem kwartylnym i analizowane testem H Kruskala-Wallisa.

Ze wzgledu na zaobserwowang tendencje rosnaca w przypadku krotnosci
ekspresji HPGD wraz z rosnagcym stopniem odréznicowania komorek nowotworowych
(Tabela XXII), dodatkowo oceniono korelacje miedzy parametrami i wykazano

znamienng wprost proporcjonalng zalezno$¢ (Wykres 9).
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Wykres 9. Korelacja wprost proporcjonalna miedzy krotnoscig ekspresji HPGD w guzie w stosunku do
marginesu a stopniem zaawansowania histologicznego guza pierwotnego

Korelacje analizowano testem rang Spearmana. Kolorem czerwonym wyroézniono linie trendu.

6.1.1.7 Zaleznos¢ ekspresji genow biatek szlaku COX2/PGEZ2 od lokalizacji guza
pierwotnego

Sublokalizacja guza pierwotnego nie miata zwigzku z ekspresja w guzie Zadnego z

badanych genéw (Tabela XXIII).

Tabela XXIII. Zaleznos$¢ ekspresji genéw biatek szlaku COX2/PGE2 w tkance guza od sublokalizacji guza
pierwotnego w jelicie grubym

Srednia ekspresja w guzach [NRQ]

Gen Guzy Guzy Guzy p
lewostronne odbytnicy prawostronne

PTGS2 0,91; 2,89 0,87; 0,77 0,78; 0,68 1,0K
HPGD 0,55 (0,22-1,36) 0,44 (0.25-0.76) 0,27 (0.08-0.97) 0,5404
MRP4 1,85; 1,23 1,13; 1,35 0,95; 1,08 0,677K
PGT 0,75 (0.35-1.33) 0,54 (0.3-0.97) 0,57 (0.34-0.98) 0,7034
PTGER2 0,85; 0,7 0,82; 1,25 0,93; 1,59 0,423«
PTGER4 0,82 (0.47-1.44) 0,61 (0.38-0.99) 0,68 (0,4-1,15) 0,694

A, dane analizowane jednoczynnikowa ANOVA i przedstawione jako Srednie geometryczne

’

znormalizowanych wartos$ci relatywnych ekspresji (NRQ) z 95%CI; X, dane analizowane testem H Kruskala-
Wallisa i przedstawione jako mediany NRQ z IQR; CI, przedziat ufnoséi; IQR, rozstep kwartylny.

Sublokalizacja guza pierwotnego nie miata zwigzku z ekspresja w okolicach marginesu
resekcji zadnego z badanych genéw (Tabela XXIV), z wyjatkiem PTGERZ2, ktérego ekspresja w
przypadku guzéw prawostronnych byta znamiennie wyzsza niz w przypadu guzéw odbytnicy

(Wykres 10).
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Tabela XXIV. Zalezno$¢ ekspresji genow biatek szlaku COX2/PGE2 w okolicach marginesu resekcji od
sublokalizacji guza pierwotnego w jelicie grubym

Srednia ekspresja w marginesach resekcji [NRQ]

Gen Guzy Guzy Guzy p
lewostronne odbytnicy prawostronne

PTGS2 1,38 (0,47-3,97) 1,65 (0,68-3,98) 0,68 (0,29-1,6) 0,3384
HPGD 2,55;1,01 1,97; 1,38 2,56;1,12 0,333k
MRP4 1,57; 1,61 1,59; 1,86 1,1; 1,21 0,386K
PGT 1,68 (1,25-2,26) 1,5(1,03-2,19) 1,67 (1,22-2,3) 0,8467
PTGERZ2 1,23 (0,9-1,66) 0,87 (0,62-1,24) 1,82 (1,41-2,35) 0,0044
PTGER4 1,39; 1,31 1,21; 1,24 1,83; 1,64 0,237k

A dane analizowane jednoczynnikowa ANOVA i przedstawione jako $rednie geometryczne
znormalizowanych warto$ci relatywnych ekspresji (NRQ) z 95%CI; X, dane analizowane testem H Kruskala-
Wallisa i przedstawione jako mediany NRQ z IQR; CI, przedziat ufno$ci; IQR, rozstep kwartylny. Kolorem

czerwonym wyrdzniono wynik statystycznie znamienny (p<0,05).
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Wykres 10. Zalezno$¢ miedzy ekspresja PTGER2 w okolicach marginesu resekcji a sublokalizacjg guza
pierwotnego w jelicie grubym

Dane prezentowane jako $rednie geometryczne (czerwony kwadrat) z 95% przedziatem ufnosci (niebieskie
wasy) i analizowane testem ANOVA. Znamienne roéznice pomiedzy poszczegélnymi sublokalizacjami
wyro6zniono konektorami z gwazdka. NRQ, znormalizowane wartosci relatywnych ekspresji.

Sublokalizacja guza pierwotnego nie miata zwigzku z krotnoScig ekspresji

badanych genéw w guzie w stosunku do marginesu resekcji (Tabela XXV).

54



Tabela XXV. Zaleznos$¢ krotnosci ekspresji genéw biatek szlaku COX2/PGE2 guz/margines resekcji od
sublokalizacji guza pierwotnego w jelicie grubym

Srednia krotnos¢ ekspresji [guz/margines]

Gen Guzy Guzy Guzy p
lewostronne odbytnicy prawostronne

PTGS2 0,54 (0,13-2,25) 0,54 (0,13-2,32) 1,15 (0,38-3,47) 0,621
HPGD 0,15; 0,21 0,22; 0,59 0,14; 0,44 0,689k
MRP4 0,5(0,21-1,18) 0,65 (0,34-1,22) 0,59 (0,34-1,02) 0,841
PGT 0,45 (0,19-1,02) 0,42 (0,23-0,75) 0,31 (0,15-0,61) 0,6804
PTGERZ2 0,69 (0,45-1,07) 0,71 (0,38-1,34) 0,51 (0,3-0,86) 0,5954
PTGER4 0,38; 1,27 0,56; 0,8 0,28; 0,39 0,489k

A dane analizowane jednoczynnikowg ANOVA i przedstawione jako Srednie geometryczne z 95%CI; X, dane
analizowane testem H Kruskala-Wallisa i przedstawione jako mediany z IQR; CI, przedziat ufnos$¢i; IQR,
rozstep kwartylny.

6.1.2  STEZENIE PGE2 I INNYCH WYBRANYCH EIKOZANOIDOW W KRAZENIU

Ze wzgledu na lokalny charakter dziatania oraz krétki czas zycia hormonow
tkankowych, do ktérych nalezg eikozanoidy, a w zwigzku z tym stosunkowo niskie ich
stezenia w Kkrazeniu ogoélnoustrojowym, przy oznaczaniu niektérych z badanych
zwigzkdéw postuzono sie ich stabilnymi pochodnymi. I tak:

e PGE:1 jest reprezentowana przez 13,14-dihydro-PGE: (dla uproszczenia-
PGE1),
e PGl jest reprezentowana przez 6-keto-PGF1, (dla uproszczenia-PGF14),
e TXAz przez TXB,
e LTA4przez LTBa.
Natomiast PGD2 zmierzono zaro6wno jako aktywng prostaglandyne, jak i jej

metabolit: 15-deoxy-12,14-PG]J2 (dla uproszczenia-PG]Jz2).

Stezenia PGE1, PGF1,, PGF2 i TBX2 byty znamiennie, a PGD2z i PGJ2 nieznamiennie,
wyzsze u pacjentéw z RJG niz u oséb zdrowych z grupy kontrolnej. Z kolei stezenie LTB4

byto znamiennie nizsze (Wykres 11).
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Wykres 11. Poréwnanie ogélnoustrojowych stezen wybranych eikozanoidéw u pacjentéw z rakiem jelita
grubego wzgledem oséb zdrowych: (a) 13,14-dihydro-PGE;1; (b) 6-keto-PGF1q; (c) PGE2; (d) PGFz; (e)
PGD2; (f) 15-deoksy-12,14-PG]Jz; (g) TBXz2; (h) LTBs

Dane prezentowane mediany (czerwony kwadrat) z zakresem kwartylowym (niebieski wasy) i
analizowane testem U Manna-Whitneya. Warto$¢ mediany i zakresu kwartylowego podano pod wykresami
dot-plot. Ze wzgledu na duzy rozrzut wynikéw, dane przedstawiono w skali logarytmicznej dla poprawy ich
czytelnosci.

6.1.2.1 Zaleznos¢ stezenia wybranych eikozanoidow we krwi od wieku

Z uwagi na nieréwnocenno$¢ grupy badanej i kontrolnej pod wzgledem wieku
(Tabela II), przeanalizowano korelacje miedzy wiekiem a badanymi eikozanoidami w
grupie kontrolnej i badanej. Sposréd wszystkich metabolitéw, jedynie stezenie PGF1a w

grupie kontrolnej ujemnie korelowato z wiekiem (Tabela XVI).

Tabela XVI. Korelacja miedzy wiekiem z stezeniem wybranych eikozanoidéw w surowicy pacjentéw z R]G
oraz os6b zdrowych (kontrole)

Wspoétczynnik korelacji Spearmana (p); p

Metabolit
Kontrole Pacjenci

PGE; -0,22; p=0,259 0,17;p=0,206
13,14-dihydro-PGE, -0,20; p=0,307 -0,10; p=0,470
15-deoxy-12,14-PG]J: -0,21;p=0,274 -0,19; p=0,144
6-keto-PGF1q -0,39; p = 0,042 0,18, p=0,164
PGD; -0,22; p=0,272 0,13; p=0,342
PGF; -0,15; p=443 -0,05,p=0,704
LTB, -0,20; p=0,302 0,09; p=0,504
TBX: -0,22; p=252 0,10; p =465

P, prawdopodobienstwo. Kolorem czerwonym wyrézniono zaleznosci statystycznie znamienne (p<0.05)
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6.1.2.2 Zaleznos¢ stezenia wybranych eikozanoidéw we krwi od ryzyka zgonu
podczas operacji

StezeniaPGEz2, PGF1, PGD2 i TBX4 nie réznily sie znamiennie miedzy pacjentami o

réznym stopniu ryzyka zgonu podczas planowanej operacji (Tabela XVII).

Tabela XVII. Stezenie wybranych eikozanoidéw w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w
zaleznosci od ryzyka zgonu podczas operacji (skala ASA)

Srednie stezenie eikozanoidéw w surowicy

Metabolit mediana [pg/ml]; IQR P
ASA 1 ASA 2 ASA 3

PGE: 18,3; 94,9 22,9; 56;6 36,9; 117 0,987
13,14-dihydro-PGE, 24,3; 16,7 22,1;17,6 10,4; 13,7 0,018
15-deoxy-12,14-PG]. 134; 142 61,2; 151 0,1; 0 0,015
6-keto-PGF 14 535; 791 486; 877 536; 2084 0,501
PGD; 83,7; 137 106; 130 88; 116 0,715
PGF; 289; 170 197; 345 824; 819 0,033
LTB,41! 0,71; 1,13 0,35; 0,71 0,01; 0,42 0,026
TBX; 1159; 940 709; 1412 534; 1290 0,368

1, stezenie LTB4 wyrazone jest w [ng/ml]. Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa i przedstawiono
jako mediany z zakresem kwartalnym (IQR). Kolorem czerwonym wyrdzniono zalezno$ci statystycznie
znamienne (p<0.05). P, prawdopodobienstwo.

Natomiast stezenia PGE1, PGJ2 i LTB4 byly znamiennie nizsze u pacjentow z
wyzszym ryzykiem zgonu (ASA=3) niz w przypadku pacjentow z niskim ryzykiem,
sklasyfikowanym jako ASA=1 i ASA=2 (Wykres 12a-c). Z kolei stezenie PGF: byto
znamiennie wyzsze u pacjentow z wyzszym ryzykiem zgonu niz z nizszym, znamiennie

wobec grupy pacjentow z ASA=2 (Wykres 12d).
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Wykres 12. Stezenie eikozanoidéw w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w zaleznoSci od ryzyka
zgonu podczas operacji (skala ASA): (a) 13,14-dihydro-PGE1; (b) 15-deoksy-12,14-PGJ2; (c) LBTs;
(d) PGF:

Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa i przedstawiono jako mediany z zakresem kwartalnym
(pudetko) oraz 95% przedziatem ufnosci (wasy). Wartosci odstajace przedstawiono w postaci szarych
kropek. Znamienne réznice miedzy grupami przedstawiono za pomocg konektoréw oznaczonych gwiazdka.
P, prawdopodobienstwo; ASA, skala oceny ryzyka zgonu u pacjentéow poddawanych operacjom
pozasercowym.

6.1.2.3 Zaleznos¢ stezenia eikozanoidow we krwi od gtebokosci nacieku guza
pierwotnego

Stezenie PGE2, PGE1, PGJ2, PGF1, PGD2 i LTB4 nie korelowato z rozlegtoscia guza
pierwotnego. Natomiast stezenie PGF2 byto odwrotnie proporcjonalne a TXB2 wprost

proporcjonalne do gtebokos$ci nacieku (Tabela XVIII).
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Tabela XVIII. Korelacja miedzy stezeniem wybranych eikozanoidéw we krwi pacjentéw z RJG a
glebokoscia nacieku guza pierwotnego

Wspoétczynnik korelacji

Metabolit P
Spearmana (p)

PGE: -0,04 0,777
13,14-dihydro-PGE; 0,13 0,338
15-deoxy-12,14-PG]J: -0,18 0,179
6-keto-PGFiq -0,18 0,174
PGD: -0,11 0,417
PGF; -0,32 0,014
LTB, -0,10 0,428
TBX: 0,28 0,031

P, prawdopodobienstwo; R]G, rak jelita grubego. Kolorem czerwonym wyré6zniono zalezno$ci statystycznie
znamienne (p<0.05).

6.1.2.4 Zaleznos¢ stezenia eikozanoidow we krwi od obecnosci przerzutéw w
weztach chtonnych

Stezenia PGE2, PGE1, PGJ2, PGD2 i TBXs4 u pacjentéw z RJG nie zalezaly od

obecnosci przerzutéw w weztach chtonnych (Tabela XIX).

Tabela XIX. Stezenie wybranych eikozanoidéw w surowicy pacjentéw z R]G w zalezno$ci od obecnosci
przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych

Srednie stezenie eikozanoidow w surowicy

Metabolit mediana [pg/ml]; IQR P
NO N1 N2

PGE: 33,7, 70,5 13,2; 42,7 17,7; 85,8 0,465
13,14-dihydro-PGE; 17,7; 16,8 24; 22 13,2; 14,8 0,657
15-deoxy-12,14-PGJ. 82,9; 186 51,3; 133 85,5; 157 0,969
6-keto-PGF 1 492; 662 1187; 2001 301; 482 0,024
PGD; 107; 166 85; 85,6 68; 116 0,600
PGF; 222;235 363;401 475; 1029 0,062
LTB41 0,42; 0,52 0,30; 0,74 0,16; 0,41 0,027
TBX; 659; 1178 1022; 1189 638; 1646 0,792

1, stezenie LTB4 wyrazone jest w [ng/ml]. Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa i przedstawiono
jako mediany z zakresem kwartalnym (IQR). Kolorem czerwonym wyrdézniono zaleznoS$ci statystycznie
znamienne (p<0.05). P, prawdopodobienistwo; R]G, rak jelita grubego.
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Stezenie PGF1« byto natomiast znamiennie nizsze u pacjentéw z R]G i przerzutami
do weztow chtonnych Klasyfikowanych jako N2, w poréwnaniu do pacjentéw
klasyfikowanych jako N1 (Wykres 13a). Z kolei stezenie LTB4 byto znamiennie nizsze u
pacjentow z R]JG i przerzutami do weztéw chtonnych klasyfikowanych jako N2, w

poréwnaniu do pacjentéow bez przerzutow (NO) (Wykres 13b).
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Wykres 13. Stezenie eikozanoidéw w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w zaleznosci od
obecnosci przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych: (a) 6-keto-PGF1«; (b) LTB4

Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa i przedstawiono jako mediany z zakresem kwartalnym
(pudetko) oraz 95% przedziatem ufnosci (wasy). Warto$ci odstajace przedstawiono w postaci szarych
kropek. Znamienne réznice miedzy grupami przedstawiono za pomocg konektoréw oznaczonych gwiazdka.
P, prawdopodobienstwo.

W przypadku PGF2, stezenie u pacjentéw bez przerzutow do wezté6w chtonnych
byto nieznamiennie nizsze niz u pacjentow z przerzutami (Tabela XIX). Dla zwiekszenia
mocy testu, przeanalizowano stezenie PGF2 u pacjentéw bez przerzutow do weztow
chtonnych wzgledem pacjentéw z przerzutami, niezaleznie od ich liczby (N1+N2). Jak

przedstawiono na Wykresie 14, stezenie prostaglandyny byto znamiennie wyzsze u

pacjentow z przerzutami.
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WyKkres 14. Stezenie PGF2 w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w zalezno$ci od obecno$ci

Dane analizowano testem U Manna-Whitneya i przedstawiono jako mediany z zakresem kwartalnym
(pudetko oraz wartosci ponizej pudetka) oraz 95% przedziatem ufnosci (wasy). Wartosci odstajace

przedstawiono w postaci szarych kropek. P, prawdopodobienstwo.

przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych

6.1.2.5 Zaleznos¢ stezenia eikozanoidow od obecnosci przerzutow odlegtych

Stezenia PGE2, PGEi, PGD2, PGF2 i TXB2z we krwi pacjentow z R]G nie byty
zwigzane z obecnoscig przerzutow odlegtych, podczas gdy stezenia PGF1 i LTB4 byty

znamiennie nizsze, a PGJ2 znamiennie wyzsze u pacjentéw z przerzutami (Tabela XX).

Tabela XX. Stezenie wybranych eikozanoidéw w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w zaleznoSci

od obecnosci przerzutéw odlegtych

Srednie stezenie eikozanoidéw w surowicy

Metabolit mediana [pg/ml]; IQR P
MO M1

PGE: 22,9; 63 16,6; 606,8 0,860
13,14-dihydro-PGE; 21,5;17,5 23;15,6 0,630
15-deoxy-12,14-PGJ: 48,4; 155 149; 194 0,030
6-keto-PGF1« 538;918 147; 448 0,030
PGD: 89,8; 141 71,5; 82 0,503
PGF; 250; 324 477;1060 0,748
LTB,41 0,34; 0,49 0,15; 0,23 0,038
TBX: 609; 1251 1490; 1074 0,186

1, stezenie LTB4 wyrazone jest w [ng/ml]. Dane analizowano testem U Manna-Whitneya i przedstawiono
jako mediany z zakresem kwartalnym (IQR). Kolorem czerwonym wyrdézniono zaleznoS$ci statystycznie
znamienne (p<0.05). P, prawdopodobienstwo.
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6.1.2.6 Zaleznos¢ stezenia eikozanoidow we krwi od stopnia zaawansowania RJG

Sposrod analizowanych eikozanoidéw i ich pochodnych, jedynie stezenie LTB4
korelowato znamiennie ze stopniem zaawansowania choroby, wykazujac zalezno$¢

odwrotnie proporcjonalng (Tabela XXI).

Tabela XXI. Korelacja miedzy stezeniem wybranych eikozanoidéw we krwi pacjentéw a stopniem
zaawansowania R]JG (TNM)

Wspotczynnik korelacji

Metabolit P
Spearmana (p)

PGE: -0,13 0,340
13,14-dihydro-PGE; 0,15 0,254
15-deoxy-12,14-PG]J: -0,04 0,752

6-keto-PGFla -0,05 0,710

PGD; -0,16 0,211

PGF: 0,11 0,402

LTB, -0,30 0,018

TBX: 0,09 0,515

P, prawdopodobienstwo; R]G, rak jelita grubego. Kolorem czerwonym wyro6zniono zalezno$ci statystycznie
znamienne (p<0.05).

6.1.2.7 Zaleznos¢ stezenia eikozanoidéw we krwi od stopnia zaawansowania
histologicznego

Ze wzgledu na niewielka ilo$¢ przypadkéw, guzy G3 i G4 w teScie rang
analizowano 13cznie, natomiast analize korelacji przeprowadzono dla wszystkich stopni.

Stezenia PGE2, PGE1, PGF2 i TXBz nie r6znity sie znamiennie u pacjentéw z guzami

o ré6znym stopniu zaawansowania histologicznego (Tabela XXII).
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Tabela XXII. Stezenie wybranych eikozanoidéw w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w

zaleznosci od zaawansowania histologicznego raka

Srednie stezenie eikozanoidéw w surowicy

Metabolit mediana [pg/ml]; IQR P
G1 G2 G3+G4

PGE: 38,1; 58 21,7; 79,1 25,1; 67,4 0,637
13,14-dihydro-PGE; 18,6; 13;9 22,1;18,8 17,9; 15,3 0,853
15-deoxy-12,14-PG]J: 19,7; 155 56,3; 135 186; 432 0,032
6-keto-PGFiq 654; 2585 530; 1091 147; 432 0,020
PGD: 271;531 96,5; 139 92,7; 63,9 0,043
PGF; 284; 468 242; 347 299; 444 0,396
LTB,41 0,67;0,3 0,34; 0,75 0,26; 0,24 0,037
TBX: 765;1211 625;1272 1376; 1121 0,161

1, stezenie LTBs wyrazone jest w [ng/ml]. Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa i przedstawiono
jako mediany z zakresem kwartalnym (IQR). Kolorem czerwonym wyrdzniono zalezno$ci statystycznie

znamienne (p<0.05). P, prawdopodobienistwo.

Natomiast stezenia PGF1, PGD2 i LTB4 byly znamiennie nizsze u pacjentow z

wyzszym stopniem odréznicowania guzéw (G3+G4) niz z najstabiej odréznicowanymi

guzami G1 (Wykres 15a-c). W przypadku PGD2, pacjenci z histologicznie najbardziej

zaawansowanymi guzami (G3+G4) mieli niZsze stezenia prostaglandyny réwniez

wzgledem pacjentow z guzami G2 (Wykres 15b).

Z kolei stezenie PGJ2 byto znamiennie wyzsze u pacjentow z guzami o duzym

stopniu odro6znicowania w poroéwnaniu do guzéw klasyfikowanych jako G1i G2 (Wykres

15d).
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Wykres 15. Stezenie w surowicy pacjentéw z R]JG w zalezno$ci od zaawansowania histologicznego guza
pierwotnego: (a) 6-keto- PGF1,; (b) PGD2; (c) LTB4; (d) 15-deoksy-12,14-PGJ2

Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa i przedstawiono jako mediany z zakresem kwartalnym
(pudetko) oraz 95% przedziatem ufno$ci (wasy). Dla zwiekszenia mocy testu, przypadki G3 i G4
analizowano tgcznie. Warto$ci odstajace przedstawiono w postaci szarych kropek. Znamienne réznice
miedzy grupami przedstawiono za pomoca konektoréw oznaczonych gwiazdka. P, prawdopodobienstwo;
RJG, rak jelita grubego.

Analiza korelacji Spearmana pozwolita wykazaé, ze zalezno$¢ stezenia
eikozanoidow od zaawansowania histologicznego guza jest liniowa: wprost
proporcjonalna w przypadku PGJ2 (im wieksze odrdznicowanie guza, tym wieksze
stezenie metabolitu) a odwrotnie proporcjonalna w przypadku PGFi1, PGDz i LTB4 (im

wieksze odrdznicowanie guza, tym nizsze ich stezenie) (Tabela XXIII).

Tabela XXIII. Korelacja miedzy stezeniem wybranych eikozanoidéw we krwi pacjentéw z RJG a stopniem
zaawansowania histologicznego guza pierwotnego

Wspotczynnik korelacji

Metabolit P
Spearmana (p)

PGE: -0,03 0,831
13,14-dihydro-PGE, -0,05 0,731
15-deoxy-12,14-PGJ: 0,30 0,016

6-keto-PGF1. -0,36 0,004

PGD: -0,24 0,046

PGF, -1,11 0,430

LTB, -0,34 0,007

TBX: 0,17 0,174

Kolorem czerwonym wyrdézniono zalezno$ci statystycznie znamienne (p<0.05), P, prawdopodobiefistwo;
RJG, rak jelita grubego.
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6.1.2.8 Zaleznos¢ stezenia eikozanoidéw we krwi od lokalizacji guza pierwotnego

Stezenie Zadnego z analizowanych eikozanoidéw nie réznito sie znamiennie w
zalezno$ci od lokalizacji guza pierwotnego, cho¢ PGE: wykazywato tendencje do
wyzszych stezen w przypadku pacjentéw z guzami zlokalizowanymi w jelicie grubym

prawostronnym (Tabela XXIV).

Tabela XXIV. Stezenie wybranych eikozanoidéw we krwi pacjentéw z rakiem jelita grubego w zaleznosci
od sublokalizacji guza pierwotnego

Srednie stezenie eikozanoidéw w surowicy

mediana [pg/ml]; IQR

Metabolit p
Guzy Guzy Guzy
lewostronne odbytnicy prawostronne

PGE: 9,8;45,1 20,5;40,9 66,2; 140 0,056
13,14-dihydro-PGE 24,7; 14,9 20,8;12,3 21,5; 28,2 0,905
15-deoxy-12,14-PGJ. 120; 161 39,7; 142 123; 171 0,413
6-keto-PGF 1« 426; 856 564; 1091 492; 791 0,612
PGD; 110; 56,2 87,4; 216 63,6; 135 0,219
PGF; 294; 300 198; 285 333; 391 0,540
LTB41 0,52; 0,56 0,27;0,51 0,30; 0,51 0,136
TBX; 1151; 1171 609; 1353 896; 1278 0,466

Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa i przedstawiono jako mediany z zakresem kwartalnym (IQR).
1, stezenie LTB4 wyrazone jest w [ng/ml]; P, prawdopodobienstwo.

Celem zwiekszenia mocy testu, stezenie PGE2 poréwnano miedzy pacjentami z
guzami w jelicie prawostronnym wzgledem pacjentow z guzami w pozostatych
lokalizacjach (facznie guzy lewostronne i guzy odbytnicy). Stezenie PGE2 byto znamiennie
wyzsze w przypadku pacjentow z guzami w jelicie prawostronnym niz z guzami jelita

grubego o innych sublokalizacjach (Wykres 16).
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WyKkres 16. Stezenie PGE2 w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w zalezno$ci od sublokalizacji
guza pierwotnego.

Dane analizowano testem U Manna-Whitneya i przedstawiono jako mediany z zakresem kwartalnym
(pudetko oraz wartosci ponizej pudetka) oraz 95% przedziatem ufnosci (wasy). Wartosci odstajace
przedstawiono w postaci szarych kropek. P, prawdopodobienstwo; LC, guzy lewostronne; R, guzy
odbytnicy; RC, guzy prawostronne.

6.1.3 ZNACZENIE DIAGNOSTYCZNE EIKOZANOIDOW W RAKU JELITA GRUBEGO

Eikozanoidy, ktérych stezenie w surowicy roéznito sie znamiennie miedzy
pacjentami z RJG a osobami zdrowymi z grupy kontrolnej, zostaty poddane analizie ROC
(ang. receiver operating characteristics) celem oceny ich potencjatu diagnostycznego jako

ewentualnych marker6w wskazujacych na obecno$¢ RJG w populacji ogélne;.

Sposrod badanych metabolitow, PGE2 miato najnizszg, cho¢ wcigz wysoka, moc
diagnostyczng - 87% (Wykres 17a). Przy optymalnym punkcie odciecia, czyli takim, przy
ktérym warto$¢ indeksu Youdena (]) jest najwieksza, prostaglandyne charakteryzowata
doskonata swoisto$¢ kosztem umiarkowanie dobrej czutosci (Tabela XXV).

Natomiast PGF2 mialo moc niemal doskonatg - 99% (Wykres 17b), ktorej

towarzyszyly bardzo wysoka (295%) i swoistos$¢, i czutos$¢ (Tabela XXV).

Moc diagnostyczna PGEi, PGF1«, LTB4 i TXB2 byta rowniez bardzo wysoka i
przekraczata 90% (Wykres 17c-d). Sposrod nich wyrodzniata sie PGF1,, ktorej indeks ] byt
réwnie wysoki jak PGF2. Przy wybranym na jego podstawie punkcie odciecia, czutos$¢ i

swoito$¢ byty bardzo wysokie przekraczajac, odpowiednie, 90 i 95%. W przypadku PGE1
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i TXB2 doskonatej swoistos$ci towarzyszyly, odpowiednio, bardzo dobre i dobre czutosci,
za$ LTB4 - bardzo dobra czutos¢ i dobra swoistos$¢, cho¢ indeks ] dla LTB2 byt najnizszy

ze wszystkich analizowanych eikozanoidéw (Tabela XXV).
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Wykres 17. Krzywe ROC badanych eikozanoidéw jako markeréw obecnosci R]G: (a) PGE2; (b) PGF2;
(c) 13,14-dihydro-PGE;s; (d) 6-keto-PGF1q; (e) LTB4; (f) TXB2
Dane poddano analizie ROC a wyniki zaprezentowano jako krzywe ROC (niebieska ciagta krzywa) z
95%ClI (cienka niebieska przerywana krzywa). W insercie podano warto$¢ AUC, reprezentujaca ogélng
moc diagnostyczng, wraz z 95%CI oraz warto$cig p dla statystyki z. Diagonalna czerwona linia
reprezentuje marker bez wlasnos$ci dyskryminujacych z AUC=0,5. Fioletowy punkt wskazuje optymalng
warto$¢ odciecia. ROC, receiver operating characteristics; RJG, rak jelita grubego; CI, przedziat ufnosci;
AUC, pole pod krzywa; p, prawdopodobienstwo.
Tabela XXV. Poréwnanie czutosci i swoistosci wybranych eikozanoidéw jako potencjalnych
marker6w obecnosci R]JG
Metabolit Punkt odciecia Czutos¢ Swoistos¢ Indeks ]
PGE; <53,6 pg/ml 71% 100% 0,710
PGF; >53,8 pg/ml 94,9% 96,4% 0,913
13,14-dihydro-PGE, >7,8 pg/ml 86,4% 100% 0,864
6-keto-PGF« >56 pg/ml 93,2% 96,4% 0,897
LTB. <1011 pg/ml 88,1% 82,1% 0,703
TBX; >114,8 pg/ml 83,1% 100% 0,831

RJG, rak jelita grubego

Dodatkowo, oceniony zostat potencjat PGF2 jako markera obecnoSci przerzutéw.
Cho¢ znamienna statystycznie, to moc diagnostyczna prostaglandyny byta umiarkowana
(Wykres 18). Wartos$ci stezenia >308,6 pg/ml, jako optymalnego punktu odciecia
wybranego na podstawie najwyzszego indeksu ] (0,356), towarzyszyly umiarkowane

wartosci czutosci (62,1%) i swoistosci (73,5%).
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Wykres 18. Krzywa ROC dla PGF2 jako markera obecno$ci przerzutéw do regionalnych weztow
chtonnych u pacjentéw z RJG

Dane poddano analizie ROC a wyniki zaprezentowano jako krzywe ROC (niebieska ciagta krzywa) z 95%CI
(cienka niebieska przerywana krzywa). W insercie podano warto$¢ AUC, reprezentujaca ogdélng moc
diagnostyczna, wraz z 95%CI oraz wartoScia p dla statystyki z. Diagonalna czerwona linia reprezentuje
marker bez wtasnosci dyskryminujacych z AUC=0,5. Fioletowy punkt wskazuje optymalng warto$¢ odciecia.
ROC, receiver operating characteristics; R]G, rak jelita grubego; CI, przedziat ufnosci; AUC, pole pod krzywag;
p, prawdopodobienstwo.

Celem oceny sity zwigzku miedzy eikozanoidami a agresywno$ciag guza, oceniono
zdolno$¢ eikozanoidéw, znamiennie réznigcych sie w zalezno$ci od zaawansowania
histologicznego G, do dyskryminacji miedzy pacjentami z guzami mniej (G1+GZ2) i bardziej

(G3+G4) zaawansowanymi.

Jak przedstawiono na Wykresie 19, moc diagnostyczna/sita zwigzku PGF1,, PG]J2

i LTB4 z agresywnoscia guza byta umiarkowana.
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Wykres 19. Krzywe ROC badanych eikozanoidéw jako markeréw agresywnosci R]G: (a) 6-keto-
PGF14; (b) 15-deoxy-12,14-PGJz; (c) LTBa

Dane poddano analizie ROC a wyniki zaprezentowano jako krzywe ROC (niebieska ciagta krzywa) z
95%ClI (cienka niebieska przerywana krzywa). W insercie podano warto$¢ AUC, reprezentujgca ogdlng
moc diagnostyczng, wraz z 95%CI oraz warto$cig p dla statystyki z. Diagonalna czerwona linia
reprezentuje marker bez wtasnosci dyskryminujacych z AUC=0,5. Fioletowy punkt wskazuje optymalna
warto$¢ odciecia. ROC, receiver operating characteristics; R]G, rak jelita grubego; CI, przedziat ufnosci;
AUC, pole pod krzywa; p, prawdopodobienstwo.

Bardziej agresywne guzy charakteryzowato wyzsze stezenie PGJ2 a nizsze
stezenie PGF1a i LTB4, przy czym PGJ2 i PGF1a cechowata wigksza swoisto$¢ (dobra) niz
czuto$¢ (umiarkowana), za$ LTB4 — wieksza czuto$¢ (dobra) niz swoistos$¢ (staba) (Tabela

XXVI).
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Tabela XXVI. Poréwnanie czutos$ci i swoisto$ci wybranych eikozanoidéw jako potencjalnych
markeréw agresywnosci raka jelita grubego

Metabolit Punkt odciecia Czulos¢ Swoistos¢ Indeks ]
6-keto-PGF 1« <178,4 pg/ml 63,6% 82,7% 0,463
15-deoxy-12,14-PGJ, >141,9 pg/ml 64,3% 76% 0,403
LTB4 <307,9 pg/ml 81,8% 58,8% 0,406

6.2 WPLYW OKSYKAMOW I ICH POCHODNYCH NA EKSPRESJE
BIALEK SZLAKU COX2/PGE2 W KOMORKACH RAKA JELITA
GRUBEGO

6.2.1 EKSPRESJA PTGS2/CYKLOOKSYGENAZY (COX)-2
6.2.1.1 HCT 116

Ani piroksykam ani meloksykam nie wptywaty na ekspresje PTGS2 w komoérkach

linii HCT 116. Spos$rod testowanych analogoéw, zwigzki #3 (1,9-krotnie), #4 (1,5-krotnie)

i #5 (1,4-krotnie) zwiekszaty ekspresje PTGS2 (Wykres 20).
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Wykres 20. Wptyw oksykamoéw i ich analogéw na ekspresje PTGS2 w komoérkach HCT 116: (a) analog

Dane przedstawiono jako $rednie geometryczne ekspresji komérek stymulowanych zwigzkami (50 pM
przez 24h) wobec niestymulowanych komoérek kontrolnych uzyskane z trzech powtérzen biologicznych.
Dane analizowano testem t-Studenta dla préb powigzanych i - w przypadku znamiennego (p<0.05) efektu

0.6

#1; (b) analog #2; (c) analog #3; (d) analog #4; (e) analog #5; (f) piroksykam; (g)
meloksykam

- w ramce podano krotno$¢ ekspresji komdérek stymulowanych zwigzkami wzgledem kontroli [Z/K].

Wyniki uzyskane na poziomie biatka - COX2 - wskazujq na odwrotny trend, tj.

hamujacy efekt analogéw #1-5, a nieznamiennie stymulujgcy meloksykamu. Jedynie w

przypadku zwigzkow #1 (2,9-krotny) i #2 (2,9-krotny) spadek syntezy COX2 byt istotnie

rézny wzgledem poziomu syntezy w niestymulowanych komoérkach kontrolnych (Wykres

21).
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Wykres 21.  Wptyw referencyjnych oksykaméw oraz testowanych analogéw na ekspresje biatka COX2
w komoérkach HCT 116

Komoérki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywno$ci w komérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscig liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
Gwiazdka wyrézniono zwiazki, ktorych efekt byl znamiennie (p<0.05) rézny od kontroli. Cyfry nad
stupkami wskazujg zwigzki, ktérych efekt r6zni sie znamiennie od danego zwiazku. IQR, zakres kwartylowy;
K, kontrola; #1-5 testowane analogi oksykaméw; #6, piroksykam; #7, meloksykam; p,
prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 1 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 1. Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykaméw oraz testowanych
analog6w na ekspresje biatka COX2 w komoérkach HCT 116

RézZowa strzatka oznaczono potozenie prazka COX2. Ponizej blotu umieszczono referencyjng -aktyne. Std,
standard mas; K, kontrola - komorki niestymulowane.
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6.2.1.2 Caco-2

Sposrdd trzech powtdrzen biologicznych, dwa wskazywaty na hamujacy efekt
lek6éw referencyjnych oraz analogéw, lecz w przypadku trzeciego z powtdérzen efekt byt
zbyt staby (#1, #3 i #5) lub przeciwny (piroksykam i meloksykam). Analog #4 miat lekkie
dziatanie symulujace, lecz bez istotnoSci statystycznej. Jedynie efekt zwigzku #2
konsekwentnie i znamiennie wskazywat na redukcje ekspresji PTGS2 (1,7-Krotnie)

(Wykres 22).
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Wykres 22.  Wptyw oksykamoéw i ich analogdw na ekspresje PTGS2 w komorkach Caco-2: (a) analog #1;
(b) analog #2; (c) analog #3; (d) analog #4; (e) analog #5; (f) piroksykam; (g) meloksykam

Dane przedstawiono jako $rednie geometryczne ekspresji komérek stymulowanych zwigzkami (50 uM
przez 24h) wobec niestymulowanych komoérek kontrolnych uzyskane z trzech powtérzen biologicznych.
Dane analizowano testem t-Studenta dla préb powigzanych i - w przypadku znamiennego (p<0.05) efektu
- w ramce podano krotno$¢ ekspresji komérek stymulowanych zwigzkami wzgledem kontroli [Z/K].
Wyniki ekspresji biatka COX2 w komoérkach Caco-2 wskazuja na znamienny
przeciwny efekt zwigzkow #1-3 oraz #4-5. Zwigzki #1-3 hamuja ekspresje enzymu, przy
czym zwigzek #2 2,2-krotnie i znamiennie. Natomiast analogi #4 i #5, podobnie jak

referencyjne oksykamy - piroksykam i meloksykam - majg efekt stymulujacy, lecz

nieznamienny (Wykres 23).
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Wykres 23.  Wptyw referencyjnych oksykaméw oraz testowanych analogéw na ekspresje biatka COX2
w komoérkach Caco-2

Komoérki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscig liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
Gwiazdka wyrézniono zwigzki, ktérych efekt byt znamiennie (p<0.05) rézny od kontroli. Cyfry nad
stupkami wskazujg zwigzki, ktérych efekt r6zni sie znamiennie od danego zwiazku. IQR, zakres kwartylowy;
K, kontrola; #1-5 testowane analogi oksykaméw; #6, piroksykam; #7, meloksykam; p,
prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 2 przedstawiono reprezentatywny blot.

+ ® P ° g ® ® R
1 2 3 4 5 6 7 8 9

250 —
150 —
100 —
75— [

0= --ﬂ-"b-;;

37 —

25—
20 —

Std

Zdjecie 2. Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykamow oraz testowanych
analogéw na ekspresje biatka COX2 w komoérkach Caco-2

RézZowa strzatka oznaczono potozenie prazka COX2. Ponizej blotu umieszczono referencyjng (3-aktyne. Std,
standard mas; K, kontrola - komoérki niestymulowane.
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6.2.1.3 HT-29

W przypadku linii HT-29 przeprowadzono jedynie analize na poziomie biatka.

Z wyjatkiem meloksykamu, ktéry dziatal nieznamiennie stymulujaco, pozostate
zwigzkidziataly znamiennie hamujgco na ekspresje COX2 w komoérkach HT-29.
Piroksykam i analog #1 redukowaty ekspresje enzymu 2,3-krotnie, zwigzek #5 - 1,9-
krotnie, a #3 i #4, odpowiednio, 5-krotnie i 3,3-krotnie. Najsilniejszym inhibitorem okazat

sie zwigzek #2, ktory zmniejszat synteze COX2 az 14,3-krotnie (Wykres 24).
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Wykres 24. Wptyw referencyjnych oksykaméw oraz testowanych analogéw na ekspresje biatka COX2
w komoérkach HT-29

Komorki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komoérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscig liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
Gwiazdka wyrézniono zwiazki, ktorych efekt byl znamiennie (p<0.05) rézny od kontroli. Cyfry nad
stupkami wskazuja zwiazki, ktoérych efekt rézni sie znamiennie od danego zwiazku. IQR, zakres kwartylowy;
K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykaméw; #6, piroksykam; #7, meloksykam; p,
prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 3 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 3. Reprezentatywny blot ilustrujgcy efekt referencyjnych oksykamoéw oraz testowanych
analogow na ekspresje biatka COX2 w komérkach HT-29

Rézowa strzatka oznaczono potozenie prazka COX2. Ponizej blotu umieszczono referencyjng f-aktyne. Std,
standard mas; K, kontrola - komoérki niestymulowane.

6.2.2 EKSPRESJA HPGD/ DEHYDROGENAZA 15-HYDROKSYPROSTAGLANDYNY
(HPGD)

6.2.2.1 HCT116

Zwiazki #1-3 oraz #5 znamiennie, #4 nieznamiennie, redukowaty ekspresje
HPGD w komorkach HCT 116, za$ piroksykam i meloksykam nie miaty znamiennego

efektu (Wykres 25).
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Wykres 25. Wptyw oksykamoéw i ich analogéw na ekspresje HPGD w komoérkach HCT 116: (a) analog
#1; (b) analog #2; (c) analog #3; (d) analog #4; (e) analog #5; (f) piroksykam; (g)
meloksykam

Dane przedstawiono jako $rednie geometryczne ekspresji komorek stymulowanych zwigzkami (50 pM
przez 24h) wobec niestymulowanych komoérek kontrolnych uzyskane z trzech powtérzen biologicznych.
Dane analizowano testem t-Studenta dla préb powigzanych i - w przypadku znamiennego (p<0.05) efektu
- w ramce podano krotno$¢ ekspresji komérek stymulowanych zwigzkami wzgledem kontroli [Z/K].
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Standardy oksykamoéw, piroksykam (1,2-krotnie) i meloksykam (1,6-krotnie),
nieznamiennie obnizaty synteze HPGD w komoérkach HCT 116. Nieznamiennie hamujacy
efekt miaty réwniez zwigzki #1 (1,7-Kkrotnie) i #4 (1,3-krotnie). Natomiast zwigzki #2, #3
i #5 znamiennie hamowaty synteze HPGD, powodujac obnizenie poziomu enzymu,
odpowiednio, 5,6-, 6,3- i 2,3-krotnie. Hamujacy efekt zwigzkow #2 i #3 byt znamiennie
wiekszy od obu lekéw referencyjnych, a zwigzku #3 réwniez od testowanych zwigzkéow

#1, #4 1 #5 (Wykres 26).
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Wykres 26. Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka HPGD w komdrkach HCT 116

Komorki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komoérek kontrolnych [Z/K], reprezentowana
przez stupek (z wpisang wartoscia liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
Gwiazdka wyrézniono zwiazki, ktorych efekt byt znamiennie (p<0.05) rézny od kontroli. Cyfry nad
stupkami wskazujg zwigzki, ktérych efekt rézni sie znamiennie od danego zwigzku. IQR, zakres kwartylowy;
K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykaméw; #6, piroksykam; #7, meloksykam; p,
prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 4 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 4. Reprezentatywny blot ilustrujgcy efekt referencyjnych oksykamoéw oraz testowanych
analogéw na ekspresje biatka HPGD w komoérkach HCT-116

Rézowa strzatka oznaczono potozenie prazka HPHD. Ponizej blotu umieszczono referencyjng -aktyne. Std,
standard mas; K, kontrola - komoérki niestymulowane.

6.2.2.2 Caco-2

Zwiazki #1 (znamiennie) i #2 (nieznamiennie) hamowaty ekspresje HPGD w
komorkach Caco-2. W przypadku pozostatych analogéw, jedno z powtérzen wskazywato
na lekko stymulujacy efekt, za§ w przypadku referencyjnych oksykaméw, dwa

powtdrzenia wskazywaty na stymulacjg, a jedno na inhibicje (Wykres 27).
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Wykres 27.  Wptyw oksykaméw i ich analogéw na ekspresje HPGD w komérkach Caco-2: (a) analog #1;

(b) analog #2; (c) analog #3; (d) analog #4; (e) analog #5; (f) piroksykam; (g) meloksykam

Dane przedstawiono jako Srednie geometryczne ekspresji komoérek stymulowanych zwigzkami (50 uM
przez 24h) wobec niestymulowanych komoérek kontrolnych uzyskane z trzech powtérzen biologicznych.
Dane analizowano testem t-Studenta dla préb powigzanych i - w przypadku znamiennego (p<0.05) efektu
- w ramce podano krotnos$¢ ekspresji komérek stymulowanych zwigzkami wzgledem kontroli [Z/K].
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Zwigzki #1 i #2 hamowaly, a leki referencyjne oraz zwigzki #3-5 stymulowaty
ekspresje biatka HPGD w komorkach Caco-2. Jednakze, ze wzgledu na duzy rozrzut

miedzy powtorzeniami, zaden z opisanych efektéw nie byt znamienny (Wykres 28).
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Wykres 28. Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka HPGD w komérkach Caco-2

Komorki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komoérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscig liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
IQR, zakres kwartylowy; K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykamdw; #6, piroksykam; #7,
meloksykam; p, prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 5 przedstawiono reprezentatywny blot.

+ * L4 @ & ® ® ¢
1 2 3 4 5 6 7 8 9
et .
250 =— . . — 250
150 w— . — 150
100 = - N dad. s ] =100
75 === -—T5
50— -— 50
37— -
o =
25— —_25
20 == / - 20
1
15 + - 15
Std
—
Zdjecie 5. Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykamoéw oraz testowanych

analog6w na ekspresje biatka HPGD w komoérkach Caco-2

Rézowa strzatka oznaczono potozenie prazka HPHD. Ponizej blotu umieszczono referencyjng 3-aktyne. Std,
standard mas; K, kontrola - komorki niestymulowane.

84



6.2.2.1 HT-29

Badane zwigzki miaty bardzo r6zny efekt na synteze HPGD przez komorki HT-29.
Leki referencyjne znamiennie zwiekszaty synteze enzymu: piroksykam 2,1-krotnie a
meloksykam 3-krotnie. Podobny stymulujgcy efekt na synteze enzymu, choc¢ stabszy,
miaty analogi #4 z 2-krotnym wzrostem wzgledem kontroli oraz #5 z 1,4-krotnym
wzrostem. Natomiast zwigzki #1-3 znamiennie hamowaty synteze HPGD w komérkach
HT-29: #1 - 4,2-krotnie, #2 - 2,7-krotnie, a #3 - 3,6-krotnie (Wykres 29).

W wyniku przeciwstawnego dziatania, efekt zwigzkéw #1-3 byl znamiennie
rézny od zwigzkow #4 i #5 oraz piroksykamu i meloksykamu. Meloksykam najsilniej
stymulowat synteze HPGD, a jego efekt byt znamiennie wiekszy niz efekt piroksykamu i

zwigzkow #4 i #5 (Wykres 29).
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Wykres 29. Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka HPGD w komérkach HT-29

Komorki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komoérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscig liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
Gwiazdka wyrézniono zwiazki, ktorych efekt byt znamiennie (p<0.05) rézny od kontroli. Cyfry nad
stupkami wskazuja zwiazki, ktorych efekt rézni sie znamiennie od danego zwigzku. IQR, zakres kwartylowy;
K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykaméw; #6, piroksykam; #7, meloksykam; p,
prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 6 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 6. Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykamoéw oraz testowanych
analog6w na ekspresje biatka HPGD w komoérkach HT-29

Rézowa strzatka oznaczono potozenie prazka HPHD. Ponizej blotu umieszczono referencyjng -aktyne. Std,
standard mas; K, kontrola - komoérki niestymulowane.

6.2.3  Bialko 4 opornosci wielolekowej (MRP4)
6.2.3.1 HCT 116

Analogi oksykaméw #1-3 znamiennie redukowaty ekspresje MRP4, podczas gdy
efekt pozostatych zwigzkow i oksykamoéw referencyjnych byt statystycznie nieistotny

(Wykres 30).
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Wykres 30. Wptyw oksykamoéw i ich analogéw na ekspresje MRP4 w komoérkach HCT 116: (a) analog
#1; (b) analog #2; (c) analog #3; (d) analog #4; (e) analog #5; (f) piroksykam; (g)
meloksykam

Dane przedstawiono jako Srednie geometryczne ekspresji komoérek stymulowanych zwigzkami (50 uM
przez 24h) wobec niestymulowanych komoérek kontrolnych uzyskane z trzech powtérzen biologicznych.
Dane analizowano testem t-Studenta dla préb powigzanych i - w przypadku znamiennego (p<0.05) efektu
- w ramce podano krotnos$¢ ekspresji komérek stymulowanych zwigzkami wzgledem kontroli [Z/K].
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Piroksykam i meloksykam oraz analogi #4 i #5 nie miaty istotnego statystycznie
wptywu na synteze transportera MRP4, cho¢ ze swoim efektem stymulujacym réznity sie
znamiennie od analogéw #1-3 o efekcie hamujacym. Jedynie stymulacja komorek

analogiem #2 znamiennie redukowata synteze MRP4 w poréwnaniu do komérek kontrolnych

(Wykres 31).
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Wykres 31. Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka MRP4 w komérkach HCT-116

Komoérki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscig liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
Gwiazdka wyrézniono zwiazki, ktorych efekt byl znamiennie (p<0.05) rézny od kontroli. Cyfry nad
stupkami wskazuja zwiazki, ktorych efekt rézni sie znamiennie od danego zwigzku. IQR, zakres kwartylowy;
K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykaméw; #6, piroksykam; #7, meloksykam; p,
prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 7 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 7.

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykamoéw oraz testowanych

analogow na ekspresje biatka MRP4 w komoérkach HCT-116

Ro6zowa strzatka oznaczono potozenie prazka MRP4. Ponizej blotu umieszczono referencyjng -aktyne. Std,
standard mas; K, kontrola - komoérki niestymulowane.

6.2.3.2 Caco-2

Testowane analogi miaty nieznamiennie hamujacy wptyw na ekspresje MRP4 w

komorkach Caco-2, z wyjatkiem zwigzku #2, ktérego efekt - 1,6-krotna redukcja ekspresji

- byt istotny statystycznie (Wykres 32).
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Wykres 32. Wptyw oksykamoéw i ich analogéw na ekspresje MRP4 w komoérkach Caco-2: (a) analog #1;

(b) analog #2; (c) analog #3; (d) analog #4; (e) analog #5; (f) piroksykam; (g) meloksykam

Dane przedstawiono jako Srednie geometryczne ekspresji komoérek stymulowanych zwigzkami (50 uM
przez 24h) wobec niestymulowanych komoérek kontrolnych uzyskane z trzech powtdrzen biologicznych.
Dane analizowano testem t-Studenta dla préb powiazanych i - w przypadku znamiennego (p<0.05) efektu
- w ramce podano krotno$¢ ekspresji komérek stymulowanych zwigzkami wzgledem kontroli [Z/K].
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Na poziomie biatka, zaréwno referencyjne oksykamy - piroksykam (5,9-krotnie)
i meloksykam (6,7-krotnie), jak i analogi #1 (3,3-krotnie), #2 (4,8-krotnie), #3 (4,5-
krotnie), #4 (4,2-krotnie) i #5 (3,6-krotnie) znamiennie redukowaty ekspresje MRP4 w
komorkach Caco-2 (Wykres 33).
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Wykres 33. Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka MRP4 w komérkach Caco-2

Komorki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komoérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscig liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
Gwiazdka wyrdzniono zwiazki, ktérych efekt byt znamiennie (p<0.05) rézny od kontroli. IQR, zakres
kwartylowy; K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykamoéw; #6, piroksykam; #7, meloksykam; p,
prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 8 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 8.

1

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykaméw oraz testowanych
analogow na ekspresje biatka MRP4 w komoérkach Caco-2
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6.2.3.3 HT29

Wszystkie badane zwigzki wykazywaty efekt hamujacy na synteze MRP4 w
komérkach HT-29, jednak jedynie w przypadku redukcji ekspresji przez analogi #1 (2-
krotnej), #2 (2,3-krotnej) i #3 (2,4-krotnej), efekt byt statystycznie istotny (Wykres 34).
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Wykres 34. Wptyw oksykaméw i ich pochodnych na ekspresje biatka MRP4 w komdrkach HT-29

Komoérki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisana wartoscig liczbowg) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
Gwiazdka wyrézniono zwiazki, ktérych efekt byt znamiennie (p<0.05) rézny od kontroli. Cyfry nad
stupkami wskazujg zwigzki, ktorych efekt r6zni sie znamiennie od danego zwigzku. IQR, zakres kwartylowy;
K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykaméw; #6, piroksykam; #7, meloksykam; p,
prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 9 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 9. Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykaméw oraz testowanych

analogoéw na ekspresje biatka MRP4 w komoérkach HT-29
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6.2.4  PGT (SLCO2A1)/ transporter prostaglandyn PGT (OATP2A1)
Ze wzgledu na bardzo niskie sygnaty w reakcji qPCR, ekspresja PGT zostata

oceniona wytgcznie na poziomie biatka.

6.2.4.1 HCT116
Wszystkie badane zwigzki wywieraly lekki, lecz nieznamienny stytystycznie,

wplyw stymulujacy na ekspresje PGT (Wykres 35).
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Wykres 35. Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka PGT w komérkach HCT 116

Komoérki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscia liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
IQR, zakres kwartylowy; K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykamoéw; #6, piroksykam; #7,
meloksykam; p, prawdopodobiernistwo.

Na Zdjeciu 10 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 10. Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykaméw oraz testowanych
analog6w na ekspresje biatka PGT w komérkach HCT 116
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6.2.4.2 Caco-2
Zwiazki #3-5 wywieraty lekki, lecz nieznamienny stytystycznie, wptyw

stymulujacy na ekspresje PGT (Wykres 36).
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Wykres 36. Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka PGT w komdrkach Caco-2

Komorki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komoérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscig liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
IQR, zakres kwartylowy; K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykamoéw; #6, piroksykam; #7,
meloksykam; p, prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 11 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 11. Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykaméw oraz testowanych
analogéw na ekspresje biatka PGT w komoérkach Caco-2
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6.2.4.3 HT-29

Zwiazki #1-3 oraz peroksykam wywieraty wptyw stymulujgcy na ekspresje PGT
w HT-29, jednak, podobnie jak w przypadku poprzednich linii, obserwowany efekt nie byt
istotny statystycznie (Wykres 37).
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Wykres 37. Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka PGT w komdrkach HT-29

Komoérki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komoérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscig liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
IQR, zakres kwartylowy; K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykamoéw; #6, piroksykam; #7,
meloksykam; p, prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 12 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 12. Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykamoéw oraz testowanych
analogéw na ekspresje biatka PGT w komoérkach HT-29
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6.2.5 PTGERZ2/receptor PGE2 (EP2)
6.2.5.1 HCT116

Referencyjne oksykamy nie mialy znaczacego wplywu na ekspresje PTGER2 w
komorkach HCT116, natomiast ich analogi, z wyjatkiem zwigzku #4, znaczaco i
znamiennie redukowaty ekspresje receptora: zwigzek #1 - 6,1-krotnie; zwigzek #2 - 7,4-
krotnie; zwigzek #3 - 5,4-krotnie i zwigzek #5 - 6,5-krotnie (Wykres 38).
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Wykres 38. Wptyw oksykaméw i ich analogéw na ekspresje PTGER2 w komoérkach HCT 116: (a) analog
#1; (b) analog #2; (c) analog #3; (d) analog #4; (e) analog #5; (f) piroksykam; (g)
meloksykam

Dane przedstawiono jako $rednie geometryczne ekspresji komoérek stymulowanych zwigzkami (50 pM
przez 24h) wobec niestymulowanych komoérek kontrolnych uzyskane z trzech powtérzen biologicznych.
Dane analizowano testem t-Studenta dla préb powigzanych i - w przypadku znamiennego (p<0.05) efektu
- w ramce podano krotno$¢ ekspresji komodrek stymulowanych zwigzkami wzgledem kontroli [Z/K].

Réwniez na poziomie biatka, zwigzki #1 (2,4-krotnie), #2 (3,2-krotnie), #3 (3,7-
krotnie) i #5 (2,9-krotnie) oraz meloksykam (1,5-krotnie) znamiennie ograniczaty
synteze EP2 w komoérkach HCT 116 (Wykres 39).
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Wykres 39. Wptyw oksykaméw i ich pochodnych na ekspresje biatka EP2 w komoérkach HCT 116

Komérki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komoérek kontrolnych [Z/K], reprezentowana
przez stupek (z wpisang wartoscia liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
Gwiazdka wyrézniono zwiazki, ktorych efekt byt znamiennie (p<0.05) rézny od kontroli. Cyfry nad
stupkami wskazujg zwigzki, ktorych efekt r6zni sie znamiennie od danego zwiagzku. IQR, zakres kwartylowy;
K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykaméw; #6, piroksykam; #7, meloksykam; p,
prawdopodobienstwo.
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Na Zdjeciu 13 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 13. Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykamoéw oraz testowanych

analog6éw na ekspresje biatka EP2 w komoérkach HCT 116

Rézowa strzatka oznaczono potozenie prazka EP2. Ponizej blotu umieszczono referencyjna 3-aktyne. Std,
standard mas; K, kontrola - komoérki niestymulowane.

6.2.5.2 Caco-2

Zaden z analizowanych lekéw referencyjnych i ich analogéw nie miat istotnego

statystycznie wplywu na ekspresje PTGERZ w komoérkach Caco-2 (Wykres 40).
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Wykres 40. Wptyw oksykamoéw i ich analogéw na ekspresje PTGERZ w komoérkach Caco-2: (a) analog

#1; (b) analog #2; (c) analog #3; (d) analog #4; (e) analog #5; (f) piroksykam; (g)
meloksykam

Dane przedstawiono jako $rednie geometryczne ekspresji komorek stymulowanych zwigzkami (50 pM
przez 24h) wobec niestymulowanych komdrek kontrolnych uzyskane z trzech powtérzen biologicznych.
Dane analizowano testem t-Studenta dla préb powigzanych i - w przypadku znamiennego (p<0.05) efektu
- w ramce podano krotno$¢ ekspresji komérek stymulowanych zwigzkami wzgledem kontroli [Z/K].
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Réwniez na poziomie biatka, badane zwigzki nie wplywaty istotnie na ekspresje

EP2 w komorkach Caco-2 (Wykres 41).
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Wykres 41. Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka EP2 w komérkach Caco-2

Komérki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 pM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komoérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscig liczbowg) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
IQR, zakres kwartylowy; K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykaméw; #6, piroksykam; #7,
meloksykam; p, prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 14 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 14. Reprezentatywny blot ilustrujgcy efekt referencyjnych oksykamoéw oraz testowanych
analogoéw na ekspresje biatka EP2 w komoérkach Caco-2
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6.2.5.3 HT29

Piroksykam znamiennie (1,6-krotnie) a meloksykam nieznamiennie (1,5-
krotnie) redukowaly synteze EP2 w komoérkach HT-29. W podobnym stopniu,
odpowiednio nieznamiennie 1,5-krotnie i znamiennie 1,7-krotnie, ekspresje receptora
hamowaty analogi #1 i #3. Najsilniej, bo 3,6-krotnie, obnizat ekspresje EP2 analog #2.
Lekko stymulujacy efekt zwigzkow #4 i #5 w poréwnaniu do komorek niestymulowanych

nie byt istotny statystycznie (Wykres 42).
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Wykres 42.  Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka EP2 w komoérkach HT-29

Komorki inkubowano przez 48h z oksykamami i ich pochodnymi (50 uM) lub z rozpuszczalnikiem (DMSO)
w przypadku kontroli. Dane przedstawiono jako $rednia krotno$¢ immunoreaktywnosci w komoérkach
stymulowanych zwigzkami wzgledem niestymulowanych komoérek kontrolnych [Z/K], reprezentowang
przez stupek (z wpisang wartoscia liczbowa) z IQR (wasy). Dane analizowano testem H Kruskala-Wallisa.
Gwiazdka wyrézniono zwiazki, ktorych efekt byt znamiennie (p<0.05) rézny od kontroli. Cyfry nad
stupkami wskazuja zwigzki, ktorych efekt rézni sie znamiennie od danego zwiagzku. IQR, zakres kwartylowy;
K, kontrola; #1-5, testowane analogi oksykaméw; #6, piroksykam; #7, meloksykam; p,
prawdopodobienstwo.

Na Zdjeciu 15 przedstawiono reprezentatywny blot.
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Zdjecie 15. Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykamow oraz testowanych
analog6w na ekspresje biatka EP2 w komoérkach HT-29

Ré6zowa strzatka oznaczono potozenie prazka EP2. Ponizej blotu umieszczono referencyjna 3-aktyne. Std,
standard mas; K, kontrola - komoérki niestymulowane.

6.2.6 PTGER4/receptor PGE2 (EP4)

Ze wzgledu na brak reaktywno$ci zakupionych przeciwciatl przeciwko EP4, ocene
wptywu oksykamow na ekspresje tego receptora PGE2, ograniczono do analizy ekspresji

kodujacego go genu (PTGER4).

6.2.6.1 HCT116

Leki referencyjne i testowane w niniejszej pracy nowozsyntetyzowane analogi
oksykamow mialy negatywny wplyw na ekspresje PTGER4 w komorkach HCT 116. W
przypadku piroksykamu i meloksykamu oraz zwigzku #4, obserwowanej supresji
ekspresji PTGER4 zabrakto istotnoSci statystycznej. Natomiast efekt redukujgcy analogow
#1 (4,6-krotny), #2 (5,1-krotny), #3 (5,7-krotny) oraz #5 (5,9-krotny) byt znamienny
statystycznie (Wykres 43).
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Wykres 43. Wptyw oksykaméw i ich analogéw na ekspresje PTGER4 w komoérkach HCT 116: (a) analog
#1; (b) analog #2; (c) analog #3; (d) analog #4; (e) analog #5; (f) piroksykam; (g)
meloksykam

Dane przedstawiono jako $rednie geometryczne ekspresji komoérek stymulowanych zwigzkami (50 pM
przez 24h) wobec niestymulowanych komoérek kontrolnych uzyskane z trzech powtérzen biologicznych.
Dane analizowano testem t-Studenta dla préb powigzanych i - w przypadku znamiennego (p<0.05) efektu
- w ramce podano krotno$¢ ekspresji komoérek stymulowanych zwigzkami wzgledem kontroli [Z/K].

6.2.6.2 Caco-2

Inaczej niz w przypadku HCT 116, badane zwigzki nie miaty wptywu na ekspresje

PTGER4 w komorkach Caco-2 (Wykres 44).
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Wykres 44. Wptyw oksykamow i ich analogéw na ekspresje PTGER4 w komoérkach Caco-2: (a) analog
#1; (b) analog #2; (c) analog #3; (d) analog #4; (e) analog #5; (f) piroksykam; (g)
meloksykam

Dane przedstawiono jako $rednie geometryczne ekspresji komoérek stymulowanych zwigzkami (50 pM
przez 24h) wobec niestymulowanych komoérek kontrolnych uzyskane z trzech powtérzen biologicznych.
Dane analizowano testem t-Studenta dla préb powigzanych i - w przypadku znamiennego (p<0.05) efektu
- w ramce podano krotno$¢ ekspresji komdrek stymulowanych zwigzkami wzgledem kontroli [Z/K].
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7 DYSKUSJA

Rak jelita grubego (R]G) pozostaje jednym z gtdwnych nowotworow, zaréwno w
kwestii zachorowalnosci, jak i $miertelno$ci. Mimo znacznych postepéw w zakresie
diagnostyki i wykorzystania kolonoskopii nie tylko do identyfikacji, ale i usuwania zmian
przedrakowych, przetozenie na odsetek catkowitych wyleczen oraz odsetek przezyc
piecioletnich jest wcigz niezadowalajace. Dotyczy to szczeg6lnie Polski, wypadajacej pod
tym wzgledem gorzej niz pozostate kraje Europy Zachodniej, do ktérych poziomu
aspirujemy [Jaroszynska Z i in., 2021; Oledzki ], 2006]. W dobie rozwoju medycyny
spersonalizowanej podkresla sie koniecznos$¢ peilnego scharakteryzowania krajobrazu
molekularnego raka, z uwzglednieniem jego miedzyosobniczej heterogennosci tak, by
moc opracowac skuteczne terapie przeciwnowotworowe oraz strategie prewencyjne
nakierowane na cele molekularne. Jednoczesnie, wykorzystanie molekularnych
biomarkeréw ma pomoéc scharakteryzowaé pacjenta tak, by jak najtrafniej takg terapie
dobra¢ do indywidualnego profilu abberracji [Porru M i in., 2020]. Indywidualizacja
podejscia i uwzglednienie zmian molekularnych majg na celu nie tylko zwiekszenie
skuteczno$ci leczenia, ale tez zminimalizowanie jego potencjalnych skutkéw ubocznych
[Henderson D i in., 2014]. Dotychczas charakterystyka molekularna opierata sie niemal
wytacznie na badaniach genetycznych [Punt CJ i in., 2017]. Stosunkowo niedawno
zwrdcono uwage na role innych elementéw, m.in. biatek (proteomu) i metabolitow
(metabolomu), jako istotnych sktadowych zréznicowania molekularnego komorki,
umozliwiajacych natychmiastowa reakcje na bodZce wewnetrzne i zewnetrzne oraz
ptynng adaptacje do zmieniajacych sie warunkéw $rodowiska. To wtasnie analiza zmian
spoza genomu, w tym gtéwnie proteomu, metabolomu i interaktomu umozliwia
molekularne fenotypowanie komorek, tkanek, narzagdéw i organizméw [Duarte TT i in.,
2016;JacobMiin., 2019;Yin Piin. 2017; Carneiro Giin., 2019]. Prowadzone przeze mnie
badania w ramach pracy doktorskiej wpisuja sie w ten nurt badawczy. W pierwszej czesci
pracy podjetam sie scharakteryzowania zmian wtasnie na poziomie transkryptomu z
przetozeniem na metabolom, w zakresie szlaku zapalnego COX2/PGE2 na tle ogdlnego
profilu eikozanoidéw u pacjentéw z R]G. Zainteresownie szlakiem zostato wzbudzone na
nowo po niedawnych odkryciach dotyczacych jego wtasciwosci immunomodulujacych i

ksztattujacych immunosupresyjne mikrosrodowisko w otoczeniu guza [Jin K i in., 2023]
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oraz indukowaniu przez PGE2 nowotworowych komoérek macierzystych poprzez
aktywacje NF«B przez szlaki EP4/MAPK i EP4/ PI3K [Wang D i in., 2015]. Co wiecej, w
Swietle postepéw w immunoterapii nowotworéw i sukcesu lekéw bedacych inhibitorami
punktéw Kkontrolnych [Borelli B i in.,, 2022], ktérych wykorzystanie w leczeniu
przerzutujacego RJG z fenotypem MMR stato sie faktem [Andre T i in., 2022], istotne jest
odkrycie indukcji przez COX2/PGE2 konstytutywnej ekspresji IDO1, przeczyniajacej sie

do niepowodzenia tej formy immunoterapii [Hidalgo-Estévez AM i in., 2020].

Jak omowiono szczegdétowo we wstepie do niniejszej dysertacji, nadekspresja
COX2 i akumulacja PGE2 sg cechami charakterystycznymi dla RJG [Fujino H, 2016],
umozliwiajgcymi transformacje nowotworowa i sprzyjajacymi dalszym etapom rozwoju
choroby w tym chorobie przerzutowej [Sheng i in., 2020; Finetti F i in, 2020]. Pewnym
zaskoczeniem jest wiec obserwacja, ze w badanej kohorcie pacjentéw z R]JG poziom
ekspresji PTGS2/COX2 byt bardzo poréwnywalny miedzy tkankg guza a makroskopowo
i histologicznie prawidtowa tkanka z okolic marginesu resekcji. Poniewaz COX2 moze by¢
regulowany nie tylko na poziomie transkrypcji, ale i translacji [Sheng ] i in., 2020], nie
wyklucza to wiekszej ekspresji COX2 na poziomie biatka w guzie, czego niestety nie
mogtam zweryfikowa¢ ze wzgledu na brak preparatéw histologicznych. Jednakze
przeczy¢ teorii o nadekspresji COX2 na poziomie biatka zdaje sie niskie stezenie PGE:2
zaobserwowane w surowicy pacjentdw. W Swietle uzyskanych przeze mnie wynikow
wydaje sie, ze za niskie stezenie pozakomorkowej PGE2 odpowiada spadek syntezy, gdyz
ekspresja enzymu degradujgcego PGE2, ktory mogtby przyczyniac sie do niskiego stezenia
PGE:, byta najsilniej z badanych gen6w obnizona. Silniej obniZona byta tez ekspresja
transportera wychwytujacego PGEZ - PGT niz transportera umozliwiajgcego sekrecje -
MRP4, co wyklucza wewnatrzkomdrkowa akumulacje prostaglandyny przez komorki

nowotworowe.

Moje wyniki mogg natomiast potwierdza¢ obserwacje Shenga i in. [2020], ktérzy
argumentujg, ze nadekspresja COX2 i PGE: w transformowanych komérkach
nabtonkowych pojawia sie w pdzniejszych stadiach rozwoju R]JG. Za$§ we wczesnych
etapach karcynogenezy, COX2 i PGE:2 s3 nadekspresjonowane przez komorki
mezenchymalne warstwy podnabtonkowej tkanki prawidtowej. Za prawdziwoScia
hipotezy autoro6w przemawiaja takze inne poczynione przeze mnie obserwacje, tj.

dominacja ekspresji PTGS2Z w tkance prawidlowej w nowotworach mniej
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zaawansowanych wobec dominacji ekspresji PTGS2 w tkance guza w nowotworach
zaawansowanych. Prawidtowos¢ ta wyraza sie dodatnim wspo6tczynnikiem korelacji dla
zalezno$ci stosunku guz/marginez of stopnia zaawansowania TNM. W szczegblnosci,
dominacja ekspresji w guzie wigze sie z duzym stopniem przerzutowania do regionalnych

weztéw chtonnych.

Dane literaturowe wigza transformacje w jelicie z supresjg ekspresji enzymu
degradujgcego PGE2 - HPGD, a zachowanie jej ekspresji uznajg za dobry czynnik
rokowniczy. Wynika to, m.in, ze zdolno$ci enzymu do przywracania mozliwosci
réznicowania sie komérkom nowotworowym (ang. re-dedifferentitation) [Satapathy SR i
in., 2020]. Co wiecej, sugeruje sie, ze wysoka ekspresja HPGD moze by¢ molekularnym
markerem wyro6zniajagcym osoby, dla ktérych chemoprewencja aspiryng przyniostaby
najwieksze korzysci [Fink SP i in., 2014]. Zgodnie z pozytywng rola przypisywana
enzymowi, rOwniez w swojej pracy zaobserwowatam spadek ekspresji HPGD w tkance
guza, ktéry byt najsilniej wyrazony ze wszystkich badanych genéw. Jednakze,
nieintuicyjnie cho¢ bardzo konsekwentnie, niska ekspresja HPGD wigzata sie z wczesnymi
etapami raka a rosta wprost proporcjonalnie do stopnia zaawansowania guza TNM oraz
ztosliwosci histologicznej guza pierwotnego oraz w guzach ktérym towarzyszyty
przerzuty do regionalnych weztéw chtonnych. Znaczenie wzrostu ekspresji HPGD
wymaga wiec wyjasnienia w dalszych badaniach. Niektdrzy autorzy wskazuja na
negatywng role HPGD w jelicie jako czynnika uposledzajacego zdolnosci regeneracyjne
komorek nabtonka i odpowiedzialnego za, zwigzang z wiekiem, utrate sprawnosci [Ho W]

iin. 2020].

W przeprowadzonych badaniach zaobserwowalam réwniez znczacy spadek
ekspresji PGT, o ktorym wspomina sie w kontek$cie rownie istotnej roli jak HPGD w
promocji wysokiego pozakomoérkowego stezenia PGE: i sugeruje mozliwg koregulacje
obu gen6w. Jednakze, odwrotnie niz HPG, ale zgodnie z oczekiwaniami, spadek ekspresji

PGT towarzyszyt najbardziej zaawansowanym nowotworom (M1).

W swoich badaniach, oprécz PGE2, oznaczytam roéwniez stezenie innych
eikozanoidow lub ich stabilnych pochodnych. Co interesujace, stezenie PGE2 nie wigzato
sie z zadnymi cechami histopatologicznymi a jedynie z sublokalizacjg guza w jelicie, bedac

znamiennie wyzsze u pacjentOow z guzami prawostronnymi, ktérym tradycyjnie
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przypisuje sie wieksza agresywnos$c¢ i gorsze rokowanie [Hussain M i in., 2016]. PGF2,
druga z prostaglandyn syntetyzowanych przez COX2, ktorej przypisuje sie charakter
prozapalny [Thyagarajan A i in.,, 2017], byta znamiennie wyZsza u pacjentéw z RJG a
wzrost jej stezenia odzwierciedlat wyzsze ryzyko zgonu w zwigzku z operacja
pozasercowg oraz obecno$¢ przerzutow w weztach chtonnych. Doniesienia o PGF2 w raku
sg skape, ale przemawiajg za jej akumulacjg, np. w czerniaku [Thyagarajan A iin., 2017].
PGF2 chroni komérki nowotworowe przed apoptoza a stymuluje ich proliferacje, migracje

oraz inwazyjno$¢ poprzez indukcje ekspresji MMP2 [Tsai CSiin., 2009].

5-deoksy-A12,14-prostaglandyna J2 jest agonista receptora PPARy i zyskata
miano ,nowej nadziei na kontrolowanie wzrostu nowotworéw”, co wynika z
przeciwzapalnych, proapoptotycznych, antyangiogennych i antymetastatycznych
wtlasnosci tej prostaglandyny, cho¢ mechanizmy jej dziatania nie sg w petni wyjasnione
[Bie Qiin., 2018]. Obserwowany wzrost jej stezenia u pacjentéw z przerzutami odlegtymi
oraz nowotworami o znacznej zloSliwosci histologicznej moze, w kontekscie
przypisywanych jej cech, stanowi¢ mechanizm obronny. Z kolei spadek stezenia
towarzyszacy pacjentom o wysokim ryzyku zgonu w zwigzku z interwencjg chirurgiczna,

moze przeczyniac sie dodatkowo do gorszych rokowan.

Przedmiotem badan byt rowniez LBT4, silny lipidowy mediator zapalny, ktéry
jednak nie jest produktem aktywnosSci COX, tylko LOX. LBT4 moze sygnalizowac przez
dwa typy receptorow, Bltl i Blt2, od ktorych zalezy efekt wywierany przez LBT4 na
komorki nowotworowe. Aktywacja Sciezki sygnatowej LTB4/Bltl, w zaleznoSci od
komoérek uktadu odpornoSciowego ekspresjonujacych receptor, moze nasila¢ i
podtrzymywa¢ stan zapalny (Bltl na makrofagach, neutrofilach, komoérkach
dendrytycznych, eozynofilach), a tym samym wspiera¢ wzrost guza, lub wrecz
przeciwnie, mieC dzialanie przeciwnowotworowe przez wspieranie nadzoru
immunologicznego, jesli receptory znajduja sie na limfocytach T CD8+i mastocytach.
Sygnalizowanie przez receptor mniejszego powinowactwa, BIt2, aktywuje S$ciezki
angiogenezy i metastazy oraz zapewnia komérkom nowotworowym przezycie podczas
chemioterapii [Jala VR iin., 2017]. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg na nizsze niz u
0s6b zdrowych ogdlnoustrojowe stezenia LTB4 oraz konsekwentnie ilustrujg jego dalszy

spadek wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania w wymiarze regionalnym (obecno$¢
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przerzutow w weztach chtonnych) i metastazy w odlegtych narzadach oraz stopnia

ztosliwosci histologicznej.

Cho¢ w literaturze tematu wielokrotnie podkre$lano sprzyjajaca
chemoprewencji naturalng historie RJG, tj. wystepowanie zdefiniowanych stanéw
przedrakowych i dtugi proces ich rozwoju zanim dojdzie do zezto$liwienia zmian, to
wydaje sie, ze mozliwosci jakie ze sobg niesie, nie s3 w petni wykorzystane. Biorgc pod
uwage kluczowg role stanu zapalnego w etiopatogenezie RJG, prowadzone badania w
zakresie chemoprewencji skupity sie na lekach przeciwzapalnych z grupy NLPZ, a w
szczegOlnosSci na aspirynie. Mimo licznych dowodéw ptyngcych z badan Kkliniczno-
kontrolnych oraz duzych randomizowanych badan klinicznych z wykorzystaniem
placebo o zdolnosci aspiryny do redukcji iloSci i rozmiaru gruczolakéw oraz zmniejszania
ryzyka ich transformacji w raka inwazyjnego u oséb dtugofalowo i konsekwentnie ja
zazywajacych, wyniki sg rozczarowujgce wobec duzych nadziei w niej poktadanych.
Aspiryna wydawata sie idealnym kandydatem o, jak sie wydawato, doskonale poznanym
mechanizmie molekularnym dziatania i historia wykorzystania w leczeniu siegajaca
starozytnego Egiptu. Cieszaca sie zaufaniem pacjentéw, skuteczna w zwalczaniu stanu
zapalnego i jego manifestacji (goraczka, bol) a jednocze$nie tania i niektopotliwa w
podaniu. Jednakze, oprécz kontrowersji, co do skutecznej dawki dobowej oraz
optymalnego czasu leczenia, przeszkoda w jej implementacji okazatly sie skutki uboczne
towarzyszace dlugotrwatemu leczeniu, przede wszystkim wysoka toksyczno$¢
zotadkowo-jelitowa, ale tez zwiekszone ryzyko krwawien wewnatrznych. Wynika to z
faktu, Ze oprécz mediatoréw zapalnych, gtdwnie prostaglandyn E2 i F2, COX odpowiadaja
réwniez za synteze tromboksandéw, indukujacych agregacje ptytek krwi. Tak wiec
zahamowanie cyklooksygenazy skutkuje réwniez zaburzeniami krzepliwos$ci. Z kolei
toksycznos$¢ zotadkowo-jelitowg ttumaczy sie fundamentalng rolg COX w protekcji
komérek nabtonkowych przewodu pokarmowego przed uszkodzeniem spowodowanym
wielorakimi czynnikami, m. in., uszkodzeniami chemicznymi, np. Zotagdkowym kwasem
solnym, mechanicznymi czy translokacjg patogenow i/lub ich toksyn czy szkodliwych
produktu metabolizmu ze $wiatla jelita. Poniewaz hemostatyczng role przypisywano
izoenzymowi COX1, a za aktywno$¢ patogenng obwiniano COX2, ciezar zainteresowania

NLPZ jako czynnikami przeciwnowotworowymi i chemoprewencyjnymi przeniesiono na
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selektywne inhibitory swoiste wobec COX2, nazywane koksybami (ang. coxibs). W
zamierzeniu, miaty one oszczedzi¢ korzystng aktywno$¢ COX1 i produkowanych przez nig
prostaglandyn i tromboksanéw, a tym samym zapobiega¢ najpowazniejszym skutkom
ubocznym podawania apiryny i innych nieswoistych NLPZ. Badania z wykorzystaniem
celecoxibu potwierdzilty jego skutecznos¢ w redukcji przypadkéw gruczolakéw,
szczeg6lnie gruczolakéw nawracajacych u pacjentéw po polipektomii, u ktérych ryzyko
pojawienia sie kolejnych polipéw jest wieksze niz w populacji os6b nie poddanych

wcze$niej polipektomii [Veettil SK i in., 2019].

Meloksykam, ze wzgledu na zaniedbywalne powinowactwo do COX1, uwazany
jest za niemal selektywny inhibitor COX2, o dtuzszym niz standardowe NZLP okresie
pottrwania i deklarowanej mniejszej gastrotoksycznosci, co jednak jest przedmiotem
kontrowersji ~ [https://go.drugbank.com/drugs/DB00814;  dostep  20.09.2023].
Meloksykam oraz piroksykam s3 lekami o udokumentowanym dziataniu
przeciwnowotworowym, mimo iz nie takie jest ich oryginalne wskazanie. Co wiecej,
mechanizmy aktywnos$ci przeciwnowotworowej sg stabo poznane, cho¢ piroksykam
dowidédt swojej skuteczno$ci w redukcji ryzyka rozwoju R]JG [Saini MK i in., 2012;
Pantziarka P i in., 2018; Calaluce R i in., 2000]. W Zaktadzie Biochemii Leku Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu pracuje sie nad nowymi
pochodnymi oksykamow. Testowane w niniejszej pracy zwiazki wyrdznia, w stosunku do
lekdw referencyjnych, obecno$¢ reszty arylopiperazyny oraz substytucja reszta
benzoilowg pierScienia tiazyny. Arylopiperazyna ma silne wtasnosSci ,Sciggajace
elektrony”, co wzmacnia efekt przeciwzapalny [Hatnapure GD i in., 2012]. Testowane
zwigzki dowiodly juz swojej skuteczno$ci w modulowaniu $ciezki arginina/tlenek azotu
[Krzystek-Korpacka M., 2020] czy ekspresji biatek szoku termicznego [Szczuka I i in.,,
2021] oraz chemokin zwigzanych z monocytami/makrofagami [Lewandowska P i in,,

2021], w przeciwienstwie do lekéw referencyjnych.

Badania wtasne, ktérych wyniki podsumowywuje niniejsza rozprawa, wskazaty
na dos$¢ niespdjny efekt dzialania klasycznych oksykamoéw, w szczegdlnosci brak
powtarzalnos$ci miedzy réznymi liniami i brak znamienno$ci obserwowanych efektow ze
wzgledu na duzy rozrzut wynikow miedzy powtdrzeniami biologicznymi. Sposrdod

nowych pochodnych, zwigzki #1-3 byty najefektywniejsze i stosunkowo spdjne w swoim
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hamujgcym wptywie na ekspresje HPGD i MRP4. Cechg wspdélng tych pochodnych jest
obecnos$¢ tacznika propylenowego miedzy zrebem oksykamu (azotem tiazyny) a azotem
farmakoforu arylo-piperazyny, ktérego nie posiadajg zwiazki #4 i #5. Dodatkowo, zwigzki
#1-3 wraz ze zwigzkiem #5, negatywnie regulowaly ekspresje PTGERZ/EP2 i
PTGER4/EP4. Niewatpliwie najskuteczniejszym inhibitorem byt zwigzek #2, a efekty jego
dziatania byty najbardziej powtarzalne na poziomie transkryptu i biatka, miedzy ré6znymi
liniami oraz powtérzeniami biologicznymi. Cecha wyrdzniajaca #2 jest obenos$¢
pojedynczego atomu fluoru. Nieco gorzej dziatajacy zwigzek #3 ma dwa fluorkowe

podstawniki, a zwigzek #1 jest ich catkiem pozbawiony.
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8 WNIOSKI

W raku jelita grubego dochodzi do deregulacji szlaku COX2/PGE2 na poziomie

lokalnym i og6lnoustrojowym, w powigzaniu z cechami histopatologicznymi RJG oraz

w sposob odzwierciedlajgcy dobrostan pacjenta.

Deregulacja na poziomie lokalnym polega na znamiennej redukcji ekspresji
HPGD, MRP4, PGT, PTGERZ i PTGER4 w guzie nowotworowym wzgledem
makroskopowo i histologicznie prawidtowej tkanki otaczajgcej.

Ekspresja PTGS2/COX2 w tkance guza zalezy od gtebokosci nacieku guza
pierwotnego i jest najnizsza w guzach in situ, a najwyzsza w guzach T4 oraz
polipach z utkaniem gruczolakoraka.

Réznica ekspresji PTGSZ2/COX2 miedzy guzem a jego otoczeniem, wyrazona
stusunkiem guz/margines, zalezy od stopnia zajecia regionalnych weztow
chtonnych. Tylko w nowotworach silnie przerzutujacych (N2) stosunek ekspresji
wskazuje na wieksza ekspresje PTGSZ2/COX2 w tkance guza, podczas gdy w
nowotworach nieprzerzutujacych i z ograniczong liczba zajetych weztéw,
ekspresja PTGS2 /COX2 jest w guzie obnizona.

Obecnos¢ przerzutow w regionalnych weztach chtonnych wigze sie z niemal
trzykrotnym zmniejszeniem roznicy ekspresji HPGD miedzy guzem a otoczeniem
na korzys$¢ guza.

Obecnos¢ przerzutow odlegtych wigze sie ze zwiekszeniem réznicy ekspresji PGT
miedzy guzem a otoczeniem na korzys$¢ otoczenia

Réznica w ekspresji PTGS2 /COX2 i HPGD miedzy guzem a otoczeniem zmienia sie
wprost proporcjonalnie do stopnia zaawansowania choroby; nie wiadomo
jednak, czy wynika to ze wzrostu ekspresji w guzie, czy spadku ekspresji w jego
otoczeniu

Réznica ekspresji guz/margines HPGD odzwierciedla agresywnos¢ R]JG,
zmniejszajgc sie proporcjonalnie do stopnia zaawansowania histologicznego.
Otoczenie guzow prawostronnych silniej ekspresjonuje receptor EP2 niz
otoczenie guzow odbytnicy. Prawostronna lokalizacja guza pierwotnego wigze

sie tez z wyzszym stezeniem PGE2 w krazeniu ogdlnoustrojowym.
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IL.

I11.

Deregulacja szlaku na poziomie ogdlnoustrojowym manifestuje sie wyzszymi niz
u 0s6b zdrowych stezeniami PGE1, PGF1,, PGF2 i TBX2 a niZszymi stezeniami
LTBa4.

ogolnoustrojowe stezenie PGE1, PGJ2 i LTB4 oraz PGF2 odzwierciedla ogélny
dobrostan pacjenta w klasyfikacji ASA.

Pacjentow z obecnoscig przerzutow w weztach chtonnych cechuje wyzsze
stezenie PGF2, za§ wysoki stopien ich zajecia charakteryzuje dodatkowo nizsze
stezenie ogo6lnoustrojowe PGF1 oraz LBTa.

Pacjentow z obecno$cig przerzutéw odleglych cechuje wyzsze stezenie PGJ2 a
nizsze PGF1, oraz LTBa4.

Rosnacemu zeztosliwieniu histologicznemu towarzyszy wzrost stezenia PGJ2 a

spadek PGF1,, LBT41i PGD

PGF2 jest doskonatlym markerem RJG, lecz umiarkowanym obecno$ci przerzutéw w
weztach chtonnych. Pozostate eikozanoidy cechuje dobra-bardzo dobra moc
diagnostyczna w réznicowaniu pacjentéw z RJG i oséb zdrowych, lecz umiarkowana

w réznicowaniu stopnia zaawansowania histologicznego.

Oksykamy moduluja szlak COX2/PGE2 na poziomie transkryptomu i proteomu, przy
czym wpltyw nowozsyntetyzowanych pochodnych oksykamoéw jest silniejszy i
bardziej powtarzalny niz lekéw wykorzystywanych w praktyce Kklinicznej -
piroksykamu i meloksykamu, a najbardziej obiecujagcym zwigzkiem jest pochodna
charakteryzujagca sie propylenowym linkerem t3czacym arylopiperyzynowy
farmakofor z azotem pierScienia tiazynowego oraz pojedynczym podstawnikiem

fluorowym umiejscowionym w reszcie arylopiperazynowe;.

zwigzek #2 hamuje synteze COX2 we wszystkich testowanych liniach, najsilniej
w komoérkach HT-29 (>14-krotnie), a stabiej w HCT 116 i Caco-2 (2-3-krotnie),
czemu towarzyszy spadek ekspresji PTGS2 w Caco-2 (HT-29 nie byto dostepne
do analizy transkryptomicznej)

zwigzki #1-3 hamujg ekspresje HPGD na poziomie transkryptu i biatka, ale

znamienno$¢ zalezy od linii
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zwigzki #1-3 hamujg ekspresjg MRP4, przy czym #2 konsekwentnie na poziomie
mRNA i biatka i we wszystkich liniach

#1-3 i #5 hamuja ekspresje PTGER4 w HCT 116 oraz PTGERZ/EP2 w HCT 1161w
HT-29,

piroksykam i meloksykam hamujg EP2 w HT-29 i HCT 116, cho¢ nie zawsze
osiggnieta jest znamienno$¢ statystyczna zaleznosci; z kolei w komoérkach Caco-
2 hamujag MRP4 a w HT29 aktywuja HPGD, lecz efekt nie jest powtarzalny na

pozostatych liniach.
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O STRESZCZENIE

Poznanie profilu molekularnego raka jelita grubego (R]G) i jego modulacji w odpowiedzi
na czynniki zewnetrzne i wewnetrzne jest warunkiem opracowania skutecznych terapii
molekularnych i/lub identyfikacji biomarkeré6w molekularnych umozliwiajace jak
najlepsze dopasowanie strategii leczenia do indywidualnego pacjenta, co jest podstawag
rozwoju i implementacji medycyny precyzyjnej. Naturalna historia RJG, z dobrze
wodrebnionymi stanami przedrakowymi, tj. gruczolakami lub polipami zgbkowanymi w
raku sporadycznym a dysplazja indukowang chronicznym stanem zapalnym w raku
rozwijajacym sie u pacjentdw z nieswoistymi zapaleniami jelit (CAC), oraz z wieloletnig
progresja do raka inwazyjnego, stwarza unikalne mozliwosci zaimplementowania
strategii chemoprewencyjnych. Ze wzgledu na role stanu zapalnego w indukcji
transformacji nowotworowej i dalszy udzial w rozwoju guza poprzez dostarczanie
czynnikow wzrostowych i desensytyzacji uktadu odpornosciowego, a w szczegd6lnosci
znaczenie szlaku cyklooksygenazy (COX)-2/prostaglandyny (PG)-E2, badania w zakresie
potencjalnych lekéw do wykorzystania w chemoprewencji RJG Kkoncentrujg sie na
inhibitorach COX2, z ktérych leki dziatajgce selektywnie na COX2 cechuje mniejsza
toksyczno$¢ wobec przewodu pokarmowego przy zachowanej skutecznos$ci. Cho¢
oksykamy naleza do niesteroidalnych lekow przeciwzapalnych i meloksykam jest nawet
uwazany za inhibitor selektywny wobec COX2 a i piroksykam ma udokumentowang
skuteczno$¢ w zmniejszaniu ryzyka rozwoju R]G, niewiele jest wiadomo na temat
mechanizméw molekularnych lezacych u podtoza przeciwnowotworowej aktywnosSci
oksykamdw. Celem niniejszej pracy byto wiec scharakteryzowanie profilu molekularnego
RJG na poziomie transkryptomu (ocenianego technika iloSciowego PCR) i metabolomu
(ocenianego technika spektrometrii mas) w zakresie szlaku lipidowych mediatoréw
zapalnych COX2/PGE:2 w odniesieniu do cech histopatologicznych gruczolakorakéw wraz
z oceng mocy diagnostycznej badanych eikozanoidéw (13,14-dihydro-PGE;1, 6-keto-PGF1g,
TXB2, LTB4, PGD2, 15-deoxy-12,14-PG]J2, PGE2, PGF2). Dodatkowo, podjelam sie oceny
potencjalnego modulujgcego wptywu klasycznych oksykamoéw i nowych zwigzkéw z tej
grupy na ekspresje biatek szlaku (ocena ekspresji mRNA i immunoreaktywnosSci
PTGS2/C0X2, HPGD, MRP4, PGT, PTGER2/EP2 i PTGER4/EP4). Uzyskane przeze mnie

wyniki pozwalajg na wyciagniecie nastepujacych wnioskéw ogdélnych:

116



(1)

(2)

(3)

W raku jelita grubego dochodzi do deregulacji szlaku COX2/PGE2 na poziomie
lokalnym i ogélnoustrojowym, w powigzaniu z cechami histopatologicznymi R]G oraz

w sposoOb odzwierciedlajgcy dobrostan pacjenta;

PGF2 jest doskonatym markerem R]G, lecz umiarkowanym obecnosci przerzutow w
weztach chtonnych. Pozostate eikozanoidy cechuje dobra-bardzo dobra moc
diagnostyczna w réznicowaniu pacjentéw z RJG i oséb zdrowych, lecz umiarkowana

w réznicowaniu stopnia zaawansowania histologicznego;

Oksykamy modulujg szlak COX2/PGE2 na poziomie transkryptomu i proteomu, przy
czym wptyw nowozsyntetyzowanych pochodnych oksykaméw jest silniejszy i
bardziej powtarzalny niz lekéw wykorzystywanych w praktyce Kklinicznej -
piroksykamu i meloksykamu, a najbardziej obiecujacym zwigzkiem jest pochodna
charakteryzujgca sie propylenowym linkerem 13czacym arylopiperyzynowy
farmakofor z azotem pierScienia tiazynowego oraz pojedynczym podstawnikiem

fluorowym umiejscowionym w reszcie arylopiperazynowe;j.
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10 SUMMARY

A better understanding of molecular landscape of colorectal cancer (CRC) as well
as its adaptations to internal and external modifiers is a prerequisite to designing
successful molecular-targeted therapies and/or selection of molecular markers
facilitating tailoring treatment stratego to individual patient, which is a foundation of
precision medicine. Natural history of CRC, with well defined precancerous stage
involving adenomas or serrated polyps in sporadic cancer and inflammation-driven
dysplasia in colitis-associated cancer (CAC), combined with long-term progression to
cancer, create a unique frame for chemoprevention. Due to the fundamental role in
neoplastic transformation as well as nurturing properties during tumor growth, cancer-
associated inflammation and its mediators are primary targets for chemoprevention. In
particular, cyclooxygenase (COX)-2/prostaglandin (PG)-E2 pathway, involved in
facilitating immune evasion and supporting cancer cells’ survival, growth, migration and
invasiveness is targeted by nonsteroidal antiinflammatory drugs (NSAIDs), such as
selective competitive COX2 inhibitors renown for their diminished gastrointestinal
toxicity. Oxicams belong to NSAIDs and its representant, meloxicam, is even considered
an almost selective COX2 inhibitor while the other one, piroxicam, has a well documented
history of CRC prevention. Yet, little is known on the molecular mechanisms underlying
the antitumor activities of those drugs. Therefore, the aim of my PhD thesis was molecular
profiling of key players in COX2/PGE2 pathway in CRC at transcriptional (using
quantative PCR technique) and metabolic level (using the mass spectrometry) in
reference to histopathology of resected tumors together with determining the diagnostic
power of lipid mediators (13,14-dihydro-PGE1, 6-keto-PGF1,, TXB2, LTB4, PGD2, 15-deoxy-
12,14-PGJ2, PGE2, PGF2) as potential CRC biomarkers. Additionally, [ aimed at evaluating
the modulatory properties of classic and novel oxicams against key pathway proteins
(PTGS2/COX2, HPGD, MRP4, PGT, PTGERZ2/EP2 i PTGER4/EP4) using transcriptomic
analysis as well as immnonoreactivity detection techniques. The obtained results justify
formulation of the following general conclusions:

(1) CRC is associated the abberant COX2/PGE2 pathway, deregulated at both

local and systemic level and reflecting histopathological features as well as

the general wellbeing of cancer patient;
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(2) PGF2 is an excellent CRC marker but a moderate one as an indicator of lymph
node involvement. The remaining eicosanoids are characterized by good-to-
very good discriminating power in differentiating CRC patients and healthy
individuals but only moderate in differentiating stages of histological
aggressiveness;

(3) Oxicams modulatae COX/PGE2 pathway on transcryptomic and proteomic
level, although newly synthesized analogs have greater and more repeatable
effect than clinically approved reference oxicams. The most promising analog
is one with a propylene linker between two nitrogens belonging to thiazine
ring and arylpiperazine pharmacophore, which is additionally substituted

with single fluoride.
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regionalnych weztach chtonnych
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marginesie a ogélnym stopniem zaawansowania choroby (TNM)

Korelacja miedzy krotnoscia ekspresji genéw kodujacych biatka szlaku COX2/PGE; w
guzie wzgledem marginesu a ogélnym stopniem zaawansowania choroby (TNM)

Zalezno$¢ ekspresji gené6w w guzie od stopnia zaawansowania histologicznego (G)
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Stezenie wybranych eikozanoidéw w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w
zaleznosci od obecnosci przerzutéw odlegtych

Korelacja miedzy stezeniem wybranych eikozanoidéw we krwi pacjentéw a stopniem
zaawansowania RJG (TNM)

Stezenie wybranych eikozanoidéw w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w
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Wykres 19
Wykres 20
Wykres 21

WyKres 22

Wykres 23.

Analiza poréwnawcza ekspresji genéw w guzach i, odpowiadajacych im, marginesach
resekcji

Wptyw glebokosci nacieku guza pierwotnego (cecha T) na ekspresje PTGS2 w guzach
nowotworowych pacjentéw z rakiem jelita grubego

Rdznice krotnosci ekspresji PTGS2 w guzie w stosunku do marginesu resekcji u
pacjentéw z rakiem jelita grubego w zaleznosci od obecnosci i ilosci przerzutéw do
regionalnych wezt6w chtonnych.

Rdéznice krotnosci ekspresji HPGD w guzie w stosunku do marginesu resekcji u
pacjentéw z rakiem jelita grubego w zalezno$ci od obecnosci przerzutéow do
regionalnych wezt6w chtonnych.

Rdznice krotnosci ekspresji PGT w guzie w stosunku do okolic marginesu resekcji w
zaleznosci od obecnosci przerzutéw odlegtych.

Korelacja miedzy krotnoscia ekspresji PTGS2 w guzie w stosunku do marginesu a
stopniem zaawansowania raka jelita grubego

Korelacja wprost proporcjonalna miedzy krotno$cia ekspresji HPGD w guzie w
stosunku do marginesu a stopniem zaawansowania raka jelita grubego

Zalezno$¢ miedzy krotnoscig ekspresji HPGD w guzie w stosunku do marginesu w
zalezno$ci od stopnia zaawansowania raka

Korelacja wprost proporcjonalna miedzy krotno$cia ekspresji HPGD w guzie w
stosunku do marginesu a stopniem zaawansowania histologicznego guza
pierwotnego

Poréwnanie ogo6lnoustrojowych stezenn wybranych eikozanoidéw u pacjentéw z
rakiem jelita grubego wzgledem os6b zdrowych

Stezenie eikozanoidéw w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w zalezno$ci od
ryzyka zgonu podczas operacji (skala ASA)

Stezenie eikozanoidéw w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w zaleznoSci
od obecnosci przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych

Stezenie PGF2 w surowicy pacjentéw z rakiem jelita grubego w zaleznosci od
obecnosci przerzutéw w regionalnych weztach chtonnych

Stezenie w surowicy pacjentéw z RJG w zalezno$ci od zaawansowania histologicznego
guza pierwotnego

Stezenie PGE: w surowicy pacjentdw z rakiem jelita grubego w zalezno$ci od
sublokalizacji guza pierwotnego.

Krzywe ROC badanych eikozanoidéw jako markeréw obecnosci R]G

Krzywa ROC dla PGF2 jako markera obecnosci przerzutéw do regionalnych weztéw
chtonnych u pacjentéw z R]JG

Krzywe ROC badanych eikozanoidéw jako markerédw agresywnosci R]G
Wptyw oksykamoéw i ich analogdw na ekspresje PTGS2 w komoérkach HCT 116

Wptyw referencyjnych oksykamoéw oraz testowanych analogéw na ekspresje biatka
COX2 w komérkach HCT 116

Wptyw oksykamoéw i ich analogéw na ekspresje PTGS2 w komoérkach Caco-2

Wplyw referencyjnych oksykaméw oraz testowanych analogéw na ekspresje biatka
COX2 w komoérkach Caco-2
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WyKkres 24

WyKkres 25
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Wykres 28.
WyKkres 29.
Wykres 30.
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WyKkres 32.
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Wykres 36.
Wykres 37.
Wykres 38.
Wykres 39.
Wykres 40.
Wykres 41.
Wykres 42.
Wykres 43.
Wykres 44.

Wptyw referencyjnych oksykamoéw oraz testowanych analogéw na ekspresje biatka
COX2 w komoérkach HT-29

Wptyw oksykamow i ich analogdéw na ekspresje HPGD w komoérkach HCT 116

Wplyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka HPGD w komdérkach HCT
116

Wplyw oksykamoéw i ich analogéw na ekspresje HPGD w komoérkach Caco-2

Wptlyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka HPGD w komoérkach Caco-2
Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka HPGD w komérkach HT-29
Wplyw oksykamoéw i ich analogéw na ekspresje MRP4 w komérkach HCT 116

Wplyw oksykaméw i ich pochodnych na ekspresje biatka MRP4 w komérkach HCT-
116

Wptyw oksykamoéw i ich analogéw na ekspresje MRP4 w komdrkach Caco-2

Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka MRP4 w komérkach Caco-2
Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka MRP4 w komoérkach HT-29
Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka PGT w komdrkach HCT 116
Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka PGT w komérkach Caco-2
Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka PGT w komérkach HT-29
Wptyw oksykamow i ich analogéw na ekspresje PTGER2 w komérkach HCT 116
Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka EP2 w komdrkach HCT 116
Wptyw oksykamoéw i ich analogéw na ekspresje PTGERZ w komérkach Caco-2
Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka EP2 w komérkach Caco-2
Wptyw oksykamoéw i ich pochodnych na ekspresje biatka EP2 w komérkach HT-29
Wptyw oksykamoéw i ich analogéw na ekspresje PTGER4 w komérkach HCT 116
Wptyw oksykamoéw i ich analogdw na ekspresje PTGER4 w komoérkach Caco-2:
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Zdjecie 6.

Zdjecie 7.

Zdjecie 8.
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Uproszczony schemat syntezy eikozanoidow

Uproszczony schemat szlaku COX2/PGE2

Ogdblny schemat struktury oksykaméw z miejscami modyfikacji
Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykamoéw
analog6w na ekspresje biatka COX2 w komoérkach HCT 116

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykamoéw
analogow na ekspresje biatka COX2 w komdrkach Caco-2
Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykamoéow
analogéw na ekspresje biatka COX2 w komoérkach HT-29

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykamoéw
analogow na ekspresje biatka HPGD w komdrkach HCT-116

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykaméw
analog6éw na ekspresje biatka HPGD w komoérkach Caco-2

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykaméw
analogow na ekspresje biatka HPGD w komérkach HT-29

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych oksykaméw
analogow na ekspresje biatka MRP4 w komoérkach HCT-116

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych
analog6w na ekspresje biatka MRP4 w komoérkach Caco-2

oksykamoéw

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych
analogow na ekspresje biatka MRP4 w komoérkach HT-29

oksykaméw

Reprezentatywny blot ilustrujgcy efekt referencyjnych
analogéw na ekspresje biatka PGT w komérkach HCT 116

oksykaméw

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych
analogéw na ekspresje biatka PGT w komérkach Caco-2
Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych
analogéw na ekspresje biatka PGT w komérkach HT-29

oksykamoéw

oksykamoéw

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych
analogéw na ekspresje biatka EP2 w komoérkach HCT 116

oksykamoéw

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych
analogéw na ekspresje biatka EP2 w komoérkach Caco-2

oksykamoéw

Reprezentatywny blot ilustrujacy efekt referencyjnych
analog6éw na ekspresje biatka EP2 w komoérkach HT-29

oksykamoéw

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

oraz

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych

testowanych
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15 ZALACZNIKI

Zalacznik 1. Zgoda Komisji Bioetycznej na zebranie oryginalnego materiatu
biologicznego, tj. krwi oraz fragmentéw tkanek, od pacjentow z rakiem jelita grubego z
Wojewddzkiego Szpitala Specjalistycznego, z ktoérych uzyskano, odpowiednio, surowice i cDNA
wykorzystane w pracy doktorskiej.

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ
przy Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroctawiu
Oérodku Badawezo — Rozwojowym
51 — 124 Wroclaw ul. Kamiefiskiego T3A tel. 71 32 70 125

KB/nr L/rok 2012

Dziatajqe na podstawie art, 29 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodzie lekarza (De. U
z 1997 r. Nr 28 poz. 152 wraz ze zm.), Zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej
z dnia 11 maja 1990 r. w sprawie szezegblowych zasad powolywania i funkcjonowania oraz
trybu dzialania Komisji Bioetycznych (Dz. U. Nr 47 poz. 480) oraz zgodnie z zasadami
zawartymi w  GCP  (Good Clinical Practice) oraz w  deklaracii  Helsinskiej,
Komisja Bioetyczna prey Wojewddzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroclawiu Osrodku
Badawezo - Rozwojowym na posiedzeniu w dniu 26.06.2012 r. przeanalizowata wniosek,
ktory zozyl: prof dr hab. n med Wojciech Witkiewicz  w sprawie badania:
wOcena i pordwnanie odpowiedzi zapalnej, immunologicznej i angiogennej u pacjentow
z rakiem jelita grubego opcrowanych metods robotows oraz tradycyjng metods
otwartg”. Po zapoznaniu sig ze zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji
oraz lajnego ghosowania Komisja Bioetyczna podjela uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu
tego wniosku

W oparciu o zasady prowadzenia badan zawarte w GCP Komisja Bioetyczna przypomina
o zamieszezeniu w formularzu informacji dla pacjenta danych osobowych glownego badacza
{Imie i Nazwisko) oraz cztonka zespolu badawczego, ktory uzyskal zgode pacjenta na udzial
w badaniu. Podpis badacza winien by¢ umieszezony obok podpisu pacjenta z datg uzyskania
zgody. Dane osobowe czlonka zespotu badawczego i jego podpis powinny byé réwniez
zawarte na kazdym formularzu éwiadomej zgody badanego na poszezegilne procedury
zwiazane z wykonaniem badan. Ponadto w informacji dla pacjenta malezy podaé sposéb
kontaktowania sie z badaczem i oérodkiem po okresie pobytu w Klinice.

Od niniejsze] uchwaly mozna sie odwolaé do odwolawczej Komisji Bivetycznej prey
Ministrze Zdrowia za poérednictwem Komisji Bicetycznej przy Wojewddzkim Szpitalu
Specjalistycenym we Wroctawiu Oérodku Badawczo — Rozwojowym, w terminie 14 dni od

daty otrzymania niniejsze] opinii.

Prze y Komisji-Bioetyczne
b. 7 Jaworski

Oty muja:
1. ‘Wnioskodawea Projekte 2, Kierownik jednestki w kebegj projekt Hydzie realizowany
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