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1.  WSTEP

1.1. Epidemiologia rakazotadka

Zapadalné¢ i smiertelng¢ z powodu rakazotadka wykazuy tendencg
spadkow w ciagu ostatnich 40 lat, zwlaszcza w Stanach Zjednogdon Europie
Zachodniej. Pomimo tego rakotadka jest cigle na czwartym miejscu 3nod
nowotworow ztéliwych pod wzgédem zapadalrioi i stanowi on drug najczstsz
przyczyre zgonow spowodowanych chorobami nowotworowyméweecie [1, 2].

Zapadalné¢ na rakazotadka jest znacznie zrdicowana w ranych rejonach
swiata. Stosunkowo rzadko rozpoznaje sikazotadka w USA i Europie Zachodniej,
natomiast najwikszy zachorowaln& odnotowuje si w krajach Dalekiego Wschodu
(Japonia, Chiny) oraz w Ameryce Potudniowej. Polsktanowi rejon osrednigj
zachorowalnéci. Rocznie w naszym kraju rejestrujez 9koto 5500 zachorowa
Wedtug danych epidemiologicznych z 2006 roku, rakidka zajmuje szOste miejsce

pod wzgtdem zapadalrigi u nezczyzn i jedenaste u kobiet [3].

1.2. Etiopatogeneza rakaotadka

Zapadalné¢ na rakazotadka zaley od czynnikéwsrodowiskowych, gtéwnie
przyzwyczajé zywieniowych. W patogenezie rakatadka podkréla sk rolg zakaenia
Helicobacter Pylorj ktérego epidemiologia zalg od statusu socjoekonomicznego.
Infekcja Helicobacter Pylorizwigksza ryzyko zapadaldo na rakazotadka poprzez
uszkadzanie komorek i wywotanie stanu zapalnegoybktuzowej zotadka. Daje to
ciag patologicznych zmian prowagiz’ch do przewlektego zapalenia i zmian
zanikowych, a nagpnie poprzez metaplazj dysplazg do rozwoju raka. Wydaje i
ze do znacznego spadku zapad&nona rakazotadka przyczynita s poprawa
standardwycia, zwlaszcza ogwiania. Rak ten eZciej rozwija s¢ u 0séb z rejonéw
0 nizszym poziomie higieny, gdzie spava st produkty niewtaciwie konserwowane.

W patogenezie rakzotadka podkréla sk kluczowa rolg metaplazji, zwtaszcza
typu jelitowego. Proces ten polega na gaishiu normalnej btonyluzowej zotadka
przez komorki jelitowe. Jest to zaburzenieniéowania komorek strefy rozrodczej.
Czestaé¢ metaplazji jelitowejzotadka wzrasta z wiekiem. Metaplazja jelitowa pojawia

sig zazwyczaj ogniskowo w btoniéluzowej z zanikowym zapaleniem. Z czasem
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w ogniskach zmienionych metaplastycznie pojawiagic zmiany dysplastyczne.
Jednake ta sekwencja zmian dotyczy patogenezy postadbwed] raka zotadka.
Rozlana postarakazotadka prawdopodobnie nie jest zwana z metaplagjelitowa.
Wiadomo, ze dieta bogata w witaminy (owoce, jarzyny) zmniajsyzyko
zapadalnéci na rakazotadka. Natomiast pokarmy niewdawie konserwowane, solone,
wedzone i marynowane zwgkszap ryzyko rakazotadka z uwagi na znaczne §o
azotanéw. Z zawartych w diecie azotanéw powstdpksyczne azotyny i
N-nitrozoaminy. Wana role¢ w patogenezie rakabtadka odgrywa take palenie tytoniu.
Rakowi zoftadka towarzyszy w 90% przypadkowhipochlorhydria
Niedokwasota mie poprzedza raka zotadka o wiele lat. Prawdopodobnie bardziej
neutralne pHzotadka sprzyja rozwojowi bakterii redukigiych azotany do azotynéw,

dalej metabolizowanych do N-nitrozoamin wykagych dziatanie rakotworcze.

1.2.1. Stany przedrakowe

W rakuzotadka wyr@nia st szereg stanOow chorobowych uznawanych za stany
przedrakowe [3]. Nale do nich:

- przewlekte zanikowe zapalenie btoflyzowejzotadka z metaplazjjelitowa.

- dysplazja btonyluzowejzotadka,

- nieztasliwy rozrost nabtonkowy (polipy bton§luzowejzotadka),

- stan po cgciowej resekcjizotadka,

- choroba Ménétriera (gastropatia przerostowa).

1.3. Podiage genetyczne rakaotadka

Zaburzenia genetyczne wgptjace w raku zotadka nie zostaty dotychczas
poznane tak doktadnie jak w raku piersi czy jetitabego. Wekszas¢ rakow zotadka
wystepuje sporadycznie. Tylko w okoto 10% przypadkéw ystapieniu rakazotadka
decyduj predyspozycje rodzinne [4].

Zwigkszone ryzyko wyspienia rakazotadka opisano w takich zespotach jak:

- dziedziczny niezwizany z polipowattria rak jelita grubego (andhereditary

non-polyposis colon cancer HNPCC, zesp6t Lyncha) — mutacja jednego z

gen6éw:MSH2, MLH1, MSH6, PMS1, PMS2
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- rodzinna polipowat& gruczolakowa (angtamilial adenomatous polyposis
FAP) — mutacja genAPC,

- zespot Peutz-Jeghers — mutacja g8m11;

- dziedziczny rozlany rakzotadka (ang.hereditary diffuse gastric cancer
HDGC) — germinalna mutacja genGDH1 kodupcego biatko adhezyjne
E-kadheryna. Zespot ten dotyczyl-3% raka@etadka i charakteryzuje si
wystepowaniem rakaotadka typu rozlanego w bardzo wczesnym wieku [5];

- zespot BRCAZ;

- zespot Li-Fraumeni — mutacja geR63.

W  badaniach  molekularnych  raka zotadka  stwierdzono  utrat
heterozygotyczriwi (ang.loss of heterozygosityLOH) wielu genéw supresorowych.
Obserwuje si czesto niestabilng DNA (ang. microsatellite instability- MI) bedaca
skutkiem zaburze naprawy DNA. W rakuzotadka dochodzi do mutacji gend53
iutraty jego funkcji jako genu supresorowego. [Raty to zwlaszcza guzow
zaawansowanych. ¥6d sporadycznych rakowotadka, zwtaszcza typu rozlanego
wystepuje zmniejszona ekspresja biatka E-kadheryny. \Ku rzoftadka wystpuje
amplifikacja i nadekspresja genc-met oraz onkogenuc-erbB2 Wsréd gendow
odpowiedzialnych za prograsjakazotadka wymienia s réwniez: EGF, TGF, IL-1,
PDGF, K-sam

W zdecydowanej wkszaci przypadkéw dziedzicznego rakaptadka wchz

jeszcze nie zdefiniowano jego pozhogenetycznego.

1.4. Patomorfologia rakazotadka

1.4.1. Nowotwory zigliwe zotadka

Wsréd nowotworow  zidliwych  zotadka a& 95% stanowd nowotwory
pochodzenia nabtonkowego (raki), a tylko pozosi#e stanowq nowotwory zigliwe
wywodzce st z tkanki mezenchymalnej. Do grupy tej zalicza citoniaki zigliwe
(fac. lymphoma malignujn nowotwory stromalne pochogtz z komérek Cajala (ang.
GIST-gastrointestinal stromal tumpmigsaki wywodzace sg z tkanki mesniowej (tac.
leiomyosarcoma, leiomyoblastojna oraz  rzadko  wyspujace  nowotwory

neuroendokrynne np. rakowiak (taarcinoid).
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1.4.2. Klasyfikacja histologiczna rakazotadka

Obraz mikroskopowy rakaotadka jest bardzo edmorodny. Do okréenia
histopatologii rakazotadka shizy obecnie klasyfikacja WHO (andgWorld Health
Organizatior) (tabela 1).

Tabela 1. Klasyfikacja histologiczna WHO diarych nowotworéw nabtonkowych
zotadka [6].

Gruczolakorak (angadenocarcinomp

- brodawkowy (angapillary adenocarcinompa
- cewkowy (andubular adenocarcinonja

-$luzotwdrczy (angmucinous adenocarcinoma

Raksluzowokomorkowy [sygnetowatokomorkowy] (areygnet-ring cell carcinoma

Rak gruczotowoptaskonabtonkowy (arsglenosquamous carcinojna

Rak ptaskonabtonkowy (angquamous cell carcinorha

Rak drobnokomérkowy (angmall cell carcinomp

Rak niezranicowany (angundifferentiated carcinonma

1.4.3. Klasyfikacja Laurena

Z punktu widzenia klinicznego przydatna jest rowinldasyfikacja Laurena,
coraz powszechniejzywana w Europie i Japonii przy ocenie histopatalegej raka
zotadka. Zgodnie z at klasyfikachp wyrdznia sk trzy typy rakazotadka: jelitowy
(fac.intestinalig, rozlany (tac.diffusun) i dodatkowo typ mieszany (tagnixtus.
Podziat ten oparty jest na strukturze komoérkowppsebie wzrastania i zaicy w
wydzielaniu $luzu. Wystpujace r&nice histologiczne implikaj wazne wnioski
praktyczne:

I Typ jelitowy jest zazwyczaj zedicowany i dobrze ograniczony. Jego struktura
jest morfologicznie podobna do nabtonka jelitowelozwija s¢ on zazwyczaj
na podiau jelitowej metaplazji btonyluzowej zotadka. Zalicza s do typu
epidemicznego, tj. pojawia ¢siu ludzi starszych (zwilaszcza ¢mazyzn),
zZwiazany jest z czynnikamirodowiskowymi, czsciej wystpuje u chorych z
rejonOw 0 wysokiej zapadale na rakazotadka. Czsciej guzy tego typu

umiejscowione gw obwodowej czsci zotadka.
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Il Typ rozlany charakteryzuje ¢i niska dojrzatacia, zatartymi granicami,
naciekagcym wzrostem wsluzéwce i gebszych warstwackciany zotadka.
Wystepuje niezalenie od wieku chorego. Jego rozwoj w wielu przypadttkaie
jest poprzedzony zmianami przednowotworowymi. Wegdsi, ze rak rozlany
jest bardziej zwizany z czynnikami genetycznymi, ¢sto stwierdza si go
uoséb z grup krwi A. Ten typ nowotworu ok&a sk mianem raka
endemicznego, poniewaczesciej wystpuje u chorych z rejondw o niskiej
zapadalnéci na rakazotadka. Z reguty rozwija siw blizszej czsci zotadka.

1l Typ mieszanyaczy cechy obu wiej wymienionych form.

Z punktu widzenia chirurgicznego bardzo istotnytjdgakt, ze granice
makroskopowe raka rozlanego znacznieni® sie od mikroskopowych. W typie
jelitowym granice makroskopowe niewiele odbiegapd mikroskopowych, ale
Z powodu coraz @stszego wysgpowania postaci mieszanej, margines operacyjny nie

powinien by mniejszy nk 5-6 cm.

1.4.4. Klasyfikacja TNM

W ocenie stopnia zaawansowania klinicznego ratdadka postugujemy si
najbardziej popularnklasyfikach TNM, ktora opiera sina ocenie trzech cech:

- T (tumor) — okrelajacej gkbokas¢ naciekania guza pierwotnego,

- N (hoduli) — okrelajacej stan regionalnycheztow chtonnych,

- M (metastas@s- potwierdzajcej lub wykluczajcej wystpowanie przerzutow
w narzdach odlegtych.

Od stycznia 2010 roku obowmauje nowa klasyfikacjia TNM rakaotadka
(tabela 2).
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Tabela 2.

Klasyfikacja TNM rakazotadka wg AJCC (ang. American Joint

Committee on Cancer) [7].

CechaT

TX Nie mazna ocent guza pierwotnego

TO Nie stwierdza giguza pierwotnego

Tis Raksrédnabtonkowy bez zegfia blaszki wtaciwej blonysluzowej
(in situ)

T1 Guz nacieka blasgzkwtasciwa badZz warstwe migsniowa btony sluzowej lub
warstwe podsluzowa

Tla Guz nacieka blasgkvtasciwa lub warstve miesniowa btony sluzowej

T1b Guz nacieka warstwpodluzowa

T2 Guz nacieka btansluzowa

T3 Guz nacieka podsurowitzkanlke taczm bez naciekania otrzewnej trzewnej i
sasiadupcych naradéw

T4 Guz nacieka btansurowica (otrzewr trzewry) lub sisiadupce narady

T4a Guz nacieka btgrsurowicz (otrzewr trzewry)

T4b Guz nacieka nagdy sasiadupce

Cecha N

NX Nie mazna ocent regionalnych wztéw chtonnych

NO Nie stwierdza siprzerzutow w regionalnycheaaach chtonnych

N1 Przerzuty w 1-2 regionalnychemlach chionnych

N2 Przerzuty w 3-6 regionalnychemtach chtonnych

N3 Przerzuty w7 regionalnych wztach chtonnych

N3a Przerzuty w 7-15 regionalnycleztach chtonnych

N3b Przerzuty w16 regionalnych wztach chtonnych

Cecha M

MO Nie stwierdza siprzerzutéw odlegtych

M1 Przerzuty odlegte

W oparciu o0 patologiczn ocerz TNM (pTNM) preparatu pooperacyjnego

ocenia st stopigh zaawansowania klinicznego nowotworu (tabela 3).
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Tabela 3. Klasyfikacja zaawansowania ragdka wg AJCC [7].

Stopier CechaT Cecha N Cecha M
zaawansowania
0 Tis NO MO
A T1 NO MO
IB T1 N1 MO
T2 NO MO
A Tl N2 MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
1B T4a NO MO
T3 N1 MO
T2 N2 MO
T1 N3 MO
A T4a N1 MO
T3 N2 MO
T2 N3 MO
B T4b NO MO
T4b N1 MO
T4a N2 MO
T3 N3 MO
nc T4b N2 MO
T4b N3 MO
T4a N3 MO
v Dowolne T Dowolne N M1

1.5. Rak wczesny i zaawansowany

Z klinicznego punktu widzenia niezwykle istotny tjgmdziat rakazotadka na
rak wczesny i zaawansowany z uwagi na olbrzymiaio® w rokowaniu.

Mianem wczesnego rakzotadka okréla sk zmiarg ztosliwa ograniczoa do
btony sluzowej i podluzowej, bez wzgldu na obecni lub brak przerzutow w gztach
chtonnych. Zajcie regionalnych wztéw chtonnych stwierdza siw przypadku postaci
wczesne] w 5-20% przypadkow. Wczesny rakadka najczsciej jest bezobjawowy,

rzadziej daje objawy choroby wrzodowsejtadka, rozwija s zazwyczaj powoli, nawet
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w ciagu kilku lat. Wekszas¢ wczesnych rakow z czasem ulega progresji do raka
zaawansowanego.

W klasyfikacji morfologicznej raka wczesnego wim@ono trzy rodzaje w
zaleznosci od typu wzrostu:
I rak wypukty,
Il rak powierzchowny,

1] rak wrzodziegcy.

Zaawansowany rakzotadka to zmiana zkliwa przekraczajca blor
podkluzowa, zazwyczaj naciekaga btorg migsniowa, a czsto take blorg surowicz.
Do morfologicznej oceny zaawansowanego raiadka stosuje siklasyfikacg
Bormanna:
I egzofityczny, ograniczony, pojedynczy polipowaguz bez owrzodzenia,
wzrastagcy doswiattazotadka;
I owrzodzialy rak o uniesionych brzegach, ostrgraghiczony;
1] owrzodzialy rak stabiej odgraniczony;
v rak rozlany (tac.linitis plastica), jednolicie naciekafry sciare zotadka, czsto

na duej powierzchni.

1.6. Lokalizacja rakazotadka

O ile widoczny jest spadek #oi zachorowa na raka dystalnej ezci naradu,
o tyle w cagu ostatnich 10-15 lat zanotowano wzrost liczbyhpaowa na raka czsci
proksymalnejzotadka oraz dystalnej ezci przetyku. Gruczolakoraki rogoe w dnie
i trzonie szybcie] naciekajglcbsze warstwysciany zotadka niz zmiany w czsci
antralnej. Zmiany we wpggie i czsci proksymalnej cechajsic gorszym rokowaniem
niz nowotwory czsci obwodowejzotadka i wymagaj zawsze rénicowania z rakiem
przetyku wtérnie naciekagym zotadek. Rak paiczenia zotadkowo-przetykowego
stanowi wyzwanie wspotczesnej chirurgii gérnego ioklz przewodu pokarmowego
z uwagi na wysjpowanie na pograniczu klatki piersiowej i jamy lszoej. Do
kategorii raka paiczenia przetykowaotadkowego zalicza siwszystkie nowotwory
obejmupce wpust, niezaimie od umiejscowienia gtbwnej masy guza w przehday

tez w zotadku.
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1.6.1. Klasyfikacja Siewerta raka poidczenia przetykowozotadkowego

W klasyfikacji Siewerta wyrinia sk trzy typy raka pcaiczenia przetykowo-
zotadkowego [8]:
Typ | -zmiana nowotworowa dotygza pierwotnie przetyku,
Typ Il -zmiana nowotworowa wywodeza S¢ z obszaru wpustu o cechach
posrednich me¢dzy typem [ lll,

Typ I -zmiana nowotworowa hiszej czsci zotadka naciekajca wpust.

1.7. Drogi szerzenia giraka zotadka

Rak zotadka rozwija st przez cagtos¢ (naciekanie bezgoednie) a take
poprzez przerzuty draguktadu chtonnego i nacaykrwionosnych. Szerzenie siraka
zotadka dokonuje si poprzez naciekanie btor§luzowej i gkbszych warstwsciany
zotadka (btorg migsniowa i surowicOwk). Naciekaniesrodicienne jest szczegdlnie
charakterystyczne dla rakow niskoznicowanych. Ogniska komorek nowotworowych
mog wyskpowa rowniez w pewnej odlegiéci od guza pierwotnego, co znacznie
utrudnia srodoperacyjn (makroskopow) ocere doszcztnosci wyciecia zmiany.
Wobec tego margines zdrowych tkanek otagzajh guz musi by uzaleniony od
dojrzatcici histologicznej nowotworu i musi bywigkszy w przypadku nowotworéw
typu rozsianego. Szczegalforma wzrostu cechuje sipost& raka okrélana mianem
linitis plastica Mamy tu do czynienia z rozlegtym naciekignddsciennym, niekiedy
calegozotadka. Rakzotadka mae sk szerzy poza jegosciarg naciekajc sasiednie
narady (trzustk, watrobe, poprzecznie).

Zotadek naley do naradéw o bardzo ztonym i skomplikowanym uktadzie
naczyi chtonnych. Przerzuty rakaotadka szerz sic przede wszystkim dregtych
naczyi. Wystpienie przerzutbw w okolicznych ezmtach chionnych jest nieraz
nieprzewidywalne, co wynika rdzy innymi z faktu obecrioi dobrze rozwinjtego
uktadu naczy chtonnych w warstwie patlizowejzotadka.

Przerzuty rakaotadka drog krwionasna szera sie raczej rzadko we wczesnych
fazach rozwoju. Rozwijaj sie gtdwnie w watrobie, ptucach, keiach. Dotyczy to
zwtaszcza typu rozlanego, ktory charakteryzugensekszym potencjatem powstawania
przerzutow odlegtych. Szczegdlrdorma szerzenia si raka zotadka s wszczepy w

obrebie jamy otrzewnowej. W przypadku zaawansowanycstgm raka stwierdza i
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przerzuty w jajniku (guz Klukenberga) i w okolickaorektalnej (prog Blumera) oraz

rozsiew do otrzewnej (faperitonitis carcinomatosa)

1.8. Leczenie rakazotadka

1.8.1. Rys historyczny

Historia leczenia rakaotadka rozpocazta sk pod koniec XIX wieku [9].
Przyczynit s¢ do tego znaczny rozwodj endoskopii przewodu pokaveym, ktorej
pionierem byt Jan Mikulicz Radecki. Skonstruowat prerwszy endoskop i podat
pierwszy naswiecie endoskopowy obraz rakatadka. 9 kwietnia 1879 roku francuski
chirurg Jules Emile Pean wykonat piereysesekop zotadka z powodu raka, jednak
pacjent zmart w piej dobie po zabiegu [10]. Rok fxdiej, 6 listopada 1880 roku, jako
drugi naswiecie resekg zotadka przeprowadzit Ludwig R. von Rydygier, profesor
Uniwersytetu Medycznego w Krakowie, tym razem chamart w I-ej dobie po
zabiegu. Pierwsg skutecza operact raka zotadka, a byta to subtotalna resekcja
zotadka z zespoleniemotadkowo-dwunastniczym, przeprowadzit 22 lutego 188/ur
w Wiedniu Theodor Billroth [11]. Jego pacjentka éqta szpital 26 dni po zabiegu,
jednak zmarta z powodu wznowy nowotworu 4 ngesip&niej. Podobnych operaciji
wiedeaski chirurg wykonat w swojej karierze jeszcze 23Natomiast pierwszej
catkowitej resekcjizotadka z powodu raka dokonat Karl Schlatter w 1897 urok
w Zurychu wykonujc zespolenie przetykowo-jelitowe w rekonstrukcjize@wodu
pokarmowego. Od tego czasu opracowano i opisanawiatowej literaturze wiele
réznych technik operacyjnych zgzanych z catkowitym usugtiem zotadka.

Catkowite wyckcie zotadka przez dtugi czas miato wielu przeciwnikéw z gwa
na wysolg $miertelnag¢ pacjentéw sigajaca nawet 90%. Dzki postpowi medycyny,
zwlaszcza w dziedzinie anestezjologii i aseptykilatach pgcdziesatych ubiegtego
wieku ponownie wzrosto zainteresowanie catkawiesekcj zotadka. Smiertelngé
okotooperacyjna obmyta sk wowczas do 10-50%. W Polsce propagatorem
I zwolennikiem tych operacji byt doc. Jerzy Borsa&iy kierownik 111 Kliniki Chirurgii
w Szpitalu Miejskim im. J. Strusia w Poznaniu. Ualson w 1956 rsmiertelna¢
pooperacyja na poziomie 33% [12].

Niemniej jednak ze wzgtlu na cigle wysokie wskaniki $miertelngci chorych

I zaburzenia funkcjonalnez ao lat osiemdziesitych ubiegtego wieku chirurdzy unikali
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catkowitych resekcjizotadka. W Polsce na szessskak zaczto stosowa catkowiy
resekcg zotadka z powodu raka, i to z dobrymi wynikami dopigralrugiej potowie lat
80-tych. Dua role w rozwoju chirurgii zotadka odegrali prof. Tadeusz Popiela
z Krakowa oraz prof. Pawet Murawa z Poznania.

Obecnie dziki ogromnym posfpom we wszystkich dziedzinach medycyny,
umazliwiajacych prawidtowe wykonanie zabiegu, totalna resekojadka jest operagj

bezpiecza i wykonywary powszechnie na caty&wiecie.

1.8.2. Wspotczesne metody leczenia rakkatadka

Jedyn, skuteczn forma leczenia rakaotadka z intengj wyleczenia jest zabieg
chirurgiczny. Warunkiem skuteczéw leczenia chirurgicznego jest miejscowe lub
regionalne zaawansowanie nowotworu, gtiylko w takim przypadku operacja e
prowadz¢ do usunicia wszystkich komoérek nowotworowych. Gtownym celem
leczenia chirurgicznego rakatadka jest tzw. kompletna resekcja RO. W odniesielioiu
ogniska pierwotnego (guza) o radykalnym jego ustini méwimy woéwczas, gdy
zachowane $ odpowiednie marginesy operacyjne zdrowych tkansdtwierdzone
w badaniu mikroskopowym. Drugim warunkiem uzyskaradykalndci zabiegu jest
wykonanie  odpowiedniego  zakresu limfadenektomii  z otwperdzonym
histopatologicznie brakiem obectd komoérek nowotworowych w obwodowych
weztach chtonnych.

Wybor odpowiedniej procedury operacyjnej dla paien z resekcyjnym
rakiem zotadka powinien w pierwszej kolejdoi uwzgkdniat lokalizacg guza.
W zwiazku z tymzotadek dzieli s¢ na trzy czsci - pigtra. Mimo, ze granice dla tego
podzialu § umowne to ufatwiaj one umiejscowienie guza i tym samym dleaie
zastgu operacji. W przypadku guzow zlokalizowanych weuszie wykonuje si
poszerzoa catkowity resekop zotadka ¢otadek i dystalna ag¢ przetyku). W leczeniu
guzéw czsci srodkowej dokonuje si catkowitej resekcji zotadka. Natomiast
w przypadku guzow e#ci odzwiernikowej w okrglonych warunkach mama wykona
czesciowa dystalmy resekog zotadka.

Drugim czynnikiem determinagym zastg resekcji jest typ raka wedtug
klasyfikacji Laurena. Typ rozlany wymaga, jak jwczeniej wspomniano, wekszych

margineséw operacyjnychznma to miejsce w przypadku guza typu jelitowego.
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Bezpieczne marginesy powinny dytak’e zachowane w zakresie drog
chtonnych. Oznacza tag liczba usuritych weztéw chtonnych powinna przewsza
liczbe weztdw zagtych przez proces nowotworowy (okiene w rutynowym badaniu
histopatologicznym), o ile leczenie chirurgiczne mptyna¢ na popraw wynikow.
Stwierdzonoze tzw. wskanik weztowy mniejszy od 0.2, tzn. obeditoprzerzutow w
mniej niz 20% speérdd wszystkich usueiych weztéw chtonnych, jest niezbiny by
polepszy rokowanie u pacjenta z rakiepotadka. Potrzeb takiego zakresu resekciji
weztow  chtonnych uzasadnia ¢si wysoky  czestotliwoscia  wyskpowania
mikroprzerzutow w wztach chtonnych, ok&anych w rutynowych badaniach
histopatologicznych, jako NO.

Podstawow zasad leczenia rakazotadka jest indywidualny dobdor metody
leczenia w zalenosci od zaawansowania choroby. Opiecagk na Klinicznej ocenie
stopnia zaawansowania procesu howotworoweganatezwazy¢ trzy rézne sytuacje
dotyczice wyboru pospowania terapeutycznego: wczesny rakdka ograniczony do

btony sluzowej, rak zaawansowany regionalnie, nowotwosiazy.

1.8.2.1. Wczesny rakotadka ograniczony do btonysluzowej

Chorzy w tej grupie magby¢ leczeni miejscowym wyeciem chorej tkanki.
Mozna w tym wypadku dokodamniej rozlegtej resekcji z uwagi na madlcbokas¢
nacieku 1 ograniczone zmiany w regionalnycheziach chionnych, gdy
prawdopodobigstwo przerzutéw do gziéw chtonnych jest mniejszen5%. Niektore
osrodki onkologiczne naswiecie wykonuj w powyzszych przypadkach zabieg
miejscowego wyeicia endoskopowego ogniska raka (endoskopia lunmapaln
Kwalifikacja do takiego zabiegu musi byiezwykle precyzyjna. Endoska@duminalm
stosuje si wytacznie w przypadku zmian ograniczonych do bidihyzowej (bez
naciekania blaszki raéniowej sluzowki), ktére zostaty zakwalifikowane, jako typ |
(zmiany polipowate) z wygtzeniem zmian typu wrzodzigiego. Metoda ta jest o tyle
dyskusyjna, gdy nawet w przypadku tak wczesnego raka w okoto 5%ypgadkow
wystepuja juz przerzuty w regionalnych gztach chtonnych. Metagdte stosuj gtéwnie
chirurdzy japascy ze wzgidu na due dawiadczenie i znacznliczbe wczesnych
rakow zotadka. Znacznym zaggeniem dla stosowania takiego pgmiwania jest fakt,
ze nie mana okrdli¢ ostatecznie gcznie z wyciem endoskopowej ultrasonografii),

czy zmiana nowotworowa dotyczy tylko btoslzowej, czy te obejmuje pozostate
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warstwy. W Polsce grupa chorych z wykrytym rakieotadka w stopniu la stanowi
grupe marginala. Standardowe leczenie chorych na wczesnegozatgedka obejmuje
wykonanie radykalnej, otwartej resekegptadka i weztow chtonnych. Zakres wygtia
weztow chtonnych w tym wypadku nie by mniejszy ni wymagany w operacji raka
zaawansowanego. Wystarcgg bywa wyaicie w zakresie D1 (grupa |, czyligaty
wzdtwz  krzywizny mniejszej 1 wikszej w tym wzly okotowpustowe
i okotoodrwiernikowe). Czsto udaje si wykona zabieg czsciowej resekcjizotadka,

zwtaszcza, gdy mamy do czynienia z typem jelitowym.

1.8.2.2. Rak zaawansowany regionalnie

U wiekszasci chorych rakaotadka rozpoznaje siwtasnie w tym stadium. W tej
grupie naley sie liczy¢ z wysokim odsetkiem przerzutow docztow chtonnych.
Zazwyczaj maliwe jest wykonanie resekcji RO w odniesieniu zanévdo pierwotnego
guza jak i sptywu chitonnego, §Je zastosuje s odpowiednie techniki operacyjne.
W szczegoélnych przypadkach ptive jest przeprowadzenie resekcji subtotalnej
(ograniczony rak typu jelitowego zlokalizowany wsthinej czsci zotadka), jednake
obowigzujaca metod chirurgiczra w leczeniu zaawansowanego rakaadka powinna
by¢ totalna gastrektomia, a w przypadku rakéwzdde] czsci zotadka i wpustu
poszerzona o dystalny odcinek przetykuzeliechodzi o marginesy operacyjne to
najmniejszy wymagany zakres wgcia zdrowych tkanek (5cm) dotyczy najbardziej
dojrzatej postaci raka gruczotowego typu jelitowedd przypadku raka typu rozlanego
margines ten powinien wyndsi’-10cm, gdy w tym przypadku ryzyko naciekania
srodsciennego jest wysokie. U wszystkich chorych z rnaki®tadka o zaawansowaniu
regionalnym standardem pe@gbwania powinna hy limfadenektomia w zakresie D2
(wyciccie weztéw grupy | oraz grupy Il, czyli wztébw okolicy pnia trzewnego i jego
gakzi: tetnicy zotadkowej lewej, witrobowej wspdlnej kledzionowej). U wybranych
chorych wykonuje si tzw. poszerzan limfadenektomg (D3) usuwaic dodatkowo
wezty zatrzustkowe, krezkowe i okotoaortalne.

Po catkowitym wyagiciu zotadka chgtos¢ przewodu pokarmowego odtwarza si
wykonujac zespolenie przetyku z wyizolowanpetla jelita cienkiego sposobem
Roux-Y.
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1.8.2.3. Nowotwér rozsiany

W zaawansowanym stadium rakatadka kompletne usugtie guza z reguty
jest niemaliwe. Zabieg operacyjny spetnia funkcjeczenia paliatywnego. Chocgia
w tym przypadku resekcja nie prowadzi do wyleczesharoby, to jednak pozostaje
metody z wyboru w leczeniu paliatywnym. Wykonujeg stzesciowe lub catkowite
paliatywne wyatcie zotadka. Pogciem resekcji paliatywnych oksia sk wszystkie
przypadki nieradykalnego wygiia zotadka. Definicja ta obejmuje dwa rodzaje
resekcji: R1 i R2. W przypadku resekgcji typu R1rakwu radykalnéci decyduje ocena
mikroskopowa margineséw operacyjnych i stan redimywh weztdw chionnych.
Natomiast o resekcji typu R2 moéwimy wowczas, gdidada s¢ brak radykalnéci
operacji ju w momencie jej przeprowadzania.

U chorych, u ktérych ze wzgdu na zaawansowanie nowotworu nie zmep
wykona resekcjizotadka, przeprowadza ¢sizabiegi paliatywne, takie jak zespolenia
omijajace zotadkowo-jelitowe, wytwarzanie przetoki pglvczej (gastrostomii), zabiegi
udrazniajace swiatlo przewodu pokarmowego zzyciem protez samorozgralnych,
laseroterapii czy koagulacji argonowej. Proceduriyurgiczne, ktére nie prowadzo
kompletnej resekcjizotadka (RO) nie maj wptywu na popraw wynikow leczenia i

nalezy okreslac¢, jako paliatywne.

1.8.3. Rokowanie w rakuzotadka

Resekcja chirurgiczna pozostaje ,ztotym standardEoZenia tego nowotworu
zwlaszcza we wczesnym stadium rozwoju, kiedy guramigzony jest do btony
sluzowej i podluzowej, a poziom przgé¢ 5-letnich wynosi 70-95%. Z powodu
skrytego przebiegu wczesnej fazy choroby ragladka rozpoznaje siw wigkszaci
w stadiach bardziej zaawansowanych (T3-T4). W talyiiacji przeywalnaos¢ 5-letnia
jest niezmiennie niska i wynosi 20-30%, nawedlijenamy do czynienia z guzem
zlokalizowanym, a operagghirurgiczra uznaje si za radykala.

Wyniki leczenia raka zotadka zaleéa przede wszystkim od stopnia
zaawansowania nowotworu. W grupie chorych z wczesrakiem przeywalnasé
5-letnia przekracza najexiej 90%. Pamitac jednak musimyze wczesny rakotadka

wystepuje w warunkach europejskich dorzadko, a w Polsce jeszcze rzadziej. Poza
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optymistycznymi doniesieniami z wybranych, spesjgtiznych érodkéw leczenia
nowotworéw,srednia przeywalnas¢ 5-letnia chorych na rakatadka wynosi 15-20%.

W zaleznosci od stopnia zaawansowania nowotworu odsetekrbeletprzey¢
dla rakazotadka wynosisrednio: stopié | 90%, stopié Il 60-70%, stopie Il 30%,
stopier IV 5%.

Chocia podejmuje s préby stosowania nowych chemioterapeutykéw,
rokowanie w rakuzotadka pozostaje zie. Z uwagi na ograniczonezlimmsci
terapeutyczne i zte rokowanie ratadka stanowi ogromne wyzwanie dla wspotczesnej

onkologii.

1.8.4. Wspotczesne metody terapeutyczne w leczengka zotadka

Resekcja chirurgiczna wgi pozostaje ,ztotym standardem” w leczeniu raka
zoladka, jednake pomimo znacgego posipu medycyny przgywalnasé¢ 5-letnia po
zabiegu jest w poréwnaniu z innymi nowotworami niégnnie niska, nawet, i
operacg chirurgicza uznaje si za radykala. Istnieje silna potrzeba odkrycia
alternatywnych strategii i nowych metod leczenék, jowniez indywidualizacji metod

terapeutycznych.

1.8.4.1. Chemioradioterapia

W 2003 roku opublikowano wyniki badania randomizoego (INT-0116), w
ktorym wykazano skuteczid pooperacyjnej chemioradioterapii po resekcji cafikej
z powodu rakazotadka [13]. W oparciu o rezultaty badania INT-011Guadntowa
chemioradioterapia uznana zostata za standard zenac chorych na rakzotadka po

leczeniu chirurgicznym w Ameryce Poétnocnej.

1.8.4.2. Chemioterapia okotooperacyjna

W 2005 roku ujawniono wyniki badania Il fazy MAGIQVCR Adjuvant
Gastric Cancer Infusional Chemotherapy) prowadzormagez UK Medical Research
Council oceniajcego skuteczrig chemioterapii okotooperacyjnej w rakatadka [14].
W badaniu MAGIC po raz pierwszy wykazange u pacjentdw leczonych

chemioterapi  okotooperacyja  (schemat ECF:. Epirubicyna, Cisplatyna,
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5-Fluorouracyl) przeywalncs¢ catkowita byta istotnie wisza nk w grupie chorych
leczonych wyidcznie chirurgicznie (36% vs. 23%). Chemioterapiatoliperacyjna
z zastosowaniem schematu ECF uznana zostata ziasddeczenia resekcyjnego raka

zotadka w Wielkiej Brytanii i innych krajach Europy Zaadniej.

1.8.4.3. Terapia celowana

Obecnie trwaj badania nad zastosowaniem terapii celowanej w takigka z
wykorzystaniem lekdw antyangiogennych i nowych cluenapeutykow.
Optymistyczne wyniki badania MAGIC statyespodstaw do rozpoczcia nowego
badania wielo&rodkowego MRC STO3 (MAGIC-B) (ryc. 1). Celem tegadania jest
ocena bezpiechstwa i skuteczniwi stosowania przeciwciala monoklonalnego
bevacizumab jako dodatek do schematu okotooperacyphemioterapii ECX
(Epirubicyna, Cisplatyna, Kapecytabina) u pacjentwaperacyjnym rakiemotadka i
pofaczeniazotadkowo-przetykowego.
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Rak zotgdka
lub pot aczenia
zotadkowo-
przetykowego

ECX ECX + bevacizumab
3 cykle 3 cykle

[ RESEKCJA ]

ECX ECX + bevacizumab
3 cykle 3 cykle

bevacizumab
6 cykili

ECX = Epirubicyna, Cisplatyna, Kapecytabina

Rycina 1. Schemat badania randomizowanego Il fddik MRC STO3) nad
zastosowaniem bevacizumabu w terapii systemowej agjeptow

z resekcyjnym rakiemotadka [15].

Dotychczas  oceniono  skutecZho bevacizumabu w  badaniach
wieloosrodkowych Il fazy w kilku ré@nych typach nowotworéw. Dodawanie
bevacizumabu do standardowego leczeniazao s¢ z istotnym statystycznie
polepszeniem przgé catkowitych w przypadku raka piersi, jelita grubeg

i niedrobnokomoérkowego raka ptuc [16-18].
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1.9. Hipoksja w nowotworach litych

Zdolnas¢ komoérek do przystosowywaniaesdo okresowych waliapoziomu
tlenu jest wana dla ich przgycia, zarbwno w warunkach fizjologicznych jak
i patologicznych [19]. W wkszaci nowotwordw litych mamy do czynienia ze
zjawiskiem przewlekiej hipoksji. Jest to spowodowdmwakiem naczy krwionosnych
lub tez niedorozwojem strukturalnym i funkcjonalnym isfla@ych naczy, ktére nie s
w stanie zaopatrZyw tlen intensywnie proliferarcej tkanki nowotworowej [20].
Hipoksja w guzach wyspuje na skutek wzrostu aktyw§w metabolicznej i ziycia
tlenu przez gwattownie prolifersge komoérki guza oraz spadku pH w otagegin
srodowisku [21]. Komorki zlokalizowane najbéj naczy sa zaopatrywane
w relatywnie wysokie gtenie tlenu, ktére spada w mgandlegtéci od naczynia. Ten
gradient hipoksji (wysfpujacy rowniez w fizjologicznych warunkach) w nowotworach
jest bardzo nasilony i skutkuje stanem anoks;ji jnie centralnym. Tlen jest zdolny do
dyfuzji 100-180um od najbiszej kapilary do komorek zanim ulegnie
zmetabolizowaniu [22]. Nowotworom ¢zto towarzysz ogniska martwicy, w ktérych
komorki gimm na skutek niewystarczaiego zaopatrzenia w tlen [23]. Jedimak
w nowotworach hipoksja powoduje rowniselekcg komoérek o bardziej ziwym
fenotypie, zdolnych do funkcjonowania w niekorzystrsrodowisku.

W warunkach hipoksji dochodzi do aktywacji szeregprocesow
przystosowawczych zwzanych z aktywagj metabolizmu beztlenowego, nasileniem
neowaskularyzacji, zmianami regulacji cyklu komdslego, nasiloa proliferach.
Procesy te majna celu przystosowanie komoérek do pgzea w trudnych warunkach
zmniejszone] podgy tlenu [24]. Dodatkowo hipoksja wywotuje zmiany matrix
migdzykomérkowym, wpltywa na oddziatywania gdzykomorkowe, aktywuje inwagj
i migracg [25]. To zwkksza potencjat komérek do inwazji, czymikomorki zdolnymi
do inicjowania przerzutow. Komorki, ktore aktywup odpowied i generug bardziej
agresywny fenotyp, podlegajselekcji z populacji guza przez pojawienieg si
niestabilndci genetycznej wywotanej hipoks[26]. Zeby przeyé i rosm¢ w trudnych
warunkach hipoksji komorki aktywajszereg mechanizmow adaptacyjnych: zmiana
metabolizmu na beztlenowy, opoiiona apoptog zdolng¢ do niekontrolowanej
replikacji, niestabiln& genomowego DNA, unikanie reakcji immunologicznej,
indukcja angiogenezy, migracja do regiondw mnigjegBoksji w organizmie. Hipoksja
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stymuluje komérki nowotworowe do ekspresji wieluyezikdw wzrostu, takich jak:
EGF, insulina, IGF-1, IGF-2, PDGF, ktore znarezstego,ze nasilag proliferacg
komorkow [27].

Z powodu braku efektywnego i adekwatnego rozwojczga krwionasnych we
wczesnych fazach rozwoju guza, w szybko sogm guzie dochodzi do hipoksiji.
Chocia hipoksja jest toksyczna zaréwno dla prawidiowycbmiérek jak i dla
nowotworowych, to jednak komorki nowotworowe ulegagybciej takim zmianom
genetycznym i adaptacyjnym, ktore urtiwiaja im unikanie apoptozy i przgwanie,

a nawet rozwijanie si[22, 24]. Hipoksja umdiwia selekcg w czasie wzrostu guza,
eliminujac komérki prawidtowe a promag komorki z mutaej P53 charakterystyczne
dla wielu nowotworoéw litych [28]. Skuteczna adapgae zmieniagcych s¢ warunkach
srodowiska spetnia decydigya role w nowotworzeniu [29].

Od dawna wiadomym jest fakte hipoksja powoduje opord nowotworu na
terapg, zarowno radioteragj jak i chemioteragi [30]. Opornd¢ na radioterapi
miedzy innymi wynika z obridenia powstawania reaktywnych form tlenu
w nawietlanej tkance. Oporsé na chemioterapi moze wynika& ze zmniejszonej
dystrybucji leku do regionéw stabo unaczynionyclndukcji oporndci wielolekowej,
jaka zachodzi w hipoksji oraz faktag czs¢ cytostatykOw wymaga tlenu do petni
dziatania [30, 31]. Mac na uwadze powrgze fakty nie dziwi korelacja hipoksji ze
ztym rokowaniem w wielu nowotworach [32]. Zaobsewemo to w nowotworach

takich jak: rak piersi, HNSCC, rak ptuc, rak jelgaubego, rak szyjki macicy [33-36].

1.10. Czynnik indukowany hipoksp HIF-1

Czynnik indukowany hipoksjHIF-1 (ang.hypoxia-inducible factor-)l zostat
poznany w zwizku z badaniami nad regulacgkspresji genu erytropoetyny (EPO)
[37]. Obecnie wiadomo,ze HIF-1 reguluje ekspresj wielu innych gendw
odpowiedzialnych za szereg procesow fizjologiczny8B]. Gtéwm rola czynnika
transkrypcyjnego HIF-1 jest utrzymywanie homeostdepowej w komérce poprzez
udziat w adaptacji do zredukowanego poziomu tl€39].[W warunkach tych dochodzi
do nasilenia przez HIF-1 ekspresji gendéw odpoweddych za fizjologicza reakcg
komorki na niedotlenienie, a jego obe&h@otwierdzono w wielu typach komorek
[37, 40].
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1.10.1. Budowa czynnika HIF-1

Aktywny transkrypcyjnie czynnik HIF-1 jest kompleka sktadajcym sk
z dwéch podjednostek: HIFali HIF-1B. Stwierdzono wyspowanie trzech gendw dla
podjednostek HIk: HIF-1a, HIF-2a i HIF-3a, sparod ktérych gtdwa role
w regulacji transkrypcji spetnigaj HIF-1a i HIF-2a, natomiast rolaHIF-3a jest
nieokr&lona. HIF- jest syntetyzowany w najekszej ilasci w wielu komdrkach
gdzie funkcjonuje jako gtowny regulator homeosttegowej [41].

HIF-1 jest heterodimerem zbudowanym z podjednodiki-1lo i podjednostki
HIF-1B, zwanej pierwotnie ARNT (angaryl hydrocarbon nuclear translocatpr
[37, 42] (ryc. 2). Obie podjednostki zawieralomer helisa-gtla-helisa bHLH (ang.
basic helix-loop-helix oraz domea PAS (PER-ARNT-SIM) [37]. Obie domeny
odpowiadaj za proces dimeryzacji i waanie HIF-1 z DNA. Podjednostka HiFe1
zawiera dwie domeny transaktywacji: N-TAD i C-TABnQ.transactivation domains,
TAD), podczas gdy podjednostka HIB-Izawiera tylko jeda domer TAD. Za
stabiln@g¢ podjednostki HIF-& odpowiada domena ODDD (angxygen-dependent
degradation domain ktéra zawiera dwie reszty prolinowe w pozycji24i0564. Dwie
domeny transaktywacji (CTAD i NTAD) odpowiadaga transaktywag¢j HIF-1a
poprzez oddziatywanie z koaktywatorami CBP/p30@.(8).

Fizjologiczna aktywn& czynnika indukowanego hipoksjHIF-1 zaley od
ilosci i aktywnasci podjednostki HIF-d&. llos¢ podjednostki HIF-f utrzymuje st na
wzglednie statym poziomie i nie jest uzahona od waha poziomu tlenu [37, 43].
llos¢ i aktywnas¢ podjednostki HIF-& natomiast ulega zmianom w zabtesci od
aktualnego zaopatrzenia komorki w tlen [44]. Podgsika HIF-14 jest wic biatkiem

regulatorowym decydagym o aktywnéci czynnika indukowanego hipolsHIF-1.

2.10.1. Regulacja podjednostki HIF-& w zaleznosci od dosgpu tlenu w komorce

W warunkach normoksji podjednostka HIk-1Ima bardzo krotki okres
pottrwania (i, = 5min) [45]. W komorce ulega onaaglej syntezie i degradacji na
skutek modyfikacji potranslacyjnych wptyvaaych na jej stabiln@ i aktywnasé
transkrypcyja [46]. Modyfikacje te odbywaj sic z udzialem enzymdw z grupy

hydroksylaz i zal& scisle od poziomu tlenu w komorce [47].
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Stabilnag¢, a zarazem ik& podjednostki HIF-&, jest kontrolowana poprzez
trans-4-hydroksylacj jednej lub dwoch konserwatywnych reszt prolinowy€mo402
i Pro564) w domenie ODDD podjednostki HIk-148-50] (ryc. 2). Reakej ta
przeprowadzaj enzymy z grupy hydroksylaz prolinowych (PHD1-3). r@sileniu
reakcji decyduje skenie tlenu. Hydroksylacja reszt prolinowych stwawarunki do
pofaczenia st podjednostki HIF-& z czynnikiem VHL (von Hippel-Lindau),doacym
produktem genu supresorowegVHL. Ta interakcja umidiwia rozpoznanie
i przytaczenie kompleksu ligazy ubikwitynowej E3. Prowatiziw efekcie kacowym
do ubikwitynozalenej degradacji podjednostki HIFeedv proteasomach [39, 46, 51-52]
(ryc. 2).

Aktywnos¢ podjednostki HIF-& jest regulowana take poprzez hydroksylag
reszty asparaginylowej (Asn803) w domenie CTAD pddpstki HIF-1.. Reakacg ta
przeprowadza czynnik FIH (andactor inhibiting HIF-1) bedacy hydroksylaz
asparaginylow [53] (ryc. 2). Modyfikacja ta unieniiwia przytaczenie kompleksu
p300/CBP hkdacego koaktywatorem transkrypcyjnym oddzialygmayym z domean
CTAD HIF-1a [54]. W rezultacie w obecsoi tlenu w komoérce nie dochodzi do
transaktywacji z udzialem HIFel Reasumujc, w warunkach normoksji dochodzi do
degradacji podjednostki HIFeloraz hamowania aktywaaoi transkrypcyjnej HIF-1.

W warunkach hipoksji aktywsdé enzymow z grupy PHDs spada, co
uniemealiwia degradagj podjednostki HIF-&, a proces jego transaktywacji nie jest
hamowany przez FIH. Wobec tego dochodzi do stamjippodjednostki HIF-d, ktora
ulega kumulaciji i translokacji dagra komorkowego, gdzie dochodzi do jej qgua@enia
z podjednostk HIF-18. Po podczeniu st podjednostek HIF-d i HIF-1p powstaje
heterodimeryczne biatko HIF-1 ¢lace czynnikiem transkrypcyjnym, ktory
oddziatywuje z innymi kofaktorami transkrypcyjnyntakimi jak p300 [37]. Kompleks
ten nastpnie stymuluje transkrypgjgendw docelowych poprzez pragkenie si do
specyficznej sekwencji DNA, tzw. rejonu odpowiedm hipoksg HRE (ang.HIF
Responsive Elemgnts’-RCGTG-3’(R-puryna [A lub G]) zlokalizowanej wegionach

promotoréw i enhancerach genow docelowych [55-5/4. (2).
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Rycina 2. Regulacja podjednostki Hlk-poprzez hydroksyla¢jw zaleznosci od

poziomu tlenu. W podjednostce Hlk-najdug si¢ trzy miejsca hydroksylaciji:
dwie reszty prolinowe w domenie ODDD (Pro402 i R¥p oraz reszta
asparaginylowa w domenie CTAD (Asn803). W obdcndlenu ulegaj one
hydroksylacji z udziatlem enzyméw z grupy PHDs dréiz (opis w tekcie).
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1.10.3. Procesy regulowane przez HIF-1

Badania molekularnych mechanizmow regadych syntez erytropoetyny
(EPO), jednego z najwaiejszych mechanizméw odpowiedzi na hipeksjmazliwito
po raz pierwszy identyfikagj transkrypcyjnego czynnika indukowanego hipaksj
HIF-1. Gdy zawart& tlenu we krwi jest niska (np. w anemii) produk&&0O przez
fibroblasty nerkowe gwaltownie wzrasta, co stymellajytropoeg szpikows. Najlepiej
scharakteryzowanym na podtomolekularnym mechanizmem odpowiedzi komorki na
hipoksg jest aktywacja transkrypcji szeregu genow [32598-Okazato €, ze HIF-1
jest regulatorem wielu innych =i tylko erytropoeza procesow komorkowej
i systemowej odpowiedzi na hipoksjHIF-1 jako czynnik transkrypcyjny nasila
bezpdrednio lub pérednio transkrype wielu genow aktywowanych w warunkach
hipoksji [37]. Geny docelowe dla HIF-1 mag sekwengj HRE koduj biatka
umazliwiajace komaorce przgcie w warunkach deficytu tlenu. Geny aktywowaneegr
HIF-1 uczestnicz w procesach zaréwno fizjologicznych jak i patotagych, takich
jak: adaptacja metabolizmu, erytropoeza, angiogen&zrost i régnicowanie s}
komorek, apoptoza, metabolizm glukozy [27, 60-61].

Istotne dla rozwoju nowotworua szwiaszcza takie zjawiska jak: opogdona
chemio- i radioterapgi[62], niestabilné¢ genetyczna (MSI) [63], modyfikacja uktadu
immunologicznego [64], inwazyjdé i przerzutowéé [65-66], regulacja pH [67]
(tabela 4). Spaodd tych procesd6w najbardziej fundamentalne wydajg by¢
angiogeneza i zdoldé do dawania przerzutow odlegtych.

Produkcja czynnika indukowanego hipakgHIF-1) prowadzi do nasilenia
transkrypcji VEGF [68]. VEGF powoduje wzrost przepuszczaicionaczyi, migracg
komorek endotelialnych i proliferacj Hipoksja spetnia kluczoavrole w regulacji
ekspresji VEGF. W warunkach normoksji HIk-lilega ubikwityno-zatenej degradacji
przez proteasomy - proces kontrolowany przez prbdygnu supresorowegvHL
[52,69].

Hipoksja zweksza produke innych czynnikdw proangiogennych, takich jak:
tlenek azotu (NO), ptytkowy czynnik wzrostu (PDGEansformugcy czynnik wzrostu
(TGF) alfa i beta, czynnik wzrostu dla fibroblast@awGF) oraz grupbiatek zwanych
angiopoetynami (ANG) (angngiopoietin) [70].
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Tabela 4. Wybrane geny docelowe regulowane z uwsmiatHIF-1, ktorych
produkty biog udziat w progresji nowotworow.
Produkt genu Rola w progresji nowotworu
VEGF, PIGF Angiogeneza
CXCR4, SDF-1 Migracja komoérek [/ przerzuty odlegte
angiogeneza
C-MET, HGF Inwazyjnéc¢ / przerzutowet
MSH2, MSH6 Niestabiln& genetyczna
CAIX, CAXII Regulacja Ph
P53 Apoptoza

E-kadheryna

Inwazyjréé / przerzutowe¢

LDH, GLUT-1, GLUT-3

Metabolizm beztlenowy / wychwgtukozy

VEGF, FGF, PDGF, IGF-2, TGk- Proliferacja

VEGF, VEGFR-1 Przepuszczaktmaczy

NOS Wazodylatacja

uPAR, MMP2, MMP14 Inwazyjni

Surwiwina Przeywalnas¢

Telomeraza Unianiertelnienie

ANG 2 Angiogeneza / limfangiogeneza

Endotelina 1, Fibronektyna 1

Inwazyfdo

1.10.4.

Rola czynnika HIF-1 w nowotworach litych

HIF-1 wplywa pozytywnie na wzrost guzéw litych [7Z2]. HIF-1o ulega
nadekspresji w wielu nowotworach, wliczajrak piersi i HNSCC (andnead and neck
squamous cell carcinom#r73]. Nadekspresja ta odpowiada za wzrost guaeelyje ze
zta prognoa, oporndcia na chemio- i radiotera@i zwickszory $miertelnGcia
[24, 74, 75]. HIF-1 jest niezataym czynnikiem predykcyjnym ziego rokowania
w niektérych nowotworach [76].

Analizy  immunohistochemiczne  nowotworéw  ujawnity izlszon,
w poréwnaniu z normaintkanka, ekspresj HIF-1a w wigkszaci guzéw pierwotnych
oraz ich przerzutach [73, 77]. Ekspresja HiF-Roreluje ze stopniem zZfiwosci

I rozwojem nacziy [78].
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Mechanizmy regulace aktywacgi HIF-1 w nowotworach & bardzo zi@one.
Wewmntrznowotworowa hipoksja jest gtownym czynnikiem gk@zapcym poziom
HIF-1a w komoérkach nowotworowych. Aktywsdé HIF-1a maze by regulowana nie
tylko w zalenosci od aktualnego poziomu tlenu, ale rowniea skutek inaktywacji
wielu gendéw supresorowych, ktéra prowadzi albo dwostu syntezy HIF-d albo do
spadku jego degradacji. Znakomitym przykiadem pdlywacja HIF-& na skutek
mutacji genWHL i utraty funkcji przez produkt tego genu [79].

Podsumowujc, HIF-1, a scislej mowiac jego podjednostka regulatorowa
HIF-1a, jest czynnikiem zaangawanym w rozwoj charakterystycznego fenotypu

komorkowego nowotworu wpltywag na jego wzrost, inwazyjdé i przerzutowec.
1.11. Regulacja aktywnéci czynnika HIF-1 poprzez hydroksylacg

Do enzymobw hdacych hydroksylazami HIF-1 zaliczamy obecnie trzy
hydroksylazy prolinowe PHDs (angrolyl hydroxylase domain proteing80, 81] oraz
hydroksylaz asparaginylow FIH (ang.factor inhibiting HIF-1).

1.11.1. Budowa i znaczenie hydroksylaz prolinowyc{PHDSs)

PHDs nale¢ do rodziny dioksygenaz, ktérych aktywsdo enzymatyczna
wymaga F&', 2-ketoglutaranu i ©[80]. Wsréd hydroksylaz prolinowych wyediono
trzy izoenzymy: PHD1 (EGLN2); PHD2 (EGLN1); PHD3GEN3). PHD1, PHD2
i PHD3 skfada sie odpowiednio z 407, 426 i 239 aminokwaséw i zawielzardzo
konserwatywn domer w koncu karboksylowym [82]. Na skutek alternatywnego
splicingu powstaj izoformy poszczegolnych PHDs, ktérych rola nie tatezs dogd
ustalona. Podobnie jak w przypadku innych dioksggedo funkcji enzymatycznej
hydroksylaz prolinowych wymagana jest obegnoFe”*, 2-ketoglutaranu oraz O
[50, 58] (ryc. 3).
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prolina a-ketoglutaran trans-4-hydroksyprolina bursztynian

Rycina 3.  Schemat reakcji hydroksylacji reszt prolinowych dziatem enzymov

z grupy hydroksyla;prolinowych.

Dioksygenazykatalizup inkorporacg atomutlenu do substratu formag grug
hydroksylows. W reakcji tej powstaje dwutlenekegla (CC;) oraz bursztynian jak
produkty dekarboksylacji-ketoglutaranu (ryc. 3) [50]. Pozioaktywnadci enzymow
z grupy hydroksylaz prolinowych wzrasta niemal linow zdeznosci od stzenia tlent
w komorce [83].Wykazano,ze w warunkachin vitro wszystkie PHDs wykazu
zdolna¢ do hydroksylacji podjednostki H-1a [80]. Jednake gtébwnym regulatorer
HIF-1a jest hydroksylaza prolinowa PHI(EGLNL1) [84, 85].

Analiza eksprei izoform PHDs w poszczegoélnyctkankach wykazataze
ekspresjia mMRNAPHD2 jest obecnha we wszystkich tkankadzczegolnie wysok
w tkance tluszczowej i ser, podczas gdy ekspredfHD1 i PHD3 wykazuje weksza
specyficzné¢ tkankows [86]. Ekspresja mRNAPHDL1 jest dua w tkance tayska
i jader, podczas gdy prawie nie wystije w mozgu, wtrobie, sercu i tkanc
ttuszczowej. EkspreajmRNA PHD3 jest istotnie wysza w sercu i toysku |86, 87].
Hydroksylazy prolinowe rinia sie rowniez miedzy sola preferencj do podjednostek
HIF-1o oraz HIF-2. Mianowicie PHD3 gtéwnie reguluje podjednostkHIF-2a,
podczas gdy PHD2 wykazuje stosunkowakszy wpltyw na regulagj podjednostk
HIF-1a niz HIF-2a [85]. Stwierdzono,ze PHD2 jest dominujca hydroksylaz i
odgrywa najvezniejsz role w regulacji HIF-1lo w wiekszasci komérel w warunkach
normoksji i niewielkiej hipoks;ji84, 83. W p&zniejszym badaniu okazatogsize PHD2
wplywa na zmniejszenie aktywfm transkrypcyjnej HIl-la réwniez w warunkach
hipoksiji [88].
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1.11.2. Znaczenie FIH w regulacji HIF-1r

Wkrotce po  wyjdnieniu  mechanizméw reguhgych trwald¢ HIF-1a
z udziatem hydroksylaz prolinowych zahgych od tlenu odkryto rowniemechanizm
regulupcy aktywna¢ transkrypcyja HIF-1 poprzez hydroksylagj reszty
asparaginowej z udziatem czynnika FIH [54]. Hydrglsja reszty Asn803 czynnika
HIF-1a hamuje jego aktywrig transkrypcyja poprzez blokowanie interakcji pogaizy
koaktywatorami transkrypcji, takimi jak p300/BP, agdcymi sk z domen CTAD
podjednostki HIF-& [53] (ryc. 2). Co ciekawe dotychczas nie stwiertzannych, poza
podjednostkami HIF, substratow dla PHDs i FIH.

1.12. Czynnik VHL

1.12.1. Rola VHL w regulacji HIF-1a

VHL jest genem supresorowym o lokalizacji chromosom@p@5-p26. Biatko
pVHL spetnia rot komponentu rozpozrngjego kompleks ligazy ubikwitynowej E3,
ktory uczestniczy w procesie degradacji podjednastizynnika HIF-1 (ryc. 2). Proces
ten ulega zaburzeniu w jednostkach chorobowychtomykh dochodzi do mutacji genu
VHL.

1.12.2. Wysg¢powanie zaburzéd VHL w nowotworach i ich znaczenie

VHL jest genem supresorowym, ktorego mutacja wywoliujgst obecna
w wigkszasci  sporadycznych rakow jasnokomérkowych nerki (arrgnal cell
carcinoma - RCE Rak nerki u pacjentow ciegaiych na chorob von Hippel-Lindau
jak rowniez wickszai¢ sporadycznych rakéw jasnokomorkowych nerki jesiazana z
utraty funkcji obu alleli (mutacje, delecje, utrata hetgrgotycznéci, hipermetylacja
wysp CpG promotora) gerMHL, co skutkuje stabilizagjHIF-1a i aktywach genow
odpowiedzi na hipoksj] Wyskpowanie zaburzegenetycznych w obbie VHL juz we
wczesnych etapach nowotworzenia (torbiele nerkaweje swiadczy o tym, ze do
dalszego rozwoju i progresji w kierunku raka koamiee jest wysipienie zaburze

w innych genach [89].
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Jednym z charakterystycznych elementéw guzéw, wykld stwierdza si
mutacg VHL jest ich wybitne unaczynienie, ktére wynika z respeesji VEGF
stymulowanej przez aktywny HIF-1, ktéry nie ulegagchdacji w mechanizmie
zaleznym od VHL [90]. Mutacja genVHL, negatywnego regulatora Hlklwystpuje
w guzach, w ktérych wykazano nadekspgés$iF-10 [91].

W rakuzotadka czsto obserwuje gizjawisko utraty heterozygotyczéw LOH
(ang.loss of heterozygozjtyw regionie 3p25-26, gdzie zlokalizowany jest gérL
[92]. Biatko pVHL ulega ekspresji w wkszaci tkanek i typow komoérek, wliczag
w to komorki nabtonkowe przewodu pokarmowego, djatesugeruje gi ze utrata

funkcji pVHL moze by powiazana z nowotworzeniem [93].

1.12.3. Choroba von Hippel-Lindau

Choroba von Hippel-Lindau jest zespolem gsgizonej genetycznej
predyspozycji do nowotworow i dziedziczy ¢siautosomalnie dominggo.
Spowodowana jest mutacjgerminalm genu VHL. Zespdt ten cechuje esi
wystepowaniem charakterystycznych nowotworéw i zmianzg@gmwych: naczyniaki
zarodkowe madzku i rdzenia kegowego (ang.cerebellar haemangioblastoma
naczyniaki zarodkowe siatkowki (ang.retinal haemangioblastoma rak
jasnokomérkowy nerki (angrenal cell carcinomy@ guz chromochtonny nadnerczy
(ang. pheochromocytoma guzy neuroendokrynne; torbiele i torbielakogmlexki
(cystadenoma) nerek, trzustki i adjza [94]. Nowotwory zwizane z chorab vHL
w odr@nieniu od nowotworOw niedziedzicznych rozwijagic czesto obustronnie,

wieloogniskowo i w zdecydowanie mtodszym wieku.

1.13. Angiogeneza

1.13.1. Rys historyczny

Terminem ,angiogeneza” po raz pierwszy pagtusic w 1787 roku brytyjski
chirurg John Hunter [95]. Pionierem badaaukowych nad angiogergzv guzach
nowotworowych byt Judah Folkman. W 1971 dokonatefpmowego odkryciaze
wzrost guza jeskcisle zwiagzany z rozwojem nowych naazyktore opublikowat na

tamach New England Jurnal of Medicine [96]. Jestrowniez odkrywa czynnika

36



odpowiedzialnego za angiogerektory nazwat ,tumor angiogenic factor” (TAF) [97]
Od czasu tego przetomowego doniesienia odkrytcegzezynnikdw odpowiedzialnych
za proces tworzenia nowych nagzayaz poznano ich reffizjologiczra oraz wptyw na
progresg nowotworéw. W 1975 roku odkryto pierwszy inhibitangiogenezy [98].
W 1989 roku odkryto biatko mitogenne tylko dla kamié endotelialnych VEGF (ang.
vascular endothelial growth factpr [99]. Ostatnio niezwykt popularnéc

w onkogenezie zyskata teoria ,angiogenic switch” masl ktorej na pewnym etapie
rozwoju guza dochodzi do zaburzenia rownowagi Rpday czynnikami
proangiogennymi i antyangiogennymi na kazyych pierwszych. Od czasu odkrycia
VEGF w 1989 roku rozpoem intensywne badania nad wykorzystaniem nowych
metod diagnostycznych, a w ostatnich latach rownerapeutycznych opartych na

blokowaniu angiogenezy za pomagarzeciwciat monoklonalnych.

1.13.2. Wspobiczesna definicja angiogenezy

Zgodnie ze wspoilczesgn definicja angiogeneza (neowaskularyzacja) to
wieloetapowy proces powstawania nowych nac&rwionasnych z naczg juz
istniejacych i prekursoréw komorek endotelialnych. Jest warunek konieczny
prawidtowego rozwoju embrionalnego, ustiwia prawidtowy wzrost i rozwoj tkanek,
odpowiada za szereg procesow fizjologicznych, gjegie s¢ ran, owulacja, cykl
menstruacyjny, a@za. O nasileniu angiogenezy decyduje stan rownowgigamicznej
pomidzy czynnikami proangiogennymi i antyangiogennyk.zaleznosci od tego,
ktére czynniki dominyg, ma miejsce indukcja lub zahamowanie angiogenenycie
angiogenezy jest bardzo ogolne, obejmuje bowiendvaaw stany fizjologiczne jak
rowniez procesy patologicznego rozwoju natayystpujace w licznych jadnostkach
chorobowych. Nadmierna i niejednokrotnie patologa&czeowaskularyzacja zostata
opisana w wielu jednostkach chorobowych: retin@patikrzycowa; choroby o etiologii
autoimmunologicznej, reumatoidalne zapalenie stawszczyca. Z drugiej strony
zmniejszona, czy feniewydolna angiogeneza w® odpowiadé za rozwoj choréb
takich jak: choroba niedokrwienna serca, przewlekezlokrwienie kaczyn dolnych,
udar mozgu itp.

W nazewnictwie obowizuje réwnie termin ‘neoangiogeneza’, ktéry odnosg si
do wytwarzania nowych naczykrwionasnych w srodowisku guza nowotworowego
[100, 101].
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1.13.3. Neoangiogeneza

Neoangiogeneza to proces wytwarzania nowych maezysrodowisku guza
nowotworowego. Wzrost masy nowotworu jest zajebezpgrednio od naczy.

Opisano kilka mechanizméw rozwoju nastzyw nowotworach litych:
"paczkowanie” (angsprouting angiogenesispodziat ,naczynia matki’ (angplitting
angiogenesisoraz ,waskulogeneza” (angasculogenesjg§102].

- ,paczkowanié polega na tworzeniu sii formowaniu kolumn komodrek
endotelialnych (angendothelial spouds ktérych stopniowe wydtianie odbywa si
w kierunku skupiska komorek nowotworowych prowgdnstatecznie do powstawania
zamknetych petli i sieci naczyi wtosowatych. Ten mechanizm neoangiogenezy jest
wiec odpowiedzi lokalm zalezna od istniegcych juz naczy krwionosnych. Jest to
mechanizm dominujacy w przebiegu nowotworzeniglepaj jak dotd poznany.

.podzial naczynia matki” poprzez wewsitrznaczyniowe przegrody

srodbtonkowe generage liczne rozgakienia naczy krwionosnych jest rownig
przyktadem odpowiedzi lokalnej.

- ;waskulogenezajestde novoformowaniem s nowych naczfy krwionosnych

poprzez mobilizagj i naptyw komorek macierzystych szpiku — BMDCs (abgne
marrow-derived cells [103]. Waskulogeneza bywa ¢sto pogciem stosowanym
zamiennie z angiogengzZ uwagi jednak na podstawawdznice w mechanizmie
powstawania naczy naley te pogcia rozr@niac. Nowe naczynia w przypadku
waskulogenezy powstgjz wywodzcych s¢ ze szpiku kostnego prekursorowych
komorek srodbtonka kazacych we krwi — EPCs (angendothelial progenitor cel)s
Nieznane & wciaz szczegotowe mechanizmy stymuleg i mobilizupce komorki
progenitorowe do opuszczania szpiku i wbudowywarsia w rejony guza
nowotworowego unm@iwiajac  tworzenie nowych nacay W  warunkach
fizjologicznych waskulogeneza wyplje podczas embriogenezy uiwiajac

powstawanie uktadu naczyniowego w rozvag@jm sk organizmie.

1.13.4. Rodzina bhiatek VEGF

Wieloletnie badania nad molekularnymi machanizmamegulupcymi
angiogenez przyczynity s¢ do poznania sSzeregu czynnikOw proangiogennych,

z ktorych naczyniowy czynnik wzrostu komorek entlateych VEGF (angvascular
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endothelial growth factgrjest najwaniejszym i najlepiej poznanym [70, 104]. Do
rodziny biatek VEGF zalicza ginastpujace czynniki wzrostu: VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D oraz PIGF [100, 101, 105, 106]. Nmlatek opisano kilka izoform
VEGF-A, VEGF-B i PIGF powstatych na skutek altegvatego splicingu pre-
MRNA [107]. Odkryto trzy receptory wiace ligandy VEGF, &dace receptorami
kinazy tyrozynowej. Naley do nich: VEGFR-1, VEGFR-2 i VEGFR-3 (ryc. 4) [105]
W interakcji biatek rodziny VEGF z ich receptoramdgrywaj takze rok biatka
ko-receptorowe zwane neuropilinami (Nrp-1 i NrpfR)7-109].

Gen VEGF-A zawiera 8 eksonéw i 7 intronéw [110, 111]. VEGFedgrywa
kluczowa role w angiogenezieatzac sk i aktywujc receptory VEGF-1 i VEGF-2, ale
nie VEGF-3 [107] (ryc. 4). Na skutek alternetywnegicingu powstaje co najmniej 9
izoform r&niacych sg iloscia aminokwasow, z czego najwaejsze § VEGF-Aqzy,
VEGF-Ass, VEGF-Aigg, | VEGF-Aos [99, 112, 113]. Izoforma VEGF-s jest
dominupca pod wzgldem ilasci oraz aktywnéci biologicznej, stwierdza i jej
nadekspresjw wielu nowotworach. VEGF-A pierwotnie zostat ogiyr i opisany jako
tzw. czynnik zwgkszapcy przepuszczalr$é naczy (ang.vascular permeability factor-
VPF) wydzielany przez komaorki nowotworowe [114].

GenVEGF-Bzawiera 7 eksondw, na skutek alternatywnego splicimowstag
dwie izoformy VEGF-Bs; i VEGF-Bigs [115]. VEGF-B whze Sk z receptorem
VEGFR-1, jednake jego rola nie zostata w petni ustalona, najprgwedobniej nie ma
on znaczenia w angiogenezie [116].

Gen VEGF-C zawierajcy 8 eksondéw nie ulega alternatywnemu splicingowi.
Ligand VEGF-C wiaze st z receptorem VEGFR-2 i VEGFR-3 (ryc. 4) i przede
wszystkim odpowiada za rozwdj naézlymfatycznych w rozwoju embrionalnym oraz
w przebudowie nacziychtonnych w dorostym organizmie [117]. VEGF-C pigrywa
istotnej roli w tworzeniu naczykrwionaosnych [118].

Gen VEGF-D zawiera 7 eksonOw i znajduje¢sha chromosomie X [119].
VEGF-D wiaze st z receptorami VEGFR-2 i VEGFR-3 (ryc. 4) i odgrywadobmn
role do VEGF-C, jednate jego brak jest skutecznie zgmiwany przez VEGF-C
[120, 121].

VEGF-C i VEGF-D spetniajzatem w warunkach fizjologicznych kluczgwole
w rozwoju naczg chtonnych w okresie embriogenezy oraz u dorosigsbbnikow.
Prawdopodobnie mag one wptywa na proliferagg naczyi krwionasnych

w warunkach patologicznych, np. w nowotworach,ieherola wymaga dalszych bada
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Gen czynnika wzrostu hyska PIGF (ang.placental growth factgrzawiera 7
eksondw i na skutek alternatywnego splicingu popstazoformy [122, 123]. Czynnik
ten ulega ekspresji gtébwnie wzgsku, ale znaleziono go réwuiiev sercu, siatkéwce

skorze i mgsniach [107].

SVEGFR-1 «— — P
AAARRCARANARRR R NNAROE  ARUMMRNRRARMANAED NNANRSUMICENDNNEI  OAGAARRSORRNARAADRIDMRENDIRARTEIGILY  (NURANSNNARN [DRRARRRRNALL
NIRISURNNANRNOURUAANNNSY  OOUSERANOOSUNNNNG| ANNRDUNUARANOUNN  NANARNNNURVANURDVNUNRNROURRONUNNR]  (NARRUSUNNANI (SUNNAREOOSYAN

NRP-1 NRP-2
VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(FlIt-1) (FIk-1/KDR) (FIt-4)
I l | l
Angiogeneza Limfangiogeneza

Rycina 4. Receptory biatek rodziny VEGF oraz igahdy.
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1.13.5. Receptory biatek rodziny VEGF

Receptory VEGFR rinia si¢ funkcja, jednak g strukturalnie bardzo podobne do
siebie i zawieraj 7 domen w regionie zewtrizkomérkowym, pojedynez domer
przezbtonow oraz wewantrzkomorkowa domer kinazy tyrozynowej [124, 125]
(ryc. 4). VEGFR-1 i VEGFR-2 waiza VEGF-A i odgrywag kluczow role w regulacji
angiogenezy, podczas gdy VEGFR-3 wykazuje wysokiipowactwo do VEGF-C
i VEGF-D stymulujc limfangiogeneg [126, 127] (ryc. 4).

VEGFR-1, znany rowniejako fms-like tyrosyl kinase-1 (Flt-1) wie VEGF-A,
VEGF-B i PIGF [128, 129]. Wykazuje on silne powirestwo do VEGF-A, jednale
aktywna¢ kinazy tyrozynowej tego receptora jest niska, ok@D razy nisza od
receptora VEGFR-2. W rezultacie VEGFR-1 bardzo stabymuluje proliferagj
komorek endotelialnych w warunkach fizjologicznycbugeruje s role VEGFR-1
w hamowaniu angiogenezy poprzez siln@aanie VEGF-A, co zmniejsza jego lokalne
stezenie i zapobiega aktywacji innych receptoréw, zetas VEGFR-2 [130]. Inny
opisany mechanizm hamowania VEGF polega na jegahinw wigzaniu przez
rozpuszczala forme receptora VEGFR-1 (SVEGFR-1), ktéra powstaje w ikyn
alternatywnego splicingu [131] (ryc. 4).

Ekspresja VEGFR-1 poza komorkami endotelialnymi t jesakze
charakterystyczna dla komérek progenitorowyohdbtonka naczy oraz monocytow
i makrofagéw, a przez to wptywa na migracjrekrutacg tych komérek do regionéw
0 wzmaonej angiogenezie [132-135]. Makrofagi, ktére w kefe oddziatywania
VEGF-A/VEGFR-1 migrug do tkanki nowotworowej lub ogniska zapalenia stiujau
patologiczra angiogeneg i limfangiogenez poprzez wydzielanie VEGF-A, VEGF-C
oraz innych cytokin [136-138]. Podkta sk role VEGFR-1 w angiogenezie w okresie
embrionalnym, jednak u dorostych organizméw funkejgo receptora gtéwnie opiera
sie na negatywnej regulacji aktywsm VEGFR-2, za pg&rednictwem ktérego dochodzi
do stymulacji angiogenezy.

VEGFR-2, znany jako fetal liver kinase-1 (FIk-1Kihase Domain-containing
Receptor (KDR), jest kluczowym mediatorem angioggnedukowanej VEGF i jego
ekspresja dotyczy przede wszystkim nackywionasnych [139, 140]. Wykazuje on
silng aktywna¢ kinazy tyrozynowej, chociajego zdolné¢ do wigzania VEGF-A jest
0 1 rad wielkasci stabsza i VEGFR-1. Aktywnd¢ VEGFR-2 jest niezdlna zarowno

w rozwoju embrionalnym jak i postnatalnym. Aktywadpgo receptora prowadzi nie
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tylko do nasilenia proliferacji komérek endoteligth, ale rownie stymuluje migragj
tych komodrek, zmiany morfogenetyczne rozwiggich s¢ naczy, np. ich
przepuszczalng [141, 142]. VEGFR-2 wize wszystkie izoformy VEGF-A oraz
VEGF-C i VEGF-D (ryc. 4). Opisano réwrieforme rozpuszczalp VEGFR-2,
powstah w wyniku alternatywnego splicingu, ktérej rola egh na hamowaniu
limfangiogenezy [143, 144].

VEGFR-3 (Flt-4) (angfms-like tyrosyl kinasej4oreferencyjnie wize VEGF-C
i VEGF-D i jego ekspresjwykazup przede wszystkim komorki endotelialne naczy
limfatycznych, co wskazuje na lVEGFR-3 w postnatalnej limfangiogenezie
[145, 146] (ryc. 4). Badania wykazaly rowmieekspresj VEGFR-3 i jego rdd

w komorkach endotelialnych naazigrwionasnych. [147].

1.13.6. Znaczenie noeangiogenezy w progresji nowarow

1.13.6.1. Mechanizmy powstawania nachyw nowotworze

Angiogeneza odgrywa szczeg@lmole w nowotworzeniu. Wyniki bada
wskazuj, ze dalszy rozwdj nowotworu po aghieciu srednicy 2mm wymaga
neoangiogenezy [102]. Dochodzi wowczas do kluczavegawiska ,angiogenic
switch” przez co autorzy rozumigjzaburzenie réwnowagi ponuizy endogennymi
aktywatorami a inhibitorami angiogenezy na kaétztych pierwszych. W komérkach
nowotworowych, na skutek szeregu mutacji i zabwurgenetycznych, dochodzi do
zwickszenia produkcji biatek proangiogennychyéd ktorych VEGF spetnia kluczowa
role.

Neoangiogeneza jest procesem wieloetapowym. Obejnuuja aktywag)
komoérek srodbtonka wewatrz istniepcych naczy, proteoliz btony podstawnej
i sktadnikbw macierzy medzykomorkowej, odiczenie si komorek srédbtonka od
pericytow i btony podstawnej oraz ich migragy kierunku stymulatorow angiogenezy.
Aktywowane komorkisrédbtonka ulegaj proliferacji, dochodzi do formowaniacsi
Swiatta i petli nowych naczy. Powstaje rowniebtona podstawna i nggtuje rekrutacja
pericytow.

W érodowisku guza dochodzi do miejscowej aktywacjigesow krzepricia
i przechodzenia fibrynogenu do przestrzeni pozamaowe). Ziogi fibrynowe

W przestrzeni pozanaczyniowe] zapewsmiapysztowanie utatwiagce wzrost nowych
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naczy,, a z drugiej strony stanovibariee dla migracji komoreksrédbtonka
i zwickszap gradient hipoksji. Lokalne niedotlenienie nasila Wwomdrkach
mikrosrodowiska guza ekspresjgenow kodujcych czynniki proangiogenne, ktére
dziatap mitogennie i antyapoptotycznie na komoégkbdbtonka. Dochodzi rowniedo
lokalnej aktywacji plazminogenu, ktory przeksztalse w plazmire i umazliwia
rozpuszczenie ztogdéw fibryny. Zaktywowane komd§kddbtonka produkuj enzymy
Z grupy metaloproteinaz, ktore tramibtore podstawn umazliwiaja migracg komorek
endotelialnych do przestrzeni okotonaczyniowej. iadgcja btony podstawnej
i macierzy zewantrzkomorkowej jest konieczna nie tylko do migradjomorek
srédbtonka. Na skutek proteolizy powstajprodukty degradacji o dziataniu
chemotaktycznym i charakterze czynnikow wzrostuitogenow. Migracja komorek
srodbtonka jest tate uwarunkowana interakcjami pagdzy molekutami adhezyjnymi
na powierzchni komoresrdédbtonka (integryny) a specyficznymi skladnikamacierzy
zewntrzkomorkowej (fibronektyna, laminina) [148]. Wresz nastpuje przebudowa
nowo powstatych sznuréw naczyniowych z wytworzeniéwiatla. Poszczegolne
kapilary hcza sie tworzac liczne anastomozy. Czynniki reguog neoangiogenez
pochodz zaréwno z komdrek nowotworowych jak i komérek pidtawych. Komorki
srédbtonka podlegaj regulacji endokrynnej (z ktenia), parakrynnej (z przylegtych
komoérek nowotworowych, komorek ukladu immunologiego, macierzy
pozakomorkowej) i wreszcie autokrynnej poprzez ominwydzielane przez komorki
srodbtonka.

VEGF jest bardzo silnym mitogenem dla komoérek eelimdhych. Efekt
dziatania dotyczy zaréwno zmian morfotycznych, jakunkcjonalnych komérek
srodbtonka. Na skutek aktywadjciezki VEGF-A/VEGFR-2 dochodzi do zwkszonej
ekspresji nagpujacych biatek: biatka uktadu fibrynolizy.urokinaza, tkankowy
aktywator plazminogenu (t-PA), metaloproteinazy (MMtransporter glukozy typu 1
(GLUT-1), syntaza tlenku azotu (NOS), integrynyzonaitogeny.

VEGF wplywa na przeywalnas¢ komorek srodbtonka poprzez mechanizmy
hamupce apoptogz, np. aktywagj s$ciezki PI3K-Akt, czy zwkkszanie
antyapoptotycznych biatek jak bcl-2 [149, 150].

Zaobserwowanoze VEGF zwiksza ekspregjsktadowych uktadu fibrynolizy
w komorkach srodbtonka wptywajc na procesy proteolizy zachade podczas
angiogenezy [151]. Degradacja btony podstawnejnestlzdna do migracji i inwazji

komoérek endotelialnych w pogtkowym etapie angiogenezy. Na tym etapie istotie
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odgrywap metaloproteinazy degradge matrix, kolagenaza, proteazy serynowe takie
jak: aktywator plazminogenu typu urokinazy uPA (angokinase-type plasminogen
activaton, tkankowy aktywator plazminogenu TPA (angssue-type plazminogen
activaton [152]. Zaobserwowanaze podczas neoangiogenezy dochodzi rowmie
wychwytywania przez powstate naczyniaicych we krwi komaorek progenitorowych
srédbtonka (EPCs), tdnicujacych sé z komérek macierzystych szpiku kostnego [112].
Ich znaczenie w neoangiogenezie pozostajgakmntrowersyjne.

W rezultacie dochodzi do wzrostu formowania nowgielezy, ktére zaopatraj
rosracy guz w tlen i sktadniki adwcze niezhdne do ciglego wzrostu i ekspansji
[153]. Jednake si€ powstatych naczyw guzie zdecydowanie ¥di sic od normalnych
naczyi. Cechuje s ona brakiem organizacji, niedojrzébm strukturalm
i funkcjonalry [104, 154]. Nowe naczynia powstate w guzie nowobmom %
rozmieszczone chaotycznie, twaczliczne rozgaizienia, ktérych lokalizacja i liczba
nie wynikap z rzeczywistego zapotrzebowania komérek nowotwgohwna sktadniki
odzywcze [155].Sciana naczfy jest cienka, pozbawiona esni gtadkich, ulega aigte;
przebudowie i wykazuje zwkszory przepuszczalrig, co skutkuje wzrostem &iienia
srédtkankowego w nowotworze [156]. Przeptyw krwi acayniach zaopatragych guz
nowotworowy jest chaotyczny i turbulentny. Nieprdioivy przeptyw przez naczynia
w guzie oraz obrk tkanki i ucisk na naczynia wpltywa bardzo niekatoye na
dystrybucg lekow stosowanych w chemioterapii. Patologiczneczgaia @
w nowotworach rozwinte na tyle, ze umaliwiaja ich wzrost, a zmieniona
architektonikasciany naczy sprzyja przedostawaniueskomorek nowotworowych do
krwiobiegu i powstawaniu przerzutow odlegtych.

Dodatkowo VEGF-A wykazuje zdoldé do zwkkszania przepuszczalied
naczyi wielokrotnie wigksz niz histamina, co w znacznym stopniu odpowiada za
obrzk tkanki nowotworowej [105, 157]. Z tym efektem zkszania przepuszczalwm
naczy wiaze sk rowniez wzmazona przepuszczaliéd btony otrzewnowej i optucnej, a
w rezultacie standw patologicznych takich jak: wksoptucnowy i otrzewnowy w
przebiegu choroby nowotworowej [158].

VEGF hamuje przeksztatcanieec smakrofagdbw w komorki dendrytyczne, co
uniemaliwia prezentowanie antygendw specyficznych dla aguzowotworowego

i obniza odpowied uktadu immunologicznego [159].
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1.13.6.2. Ekspresja VEGF-A w nowotworach

W wigkszaci guzéw litych, na skutek hipoksji i aktywaciji ardendw, mamy
do czynienia ze zwkszory ekspregj VEGF-A w porownaniu do zdrowej tkanki [153].

Zaobserwowano zwrek pome¢dzy nadekspres)VEGF, a progregjnowotworu
i zta prognoza w przypadku nowotwordw takich jak: rak jelita gagw [160, 161], rak
zotadka [162, 163], rak trzustki [164, 165], rak piefdi66, 167], rak gruczotu
krokowego [168], rak ptuc [169].

Zwickszona ekspresja VEGF w wielu nowotworachaaei sk z ryzykiem
powstawania przerzutéw odlegtych i zmniejsz@rzezywalncscia [170]. Aktywacg
VEGFR-3 i zwkgkszenie ekspresji jego ligandow, czyli VEGF-C i VEG,
stwierdzono w nowotworach, takich jak rak piersizerniak, i skorelowano z Hoia
przerzutéw do wztow chtonnych [171, 172].

Z uwagi na fundamentarrole w angiogenezie nowotworéw elementiezki
sygnalnej VEGF/VEGFR staty sipunktem uchwytu wielu badanad zastosowaniem

lekéw antyangiogennych w onkologii.

1.14. Rola CXCR4

Jednym z gendw regulowanych poprzez HIF-1 j&CR4 (ang. CXC
chemokine receptor)4173]. Chemokiny reprezenturodzirg cytokin wykazugcych
zdolnag¢ do przycagania komorek do specyficznych tkanek i regionéwaaizmu.
Okazuje st, ze proces migracji leukocytéw do regionow gpgh stanem zapalnym
oraz migracja komérek nowotworowych wykazdize podobiéastwo [174]. Interakcja
pomiedzy receptorem CXCR4 a jego ligandem CXCL12 (astgomal cell-derived
factor 1, SDF-1) spetnia istotnrole w regulacji takich proceséw jak: regulacja procesu
hematopoezy, migracja komdrek hematopoetycznyclgioganeza, czy wreszcie
migracja komorek nowotworowych [175]. Ekspresja lwiehemokin i receptorow
zostata wykazana na powierzchni komorek nowotwoabwyale § pewne populacje
komérek nowotworowych wykazage sé charakterystyczn ekspresj okrelonych
receptorow i chemokin. Prawdopodobnie determinupe lakalizacg przerzutow
odlegtych do okrdonych tkanek i naedow [176]. Wykazano ekspresCXCR4 w
nowotworach takich jak: rak piersi, rak jelita gegwo, rak jajnika. Natomiast

stwierdzono wysok ekspresj SDF-1 w tkankach dglacych czstymi miejscami
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powstawania ognisk przerzutowych, takich jakzty chionne, ptuca, wiroba, szpik
kostny [177]. Badania wykazatyse HIF-1 nasila ekspresjzaréwno CXCR4 jak
i SDF-1 w wielu typach komoérek [178, 179].

2. CEL

Resekcja chirurgiczna jest podstawometod, leczenia rakazotadka. Jednak
pomimo znacicego posipu medycyny rokowanie w przypadku raketadka jest
wciaz bardzo niekorzystne. Istnieje zatem potrzeba adé&rgkuteczniejszych metod
diagnozowania i leczenia, a w szczegétio zindywidualizowania metod
terapeutycznych. Obecnie trwa)adania nad zastosowaniem terapii celowanej w raku
zotadka z wykorzystaniem lekow antyangiogennych i ndwglbemioterapeutykow.

Angiogeneza jest jednym z kluczowych proceséw waujscych rozwdj
nowotworu, dlatego teelementysciezki sygnalnej VEGF/VEGFR staty @ipunktem
uchwytu wielu bada nad zastosowaniem lekéw antyangiogennych w onkolog
Brakuje wystarczagych danych na temat mechanizméw reguygh angiogenegz
w rakuzotadka. Nie wiadomo réwnie czy i u ktoérych chorych terapia celowana oparta
0 przeciwciata anty-VEGF oka sk skuteczna i bezpieczna w leczeniu ra&adka.

W wigkszasci nowotworow litych, réwnie w rakuzotadka, wysgpuje zjawisko
hipoksji. W warunkach hipoksji dochodzi do aktywacgzeregu proceséw
przystosowawczych zwranych m.in. z nasilen neowaskularyzagj Odpowied
komorkowa na zmniejszony poziom tlenu prowadzi @dasilenia ekspresji czynnika
indukowanego hipoksj(HIF-1) i gendw przez niego regulowanych: VEGFATR4.

Aktywnos¢ czynnika HIF-hu jest negatywnie regulowana przez enzymy z grupy
hydroksylaz prolinowych, z ktérych gtowmole odgrywa EGLN1Hydroksylacja reszt
prolinowych stwarza warunki do pmzenia s} podjednostki HIF-& z czynnikiem
VHL bedacym produktem genu supresoroweltil, a w efekcie kacowym do
degradaciji podjednostki HIFelw proteasomach. Brak wiedzy na temat molekularnych
mechanizméw decydagych o rozwoju raka&otadka sktania do zwrdécenia uwagi na
potencjala role gendéw zaangawanych w regulagjodpowiedzi komorek na hipoks;
Pogkbienie tej wiedzy mize okaza si¢ przydatne rownie w konkretnych sytuacjach
klinicznych.

Celem pracy jest analiza ekspresji gendéw odpowabaygch za regulag

odpowiedzi komorek nowotworowych na hipaksa w szczegolniei:
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1. Analiza ekspresji gendéw kodigych biatka uczestnigge w procesie
angiogenezy i odpowiedzialne za progtesika zotadka zaréwno w tkance
nowotworowej jak i marginesie operacyjnym. Ocenedgano nagpujace
geny: HIF-1a, EGLN]1 VHL uczestnicace w procesach regulgych
metabolizm komérki w warunkach hipoksji oraz geMEGF, CXCR4
odgrywapce rok w neoangiogenezie i progresji nowotworu.

2. Okreslenie korelacji pomidzy wynikami ekspresji badanych genéw a cechami
klinicznymi, histopatologicznymi i wynikami leczenpacjentéw operowanych
z powodu rakaotadka.

3. Poznanie wzajemnych zalosci pomkdzy analizowanymi czynnikami
w tkance nowotworowe] rakeotadka.

4. Ocena potencjalnych sposobow nowoczesnej teragecpwnowotworowej

w oparciu o analizowane geny.

3. MATERIAL | METODY

3.1. Grupa badana

Badaniom poddano grgp28 chorych ze zdiagnozowanym rakiemtadka
leczonych operacyjnie w | Oddziale Chirurgii Onkgikznej i Ogolnej
Wielkopolskiego Centrum Onkologii w Poznaniu od an&006r do stycznia 2008r.
U chorych wykonywano zabieg radykalnej gastrektpnugodnie z kryteriami
ustalonymi przez IUAC (anginternational Union Against Cancker Czynnikiem
dyskwalifikujacym byto jedynie przedoperacyjne lufyédoperacyjne stwierdzenie
Zaawansowanego procesu nowotworowego uniéwmajacego wykonanie radykalnej
resekcji zotadka. Zaden chory z badanej grupy nie otrzymywat przedaopgne;
chemioterapii ani radioterapii.

Na prowadzenie niniejszego projektu uzyskano zdéaimisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola MarcinkowskiegoPoznaniu. Chorzy zostali
poinformowani o celu przeprowadzanych hadawyrazili pisemma zgod na ich
przeprowadzenie.

W trakcie zabiegu operacyjnego odz##ago chorego pobierano jednoczasowo

fragment tkanki nowotworowej oraz fragment makrgekeo niezmienionej btony

a7



sluzowejzotadka pochodzcej z marginesu operacyjnego stanm&| kontrok. Pobrany
materiat przechowywano w cieklym azocie do czadszgah analiz.

3.2. Metody

Izolack RNA, DNA i biatka oraz ocen ekspresji wybranych genéw
przeprowadzono w Zaktadzie Biochemii i Biologii Mé&ularnej Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu. Analiz histopatologicza i immunohistochemiczn
przeprowadzano w Zakladzie Patologii Nowotworow Mbeolskiego Centrum
Onkologii w Poznaniu. Ocen zaawansowania klinicznego rakéwotadka

przeprowadzono zgodnie z klasyfikadjNM opublikowar przez IUAC [7].

3.2.1. Analiza ekspresji mRNA

3.2.1.1. Izolacja RNA

Izolacja catkowitego RNA zostata przeprowadzona tuggrotokotu opartego
na zmodyfikowanej metodzie Chomdskiego 1 Sacchi [180]. Tkanki
homogenizowano na cieklym azocie i poddawano lizi@eszania fenolu
i izotiocyjanianu guanidyny (1 ml) (TRI, Sigma-Aidn, Deisenhofer, Niemcy). Do
prob dodawano naginie chloroform w olgtosci rownej 20% ohjtosci odczynnika
TRI (200 pl). Przygotowane w ten sposob proby isygmie wytrzasano i inkubowano
na lodzie przez 5 minut. Po inkubacji proby wirowafl5 minut, 4°C, 150009 ).

W wyniku wirowania proby rozdzielatygna trzy warstwy:

(1) fazy wodm (zawieragca RNA),

(2) faz; posredny (interfaz;, zawieragca DNA),

(3) faz fenolowo-chloroformow (zawierajca biatka i struktury subkomaorkowe).

Do dalszej izolacji pobierano ostroe faz wodm, w celu zmniejszenia ryzyka
kontaminacji genomowym DNA, i przenoszono do nowgeobbéwek. RNA wytgcano
przez dodanie izopropanolu (wedtug proporcji 1Rrzygotowane w ten sposéb proby
umieszczano w temperaturze -80°C. Po uptywie 24 zgagorobowki wirowano

(15 minut, 4°C, 150009g). Po odwirowaniu usuwano supernatant, a powstabdo

RNA przemywano dwukrotnie przyzyciu schtodzonego 75% etanolu, wirowano (15
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minut, 4°C, 20008 g ), a nastpnie suszono w koncentratorze (SpeedVac, Eppendorf

Concentrator 5301, Eppendorf, Niemcy). WysuszoraddiNA rozpuszczano w 20 pl
wody dejonizowanej, wolnej od RNaz. Wyizolowany keatity RNA poddawano
dziataniu DNazy | (Fermentay Jedna jednostka aktywswm tego enzymu degraduje
1pg DNA w ciagu 10 minut w temperaturze 37°C. Do RNA podawanpl Huforu
reakcyjnego zawieragego MgC} oraz 1 plDNazy | 1U/ul (Fermentas Probdéwki

Z zawartécia mieszano i krotko wirowano, a ngshie poddawano inkubaciji
w termomikserze w temperaturze 37°C przez okresn80ut, po czym, w celu
zatrzymania aktywrizi DNazy do probéwek podawano 1 pl EDTA 25mM
(Fermenta} dla chelatacji jonéw M i przenoszono do temperatury 65°C na 10 minut.
Tak gotowy RNA wykorzystywano jako matkycdo syntezy cDNA w procesie

odwrotnej transkrypciji.

3.2.1.2. Oznaczanie gtenia RNA

Do analizy ilgciowo-jakagciowej prob RNA postzono sg pomiarem
spektrofotometrycznym przy diugo fali 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf AG,
Niemcy). Preparaty RNA rozaiezono wod w proporcji 4 gl RNA: 96 ul BD. Do
kalibracji spektrofotometru wykorzystano 100 pl woav ktorej rozpuszczono RNA.
Stopier zanieczyszczenia biatkiem obliczano na podstawdsusiku absorbancji o
do Axge Wartas¢ wspotczynnika Ratio) Azgd/Azgo miedzy 1,8-2,0 oznaczae preparaty
Sa wystarczajco oczyszczone.

3.2.1.3. Odwrotna transkrypcja

Catkowity RNA przepisywano na komplementarny DNADKA) w reakciji
odwrotnej transkrypcji przy pomocy odwrotnej trangikazy wirusa mysiej biataczki
Maloneya (M-MLV, Maloney Murine Leukemia Virpysvchodzce] w skfad zestawu
M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). W zkgm przypadku do reakcji
odwrotne] transkrypcji iyto 2 pg RNA. Reakcje odwrotnej transkrypcji
przeprowadzano w 1,5 ml probowkadtppendorf wedtug poniszego protokotu.

Do 2 pg RNA znajducego st w probéwce dodawano @l mieszaniny dNTP
(2,5 mM kadego dNTP), ul oligo(dT),3 (0,5 ug/ul) i uzupetniano do okjosci 12 pl
woda dejonizowan wolng od RNaz. Préby podgrzewano przez 5 minut w 65°€lu
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denaturacji RNA. Nagpnie probowk umieszczano w lodzie na 2 minuty, wirowano
i dodawano mieszangn transkrypcyja zawierajca: 4 pl 5% stkzonego buforu
First-Strand Buffer Iovitrogern), 2 ul 0,1 M DTT (nvitrogen, 1 ul odwrotnej
transkryptazy M-MLV RT 200 U/ulInvitrogen oraz 1ul inhibitora rybonukleaz
RNase OUT 40 U/ul(Invitrogen), do kaicowej obgtosci 20 pl. Synteg cDNA
przeprowadzano przez 60 minut w temperaturze 375ftyalnej dla M-MLV).
Odwrotrg transkryptaz inaktywowano termicznie poprzez 15 minutowkubacije
w 70°C, aby nie dochodzito do syntezy produktéwswigistych. Tak uzyskane cDNA
przechowywano w temperaturze -20°C i wykorzystywaastpnie jako matrye do
reakcji RT-PCR.

3.2.1.4. Amplifikacja cDNA w czasie rzeczywistym (R-PCR)

Poziom ekspresji mMRNA badanych gendéw oznaczononiegciRT-PCR (ang.
real-time PCR za pomog aparatu LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Niemcy
Dzi¢ki tej technice m#iwe jest sledzenie zmian il€ci przyrastagcego produktu po
kazdym cyklu amplifikacji oraz okidenie momentu wégia reakcji w fag wzrostu
logarytmicznego (Cp,crossing point Pozwala to na okékenie ilasci badanych
czasteczek (w tym przypadku cDNA) obecnych na ptlaz reakciji.

W reakcji RT-PCR wykorzystuje spolimeraz typu hot-start ktéra wykazuje
brak pierwotnej aktywriei ponizej temperatury 75°C. Do aktywacji enzymu dochodzi
w czasie 10 minutowej inkubacji w temperaturze 957@stosowanie uktadiiot-start
zapobiega powstawaniu niespecyficznych produktéwtrakcie przygotowywania
mieszaniny reakcyjne;.

Powstawanie produktéw PCR monitorowano za pceimmumiaru fluorescencji
emitowanej przez barwnik SYBR Green. Zwek ten po przyczeniu st do
dwuniciowego DNA (dsDNA) emitujeswiatto w zakresie fluorescencji zielonej
(520 nm), po wczamiejszym wzbudzeniu wkka swiatta niebieskiego (497 nm).
Barwnik SYBR Green, ktory nie jest zygiany z dsDNA nie wykazuje fluorescencji.
Wzrost fluorescencji okégany jest po kadym zak@czonym cyklu elongacyjnym, po
ktorym coraz wicej casteczek barwnikagtzy sk powstajcymi produktami. Poziom
fluorescenciji jest wprost proporcjonalny dosdopowstagcego produktu.

Dzigki pomiarom fluorescencji nitiwe jest monitorowanie przebiegu reakciji
RT-PCR, w ktorej wyrégniamy 3 fazy:
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. | — faza wstpna - w pocatkowych cyklach nie obserwujegsprzyrostu
ilosci produktu,

. Il - faza logarytmicznego wzrostu — obserwujelsardzo szybki przyrost
fluorescencji. Moment, w ktorym reakcja amplifikiasjchodzi w t fazg (Cp —crossing
poinf) zalezy wytacznie od pocgtkowej ilosci matrycy. Poréwnanie waro Cp
pozwala na oznaczenie o specyficznego cDNA w Kalej z badanych préb.

. lll — faza plateau — faza zahamowania przyrostécilproduktu, a przez
to réwniez fluorescencji, spowodowana wyczerpywanieng siuubstratow reakcji
amplifikaciji.

W celu okrélenia wydajnéci reakcji oraz okrdenia zalenosci Cp od
pocatkowej ilosci matrycy dla kadego analizowanego genu wykonano krzywe
standardowe z ayciem kolejnych rozcigczen cDNA. W celu sporgdzenia krzywej
wykonano szereg rozdiezev matrycy wzorcowej (1,618, 3,6*10%, 2,16*10%
1,3*10%, 7,78*10°% uzyskanej z mieszaniny wszystkich matryc poddargmalizie.

W ocenie ekspresji badanych genéw postugiwang wegledna metod
ilosciowa (ang.relative quantificatioh llos¢ specyficznego cDNA w probie wzorcowej
przyjmowano jako 1. Wyniki oznacie ilosciowych badanych transkryptow
normalizowano wzgdem standardéw wewtrznych, czyli cDNA gendow
konstytutywnych (ang.house-keeping genesilegaacych konstytutywnej ekspresji
w komorkach eukariotycznych. Jako standard wgkgny wykorzystano cDNA genu
kodujacego deaminagzporfobilinogenuPBGD (ang. porphobilinogen deaminase

Specyficzné¢ reakcji amplifikacji sprawdzono poprzez analiemperatury
topnienia produktéw reakcji PCR. W warunkach optymeh reakcja daje produkt
o charakterystycznej temperaturze topnienia.

Reakcje real-time PCR przeprowadzano w ebgsci 10 pl w szklanych
kapilarach z gyciem aparatu LightCycler firmy Roche (Niemcy), yrromocy zestawu
odczynnikdw AmpliLIGHT firmy Novazym.

Sktad mieszaniny reakcyjnej byt ngstijacy:

. 5 pl Mix,

. 1 pl swoistych starteréw, kdy w stzeniu 5 pM,
. 1 pul cDNA,

e 3plHO.

Reakcja RT-PCR obejmowata ngsaijace etapy:
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» denaturacja wgpna (aktywacja polimerazy), 95°C, 10 minut;
» oznaczenie ilgciowe — 40 cyKli:
e denaturacja, 95°C, 10 s,
 przylczanie starteréw (temperatura zale od wytych starteréw),10 s,
* wydtuzanie starterow, 72°C, 10 s;
» analiza temperatury topnienia produktow:
 95°C,0s,
e 70°C, 15s,
e 70°C-99°C, 0,2°C/s-agty pomiar fluorescenciji;
» chiodzenie aparatu.
* - w zaleznosci od diugaci produktu
Sekwencje badanych genow zostaly zidentyfikowarzy pyciu baz danych:
ENSEMBL (http://www.ensembl.org) oraz NCBI (httpaiiw.ncbi.nlm.nih.gov).
Startery do amplifikacji w czasie rzeczywistyrRe@l-Time PCR) zaprojektowano

z wyciem programu Oligo v.6.71 (tabela 5).

Tabela 5. Startery wykorzystywane w reakcji RT-PCR.

cDNA Transkrypt Starter F (forward) i R (reverse) Amplikon

HIF-1a | ENST00000337138 F: 5 TTAGAACCAAATCCAGAGTCAC 3 13%
R: 5 TATTCACTGGGACTATTAGGCT 3

EGLN1 | ENST00000258246 F: 5 TGCGAAACCATTGGGCTGCT 3 178 p
R: 5" GTCACACATCTTCCATCTCC 3

VHL ENST00000256474 F: 5 AACGGATGGGAGATTGAAGATT 3 1§%
R: 5" CAATGCCTAGTGAAGTCAGTTA 3’

VEGF | NM_001025366 F: 5 GTCACACATCTTCCATCTCC 3 186 pz
R: 5 GTGTGCCCCTGATGCGATG 3’

CXCR4 | ENST00000241393 F: 5 TTCTTAACTGGCATTGTGGG 3 130 p
R: 5 GAAGCGTGATGACAAAGAGG 3’

PBGD | ENST00000278715 F: 5 GCCAAGGACCAGGACATC 3 160 pz
R: 5 TCAGGTACAGTTGCCCATC 3
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3.2.1.5. Elektroforeza produktow reakcji RT-PCR

Po sporzdzeniu zelu agarozowego 2% i po jego spolimeryzowaniu, do
kieszonek natoono po 10 pl produktéw RT-PCR zawieszonych w 1 hdiggacza 6 x
Loading Dye Solution Kermentay Elektroforez przeprowadzano w buforze
0,5 x TBE przy napgiciu 80 V w aparacie do elektroforezy poziomEu¢harczyl
w obecndci markera wielkéci mas DNA Fermanta3. Po rozdzialezel analizowano

w swietle UV i fotografowano w aparacie do analigli Gel Logic 440 (Kodak).

3.2.2. Analiza Western blot

3.2.2.1. Izolacja biatka

Do tkanek dodano roztworu RIPA zawiex@go zestaw inhibitorow proteaz
(Roche, Niemcy). Komorki poddawano lizie przez 1na lodzie. Nagpnie lizat
wirowano (10 minut, 4°C, 10000 x g). Supernatantieeajacy biatka przeniesiono do

probowek 1,5 ml i przechowywano w temperaturze €30°

3.2.2.2. Oznaczanie gtenia biatka

Stezenie biatka w lizatach oznaczano spektrofotometrgcmetod Bradforda
z wyciem Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent. Krzywanddaesdowa dla biatka
wzorcowego przygotowana byta w ngsijacy sposoéb:

Do 1,5 ml probowek polietylenowych podawano po 6,4l roztworu
zawierajcego BSA (angbovine serum albumiferaz po 5ul buforu RIPA uzyskujc
proby o nasfpujacych stzeniach BSA: 0;5; 10; 20; 30; 40 i 60g/ml. Do tak
przygotowanych préb dodano po 0,5 ¥ 8gzonego odczynnika Bradford. Koowe
stezenie BSA w poszczegoélnych punktach krzywej stanolag] wynosito
odpowiednio: 0; 2,5; 5; 10; 15; 20 i 3@/ml.

Pomiar s¢zenia biatka w badanych probach przeprowadzono viemascy
sposab:

Do 1,5 ml probowek polietylenowych podawano po 6,481 wody, 5 ul
roztworu oznaczanego biatka w buforze RIPA i 0,5 2wl sktzonego odczynnika

Bradford. Sgzenie biatka mierzono na spektrofotometrze firmy &pgorf
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(Biophotometer, Niemcy) przy diugei fali /=595 nm wobec préby standardowej. Na
podstawie odczytanych waétm absorbancji i sposrizonej wczéniej krzywej
standardowej dla biatka wzorcowego (BSA) skvao zawarté¢ biatka w badanych

prébach.

3.2.2.3. Rozdziat elektroforetyczny biatek i anali Western blot

Biatka wyizolowane z tkanek nowotworowych i margoeperacyjnego zostaty
rozdzielone zgodnie z ich masprzy zastosowaniu elektroforezy w warunkach
denaturujcych w 10% zelu poliakryloamidowym (Bio-Rad Sigma-Aldrich, USA)
zawierajcym SDS (siarczan dodecylu sodu), a ¢gase zidentyfikowane przy pomocy
swoistych przeciwciat.

Do probowek o olfosci 1,5 ml podawano po 30 pg biatka zawieszonego
w buforze RIPA, 6 pl buforu denatugaggo i uzupetniano waddo kaicowej obgtosci
18 pl. Przygotowane w ten sposob préby poddawarkubacji w termobloku
w temperaturze 99°C przez 10 minut w celu denafiubgatek, po czym przenoszono
do lodu na 5 minut i wirowano. Biatka poddawanodzatowi elektroforetycznemu w
1x sktzonym buforze glicynowym przy nagiu 120V przez 1h. Po rozdzieleniu biatek
nastpowat ich transfer na mambran z polifluorku winylidenu PVDF
(ang.polyvinylidene fluorideprzy natzeniu 350mA w buforze do transferu przez okres
1,5h. Wydajné transferu sprawdzano banei blore za pomog odczynnika
Ponceau S celem uwidocznienia poszczegolnych frakadgk. Barwnik zlewano, btan
przemywano wogl dejonizowan, a nhasipnie blokowano roztworem 5%
odtluszczonego mleka w buforze TBST 1xzenhym przez 1lh. w temperaturze
pokojowej.

Detekcg biatek przeprowadzono poprzez inkulkacjz odpowiednimi
przeciwciatami I- i [lI- rzdowymi (Santa-Cruz Biotechnology CA, USA).
Wykorzystano nasgpujace stzenia przeciwciat: |-rgdowe anti-PHD2-rabbit
polyclonal IgGo rozciéczeniu 1:3000 oraz Il-edowegoat anti-rabbit HRPsprzzone
z peroksydaz chrzanow (ang. horseradish peroxida$eo rozciéczeniu 1:5000.
Nastpnie odmyto niespecyficznie zawiane przeciwciata poprzez cykl trzech piuka
trwajacych po 10 minut w buforze TBST 1x¢gbnym. W celu detekcji biatekzyto
odczynnikéwSuperWest/Femt(Pierce). Wizualizagj wynikdw przeprowadzono przy
pomocy kliszy rentgenowskich FOTON XS-IN. Czaswiatlania filmu ustalany byt
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eksperymentalnie i wynosit od 30s do 20min. Sygmatlizowano na podstawie stopnia
zaczernienia kliszy rentgenowskiej.

Celem analizy iléci biatka referencyjneg{aktyny) usuwano przeciwciata I- i
lI-rzedowe z membrany PVDF wykorzysiajtechnik strippingu. Blor przemywano
woda dejonizowan i blokowano roztworem 5% odtluszczonego mleka woine
1x stzonym TBST przez 1h w temperaturze pokojowe). Bf@se inkubowano
Z przeciwciatem anti-actin HRP o stzeniu 1:3000 w temperaturze pokojowej.
Przeciwciato przeciw -aktynie bytlo sprgzzone z peroksydaz chrzanow, nie
wymagato w¢c przeciwciata ll-redowego. Dalej pogpowano analogicznie jak
w wyzej opisanej procedurze dla detekcji biatka EGLN1.

llos¢ oznaczanego biatka oceniono na podstawie analensydometrycznej
z wykorzystaniem programu Kodak MI 4,5SE. Wynikispkesji biatka EGLN1
normalizowano wzgldem biatka B-aktyny i przedstawiano jako wzglng gestasé

optyczn.

3.2.3. Badania immunohistochemiczne

3.2.3.1. Przygotowanie histopatologiczne materiaidio badan

Materiat tkankowy zostat utrwalony w 10% buforowprermalinie o pH
7.4-7.6 | umieszczony w procesorze. Tkargatopiono w parafinie w temperaturze
58°C z zastosowaniem standardowych metod histamgitainych. Z otrzymanych
w ten sposob, odpowiednio oznaczonych bloczkéw fipanaych skrojono na
mikrotomie skrawki o grubwi 4-5um, ktére nataono na szkietka podstawowe,
adhezyjne i pozostawiono na 2h w temperaturze 58°C.

Zastosowano meteddparafinowania i odmaskowania antygenow w skrawka
z wyciem aparatu PT Link (Dako, Carpinteria, CA, USARyeparaty umieszczono
w aparacie w buforze EnVision Flex (10x) o wysokiH (EnVisio™ Flex Target
Retrieval Solution, High pH;) i poddano inkubacjit@mperaturze 95°C przez 20 minut,
nastpnie przeniesiono do buforu TBS. System PT Link ®aas¢puje czynnéci
odparafinowania w ksylenie, przeprowadzania przazegy alkoholi oraz odstagtia

antygenow z gyciem kuchenki mikrofalowej lub fai wodne.
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3.2.3.2. Metody immunoperoksydazowe

W badaniach, w celu wykrycia markerow: CD34 i VEGQ&erzystano
z zestawoOw EnVision Flex firmy Dako. System wykrypiarwotne przeciwciata mysie
i krolicze, a zachodga reakcja jest wizualizowana przyzygiu chromogenu
EnVision™ FLEX DAB+ Chromogen.

3.2.3.3. Rodzaje zastosowanych przeciwciat pierwszedowych

Zastosowano przeciwciata: mysie monoklonalne IgQy-@D34 (43A1)
i krolicze poliklonalne 1gG anty-VEGFA (A-20), (S&n Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA).

3.2.3.4. Odczynniki i reagenty stosowane do barwie

A. TBS - sdl fizjologiczna buforowana przyyciu TRIS/HCL (TRIS —
Buffered Saline; Dako, Via Real Carpinteria, CA,A)JSpH 7,6;

B. Bufor do aparatu PT Link (Bufor EnVisiBi FLEX Target Retrieval
Solution, High pH (10x); Dako, Carpinteria, CA, UBA

C. Przeciwciata pierwszoedowe:

o anty-CD34 (43A1): sc-65261, 100ug/ml, 1:50 (SantazC
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA);

o anty-VEGF (A-20): sc-152, 200ug/ml, 1:500 (SantauzCr
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA);

D. Diluent (EnVisiod” FLEX Antibody Diluent; Dako, Via Real
Carpinteria, CA, USA);

E. EnVision Flex’HRP (EnVision FLEX /HRP; Dako, Carmgna, CA,
USA); Dekstran spkzony z peroksydagi wtornymi przeciwciatami
kozimi przeciwko immunoglobulinom kroliczym i mysjm

F. EnVision DAB (EnVision FLEX Substrate Buffer + Chmnogen,
3’3 diaminobenzydyna; Dako, Carpinteria, CA, USA);

G. Hematoksylina Mayer’a (EnVisidlf FLEX Hematoxylin; Dako,
Carpinteria, CA, USA), Wodny roztwor hematoksyliny;
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H. Medium Pertex (Pertex Mouting Medium for light nascopy;
HistoLab, Goeteborg, Szwecja); Medium do zatapianiaetek

nakrywkowych.

3.2.3.5. Metodyka bada

Po odparafinowaniu skrawkéw, poprzez inkubowanibuforze EnVision Flex
High pH w aparacie PT Link w temperaturze 95°C prZ® minut, blokowano
aktywna¢ endogennej peroksydazy 3% roztworem nadtlenku wogaez 10 minut.
Po ptukaniu inkubowano skrawki w buforze TBS prz&@ minut. Nasipnie
inkubowano skrawki z przeciwcialami pierwszgdpwymi przez 20 minut.
Zastosowano nagiujace rozci@czenia przeciwciat: anty-CD34 1:50; anty-VEGF
1:500. Do rozcigczania sgzonych przeciwciat pierwotnych stosowano odczynnik
EnVision™ FLEX Antibody Diluent. Po inkubacji z maiwciatami skrawki ptukano
w buforze TBS przez 10 minut i inkubowano z odczkiem EnVision Flex przez
20min. Odczynnik detekcyjny wchogtzy w skiad zestawu zawiera szkielet
dekstranowy, z ktérym spgzonych jest wiele cwteczek peroksydazy (HRP)
i przeciwciat wtérnych. Skrawki ptukano ponownie buforze TBS i inkubowano
z odczynnikiem EnVision DAB zawiergym tetrachlorowodorek
3,3-diaminobenzydyny w rozpuszczalniku organiczmpmez 5 minut. Po przeptukaniu
w wodzie destylowanej podbarwianadja komoérkowe za pomachematoksyliny
Mayer'a przez 3 minuty, ptukano i inkubowano w wmdzdestylowanej a do
wizualizacji pder komorkowych. W kolejnym etapie przeprowadzakiawski przez
szereg roztworow alkoholu etylowego o wzragigin stzeniu: 76%, 96%, 96%,
99,9%, 99,9%, 99,9% i odwadniano w ksylenie: KsylerKsylen II, Ksylen lII.
W koncowym etapie zatapiano preparaty przy pomocy medRentex Mounting
Medium.

3.2.3.6. Interpretacja wynikow

Roztwor roboczy substratéw zawieygy diaminobenzydyg powoduje bgzowe
zabarwienie w miejscach wygbwania wykrywanych antygendw rozpoznawanych
przez przeciwciala pierwotne. adla komorkowe w barwieniu kontrastowym

hematoksylia barwi si¢ ha niebiesko.
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Celem sprawdzenia aktywfm stosowanych przeciwcial monoklonalnych
skierowanych wybiorczo i swaiie przeciwko CD34 i VEGF, jak rowniew celu
weryfikacji poprawnéci wykonywania reakcji immunohistochemicznej, badan

uzupetniano kontraldodatna i kontrol ujemrs.

3.2.3.7. Metoda oceny reakcji przeciwciat

Ekspresg przeciwciat oceniano szacunkowo przyjaugkat od (- ) do ( +++).
W przypadku (-) i (+) reakej uznawano za negatywn kwalifikowano do grupy
o niskiej ekspresji, natomiast w przypadku ( + }+++ ) reaka uznano za pozytywn

i kwalifikowano do grupy o wysokiej ekspresiji.

3.2.3.8. Pétildciowa ocena ekspresiji biatka CD34 i VEGF

CD34 (+) reakcja uwidaczniaga nieliczne naczynia proliferge pomedzy
duzymi gniazdami komorek nowotworowych
(++) reakcja uwidaczniafa naczynia proliferace pomedzy duwymi
i matymi gniazdami komérek nowotworowych rzadko jotgace
pojedyncze komorki raka
(+++) reakcja uwidaczniaga bardzo liczne drobne naczynia prolifeca
wokdét matych gniazd komérek nowotworowych wnideg pomédzy
pojedyncze komoérki raka
VEGF (+) dodatnia reakcja w mniejzni0% komorek pagtieliska w obgbie guza
i jego otoczeniu
(++) dodatnia reakcja w 10 do 50% komorek qmieliska w obgbie guza
I jego otoczeniu
(+++) dodatnia reakcja w pourgj 50% komoédrek patieliska w obebie guza

I jego otoczeniu

3.3.  Analizy statystyczne

Obliczenia statystyczne wykonano w programie Stedis6.0. Normaln&
rozktadu zmiennych zweryfikowano testem ShapiroRa/ilW przypadku gdy rozktad

zmiennych istotnie odbiegat od rozkiadu normalnegmstosowano testy
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nieparametryczne. Dla analizy zmiennych pmanych stosowano test Wilcoxona,
adla zmiennych niepowzanych test Manna-Whitney'a. Po spetnieniu warunku
rozktadu normalnego stosowano test T-studenta.

Analiz¢ zaleznosci pomkedzy ekspreg analizowanych gendw a wybranymi
parametrami klinicznymi przeprowadzono z wykorzgsten doktadnego testu Fishera
itestu Chi-kwadrat. Zammos¢ pomidzy poziomem ekspresji poszczegdllnych
markeréw analizowano przy pomocy wspotczynnika lamje Pearsona z ayciem
programu GraphPad InStat wersja 3.05. Za pamkezywych Kaplana-Meyera
oznaczono rowniekrzywe przeycia catkowitego w grupach w zaleosci od poziomu
ekspresji analizowanego genu. ARite w przeywalnasci oceniono testem log-rank.
Wszystkie wykazane #dice przygto za statystycznie istotne przy poziomie istétno
p<0,05.

3.4. Zagadnienia etyczne

Na prowadzenie projektu uzyskano zgodKomisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego Poznaniu (uchwata nr
304/06 z dnia 09-03-2006 oraz nr 35/09 z dnia 020Q9).

Pacjenci biogcy udziat w badaniu zostali stosownie poinformowamiyrazili

pisemmn zgod: na udziat w badaniu.

4. WYNIKI

4.1. Dane Kliniczne i histopatologiczne

W badanej grupie 28 chorych byto 2@anzyzn i 8 kobiet w wieku 21-79 lat
(mediana 64 lata). U 20 chorych wykonano zabiedkovate] resekcji zotadka,
natomiast u 8 chorych wykonano subtosaldystal resekog zotadka. Cagtosé
przewodu pokarmowego odtwarzano sposobem Roux-¥el®e RO wykonano u 23
chorych, natomiast u 5 chorych nie uzyskano resetdykalnej (R1). U 15 chorych
nowotwoér obejmowat 1/3 dalszzotadka, u 5 chorych 1/3rodkows zotadka, u 7
chorych 1/3 proksymain U jednego chorego stwierdzono naciek nowotworoakggo

zotadka. U 9 choryclrednica guza nie przekraczata 4cm, u 16 chorycBaiaesi w
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przedziale 4-12cm, natomiast w 3 przypadkach pemsgata 12cm. Dominowat typ
jelitowy wg klasyfikacji Laurena (12 chorych), typzlany stwierdzono u 7 chorych, a
pozostatych 9 chorych typ mieszany. Usk@zaici stwierdzono stopieG3 ztaliwosci
histologicznej (18 chorych). U 16 chorych wykondmofadenektomg¢ D2, natomiast
D1 u 12 chorych. Mediana liczby usstyich weztow chtonnych wynosita 16 (6-28).
U 19 chorych stwierdzono wygtowanie przerzutow do regionalnych ¢zkow
chtonnych. U wkszaici chorych stwierdzono zaawansowany fakadka. W badanej
grupie dominowali chorzy w lll stopniu (16 choryckpwansowania klinicznego,
8 operowanych chorych znajdowata; sv stopniu I, tylko 4 chorych w stopniu I.
Szczegbétowe dane na temat stopnia zaawansowaniatwows wedtug najnowszej
klasyfikacji TNM zawarte $ w tabeli 6. Po leczeniu operacyjnym monitorowano
przezywalnas¢ chorych. Mediana czasu obserwacji wynosita 27,8sata (0,5-58
mieskcy). W czasie obserwacji z powodu progresji nowstwamarto 15 chorych.
Przezywalnci¢ 3-letnia w badanej grupie chorych wyniosta 46,4%.

Tabela 6. Dane kliniczne i histopatologiczne patfj@noperowanych z powodu
rakazofadka;* klasyfikacja TNM wedtug UICC — edycja 7 [181].
Cecha llos¢ %
Wiek:
<60 9 32,0
60-69 10 36,0
>70 9 32,0
Srednia + SD 62,5+12,7
Mediana 64(21-79)
Ptec:
mezCzyzna 20 71,4
kobieta 8 28,6
Rodzaj resekc;ji:
gastrektomia totalna 20 71,4
gastrektomia subtotalna 8 28,6
Limfadenektomia
D1 12 42,9
D2 16 57,1
Lokalizacja guza:
1/3 proksymalna 7 25,0
1/3 srodkowa 5 17,8
1/3 dystalna 15 53,6
caty zotadek 1 3,6
Srednica guza (cm)
0,0-3,9 9 32,2
4,0-7,9 10 35,7
8,0-11,9 6 21,4
>12 3 10,7
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Cecha losé %
Klasyfikacja Laurena
typ jelitowy 12 42,9
typ rozsiany 7 25,0
typ mieszany 9 32,1
Liczba usungtych weztéw chtonnych
<10
11-20 5 17,8
>20 15 53,6
8 28,6
Stopiexr zlosliwosci histologicznej
Gl 1 3,6
G2 9 32,1
G3 18 64,3
Cecha T:
pT1 4 14,3
pTla 1
pTlb 3
pT2 3 10,7
pT3 11 39,3
pT4 10 35,7
pT4a 7
pT4b 3
Cecha N
pNO 9 32,1
pN1 4 14,3
pN2 4 14,3
pN3 11 39,3
pN3a 5
pN3b 6
Stopier zaawansowania
I 4 14,3
IA 3
IB 1
Il 8 28,6
A 5
1B 3
Il 16 57,1
A 4
B 6
lnc 6
\Y 0 0
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4.2. Analiza poziomu ekspresji mMRNA genowHIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF,
CXCR4 w tkance nowotworowej, marginesie operacyjnym i kotroli

Za pomog techniki RT-PCR oceniono ekspresgenow u 28 chorych
w materiale operacyjnym pobranym z guza nowotwogmweraz btonysluzowej
marginesu operacyjnego, ktéra stanowita kontroDodatkows grupz kontrolm

stanowito 5 chorych, u ktérych wykonano resekajtadka z powodu innego hrak.

4.2.1. Ekspresja mRNA geniHIF-1a

Sredni poziom ekspresji MRNA gendIF-1a byt istotnie wyszy w tkance
nowotworowej (0.99 + 0.13) w porownaniu do margineperacyjnego (0.52 + 0.07),
p=0.0044, oraz kontroli (0.29 = 0.14=0.0033 (ryc. 5). NadekspredillF-1a w tkance
nowotworowej stwierdzono u 21 chorych (75.0%).

P = 0,003

1,3 -
*P = 0.0044

0,9 -

0,5 -

Ekspresja wzgledna
mRNA HIF-1a / PBGD
e
~N

0,1 -

0,1 - RAK MARGINES KONTROLA

Rycina 5. Poziom ekspresji mRNA gendIF-1la w tkance nowotworowej,
marginesie operacyjnym i kontroli. Na wykresie pizt@awiono wartét
sredni £ SEM; *- rGznica w poziomie ekspresji mMRNKAIF-1a w raku
i marginesie operacyjnym (test Wilcoxon’a); **- ziica w poziomie
ekspresji MRNA pomedzy rakiem a kontral(test Mann-Whitney’a).
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4.2.2. Ekspresja mRNA genlEGLN1

Poziom ekspresji genu EGLN1 byt istotniezsay w tkance nowotworowej
(1.14 £ 0.25) w poréwnaniu do marginesu operacygngig88 + 0.44), p=0,0247. Nie
wykazano istotnej statystyczniezrocy w poziomie ekspresji geraGLN1w tkance
nowotworowej i kontroli (1.64 = 0.47), p=0.2537 ¢ry6). Zmniejszoa ekspresj
EGLN1stwierdzono u 20 chorych (71.0%).

3 1 **P =0.253

*P =0.0247

»
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Rycina 6. Poziom ekspresji mRNA gendGLN1 w tkance nowotworowej,
marginesie operacyjnym i kontroli. Na wykresie miz@awiono wart&e
sredni £ SEM; *- r&znica w poziomie ekspresji MRNEGLN1w raku
i marginesie operacyjnym (test Wilcoxon'a); **- ziica w poziomie
ekspresji mMRNA pomidzy rakiem a kontral (test Mann-Whitney’a).
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4.2.3. Ekspresja mRNA genwHL

Poziom ekspresji genWHL byt istotnie niszy w tkance nowotworowej

(0.75 £ 0.17) w poréwnaniu do marginesu operacyngg74 + 0.45), p=0.0357 oraz

kontroli (1.66 + 0.32), p=0.0255 (ryc. 7). Zmnieysg ekspresj VHL stwierdzono u
22 chorych (79.0%).

3 **p = 0.0255
2,5 *P =0.0357
(5]
5 g 2
Qo 0
¥ <
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1,5
RS
¥
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0
RAK MARGINES KONTROLA
Rycina 7. Poziom ekspresji mMRNA gextL w tkance nowotworowej, marginesie

operacyjnym i kontroli. Na wykresie przedstawion@rt@¢ sredni
+ SEM; *- rd&nica w poziomie ekspresji mRNAVHL w raku
i marginesie operacyjnym (test Wilcoxon'a); **- zrica w poziomie

ekspresji mMRNA pomidzy rakiem a kontral (test Mann-Whitney’a).
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4.2.4. Ekspresja mRNA genWEGF

Poziom ekspresji genWEGF byt istotnie wyszy w tkance nowotworowej
(0.83 £ 0.15) w poréwnaniu do marginesu operacygn@y36 + 0.05), p=0.0007 oraz
kontroli (0.22 + 0.06), p=0.0239 (ryc. 8). Zkiszory ekspresj VEGF stwierdzono
u 20 chorych (71.0%).

**P=0.0239
*P =0.0007
1

0,8 -

0,6 -

0,4 -

Ekspresja wzgledna
mRNA VEGF / PBGD

0,2 -

RAK MARGINES KONTROLA

Rycina 8. Poziom ekspresji mRNA genVEGF w tkance nowotworowej,
marginesie operacyjnym i kontroli. Na wykresie pizt@awiono wart&t
sredni = SEM; *- r&nica w poziomie ekspresji mMRNXEGF w raku
i marginesie operacyjnym (test Wilcoxon'a); **- zrica w poziomie

ekspresji mMRNA pomidzy rakiem a kontral (test Mann-Whitney’a).
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4.2.5. Ekspresja mRNA genlCXCR4

Poziom ekspresji genCXCR4 byt istotnie wyszy w tkance nowotworowej
(0.70 £ 0.11) w poréwnaniu do marginesu operacyyné@33 + 0.08), p=0.0052
natomiast nie rnit si¢ istotnie w porownaniu do poziomu ekspresji w kolitr
(0.28 £0.14), p=0.0533 (ryc. 9). Zyszorn ekspregy CXCR4 stwierdzono
u 18 chorych (64.0%).

**P =(0.0533
0,9 1 *P = 0.0052
0'8 i r 1
0,7 -
[a]
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Rycina 9. Poziom ekspresji mRNA genGXCR4 w tkance nowotworowej,

marginesie operacyjnym i kontroli. Na wykresie pizt@awiono wartét

sredni £ SEM; *- r&znica w poziomie ekspresji MRNEXCR4w raku
i marginesie operacyjnym (test Wilcoxon'a); **- zrica w poziomie
ekspresji mMRNA pomidzy rakiem a kontral (test Mann-Whitney’a).
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4.3. Zalenos¢ pomiedzy ekspresp mRNA gendéw: HIF-1e¢, EGLN1, VHL,
VEGF, CXCR4 w tkance nowotworowej a danymi klinicznymi

I histopatologicznymi

Zaobserwowano isto#n statystycznie Kkorelagj pomkdzy srednia guza
nowotworowego a poziomem ekspresji mRNA gendwF-1a, EGLN1, VHL
(p=0.0233), (p=0.0062), (p=0.0221). Stwierdzonoekarp pomkdzy nadekspresj
MRNA genuVEGF w tkance nowotworowej a stopniem zaawansowaniadzinego
nowotworu (p=0.0441). Nadekspresja mRREXCR4korelowata zaréwno z obeciuia
przerzutéw do wztéw chtonnych (p=0.0028), jak rowriige stopniem zaawansowania
klinicznego rakaotadka (p=0.0054), (tabela 7).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacjionpedzy ekspresj
analizowanych genow a pozostatymi cechami klinicaniyhistopatologicznymi, takimi
jak wiek, pte€, lokalizacja guza, stopieziosliwosci histologicznej, przeywalnacsé
pooperacyjna, itd. (tabela 7).
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Tabela 7. Korelacja wynikdw ekspresji mRNA analizowch gendw z danymi
Klinicznymi i histopatologicznymi pacjentéw; (-) niski poziom
ekspresiji; (+) - wysoki poziom ekspresfi:- doktadny test Fishera;
* - test Chi-kwadrat.

n | HIF EGLN1 VHL VEGF CXCR4
- + P - + P - + P - + P - + P
7 21 17 | 11 22 | 6 8 20 10 | 18
Wiek
<60 10 |1 9 0.3647 | 7 3 0.688¢ | 9 1 0.3746 | 3 7 1.0006 | 7 3 0.0113
= 18 | 6 12 10 | 8 13 | 5 5 13 3 15
>60
Ptet
K 8 3 5 0.371% | 6 2 0.418¢% | 8 0 0.1417 | 2 6 1.0006 | 2 6 0.6697
20 | 4 16 11 |9 14 | 6 6 14 8 12
M
Srednica
<4 11 |0 11 | 0.0233 | 3 8 0.006Z | 6 5 0.022f | 5 6 0.199¢ | 4 7 1.0006
s4cm 17 |7 |10 14 | 3 16 | 1 3 |14 6 | 11
>4cm
T
jg/,gowy 12 | 4 8 02111 | 7 5 0.7922 | 9 3 0.8580 | 2 10 | 03782 | 4 8 0.3425*
rozlan 7 0 7 5 2 6 1 2 5 4 3
y
mieszany 9 3 6 5 4 7 2 4 5 2 7
T
pTl T 7 1 6 0.6391 | 4 3 1.0000 | 5 2 0.6219 | 4 3 0.142%3 | 3 4 0.6744
3' 21 | 6 15 13 | 8 17 | 4 4 17 7 14
T3-T4
N
pNO 9 0 9 0.062f | 5 4 1.000G | 6 3 0.3518 | 4 5 03718 | 7 2 0.0028
19 | 7 12 122 | 7 16 | 3 4 15 3 16
N1-N3
TNM
pl I 12 | 3 9 1.000G | 7 5 1.0006 | 10 | 2 0.673¢ | 6 6 0.044f | 8 4 0.0054
- 16 | 4 12 10 | 6 12 | 4 2 14 2 14
1-1v
G
G1/G2 10 | 3 7 1.000G | 4 6 0.124% | 6 4 0.147% | 3 7 1.0006 | 2 8 0.2474
18 | 4 12 13 |5 16 | 2 5 13 10
G3
Lokalizacja
1/3g6rna 7 3 4 0.3600 | 6 1 0.2929 | 6 1 0.3748 | 1 6 0.5241 | 1 6 0.0995*
1/3%rodkowa | 5 0 5 2 3 5 0 1 4 4 1
1/3 dystalna | 15 | 4 11 8 7 10 | 5 6 9 5 10
Calyzotadek | 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1
Naciekanie
nacz
nieyl 19 | 5 14 | 1,0006 | 11 | 8 1.000G | 15 | 4 1.000G | 7 12 | 0.2144 | 9 10 | 0.098¢
tak 9 2 7 6 3 7 2 1 8 1 8
a
Przezycie
6 m-y
nie 4 1 3 1,000G | 3 1 1.000G | 3 1 1.000G | O 4 0.2947 | 0 4 0.2657
tak 24 | 6 18 14 | 10 19 | 5 8 16 10 | 14
Przezycie
1 rok
nie 9 2 7 1.000 | 6 3 1.000G | 6 3 0.3518 | 2 7 1.0006 | 1 8 0.0980¢
tak 19 | 5 14 1 | 8 16 | 3 6 13 9 10
Przezycie
3 lata 5
nie 15 |4 |11 | 1000 |10 |6 | 07000 | 11 | 4 | 0.6546 | 3 | 12 | 04097 | 3 | 12 | 0.114f
tak 13 | 3 10 7 1 | 2 5 8 7 6
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4.4.

Analiza poziomu ekspresji mMRNA gen6éwHIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF,

CXCR4 w zaleznosci od stopnia zaawansowania nowotworu (cecha T)

2,5 - ~
P =0.5054 " *p = 0.0216
o) 2 4 T 1
Q a
P} G} 1
o o
o
S 15 - ~ 0,8
Nl v}
[N
I 1 L 06
s S 04 -
o
O 0 T 1
T1 T2,73, T4 T1 T2,73,74
2 P =0.8439 T _ P=02245
G ' @ 08 -
2 15~ 2
3 S5 06 -
b= o
5 1 - O
2 5 04 -
S o5 3
x 2 £ 02 -
£ E O
0 - 0 - ; .
T1 T2,73,T4 T1 T2,73,T4
5 *P = 0.0345
o
g 115 7
a
~
T 1 -
>
<
£ 05 -
£
0 -
T1 T2,73, T4
Rycina 10. Porownanie poziomu ekspresji gendi#-1a, EGLN1, VHL, VEGF,

CXCR4w guzach T1 z poziomem ekspresji w guzach T2, TEB, Na

wykresie przedstawiono wak® s$rednp *

Mann-Whitney'a.
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Stwierdzono istots statystycznie rinicg w srednim poziomie ekspresji mRN
genu VHL i VEGF pomikdzy chorymi z guzem T1l,a chorymi z guzarn
zaawansowanymi T2, T3, T4 (; 0.0345, p = 0.0216) (ryc. 10).

2,5 A
mT1
mT2
2 - uT3
T4
[a)
O 1,5 -
I}
[- %
~
<
2
<
€ 1 -
N I I II I II
) II I
HIF-1a EGLN1 VEGF CXCR4

Rycina 11. Zaleznos¢ pomigdzy poziomem ekspresji mRNanalizowanyctgenéw:
HIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF, CXCI a wielkacia guza
nowotworoweg (cecha T). Na wykresie prdstawiono wart& sredni
+ SEM.
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4.5.

Analiza poziomu ekspresji mMRNA gen6éwHIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF,

CXCR4 w zaleznosci od obecndci przerzutow do weztdw chionnych

0,2

N1,N2,N3

Rycina 12.

(cecha N)
14 1,4
. P=0.3318 " _P=03628
o 1,2 - a
2 | @ 1
a 1 o
~ ~
g 08 - w 08
L 06 - g 0,6
% 0,4 - % 0,4
g 02 - 0,2
0 - 0 I .
N1,N2,N3 NO N1,N2,N3
2 P=0.3829 1,2
1 *P =0.0237
[a) 8 1 r 1
2 15 2
> 208
z £ 06
-} QO ’
] 5
< < 0,4
£ 05 =
€ € 0,2
O 0 T 1
N1,N2,N3 NO N1,N2,N3
12 - P=0.1564
® 1-
e
< 08 -
T
< 06 -
<
Z 04 -
o
S i

Poréwnanie poziomu ekspresji gendi#-1a, EGLN1, VHL, VEGF,

CXCR4w guzach u pacjentéw bez przerzutow dezw chtonnych

(NO) z poziomem ekspresji w guzach N1, N2, N3. Ngknesie

przedstawiono wartg srednp £ SEM; *p<0,05; test Mann-Whitney'a.
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Stwierdzono ista statystycznie rinicg w srednim poziomie ekspresji mRN
genuCXCR4pomigdzy chorymi bez przerzutéw dogatdéw chtonnych (NO), a choryn
z obecnécia przerzutéw (N1, N2, N3) (p = 0.0237) (ryc. 1

mNO
2,5 - = N1

m N2

N3

i 11

Wl
il
) I

HIF-1a EGLN1 VHL VEGF CXCR4

mRNA / PBGD

Rycina 13. Zaleznos¢ pomigdzy poziomem ekspresji mRP analizowanyctgenéw:
HIF-1la, EGLN1, VHL, VEGF, CXCR4 stopniem zaawsowania
wegztéw chtonnych (cecheN). Na wykresie przedstawiono wadc
srednig £ SEM.
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4.6. Analiza poziomu ekspresji mMRNA genowHIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF,
CXCR4 w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego nowotworu
1,4 -
P=0.9747 12 - *P=0.0181
o 12 : : - '
2 1- g 1
[an]
i o 08 .
s 08 - o
N @
T 06 - > 00
S 04 - £ 041
E
0 T T 1 0 T T 1
| 11111 [ 11111
2,5 - P=0.9477 , 14 | P=0.1077 .
e 2 G 08 -
o o
a a
> 15 S 06 -
=z o
— (@)
21 S 04 -
< <
Z 2
E 0’5 _ E 0’2 _j
0 n T 1 O . T 1
| 11111 [ 11111
14 P =0.0950
1,2 -
o
U] 1 -
[an]
a
~ 08 -
=
Z 06 -
5 04 -
E ’
0,2 -
0 I T 1
| 1I-111
Rycina 14.  Porownanie poziomu ekspresji mMRNA aoalemych gendwHIF-1a,

EGLN1, VHL, VEGF, CXCR4v guzach u pacjentow w stadium |
Il
przedstawiono wartg sredng £ SEM; *p<0,05; test Mann-Whitney'a.

zaawansowania klinicznego ze stadiami Il i Naykresie
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Stwierdzono istots statystycznie rinicg w srednim poziomie ekspresji mRN
genu VEGF pomigdzy chorymi w stopniu | zaawaowania klinicznego, a choryr
w stopniu II/Il (p = 0.0181) (ryc. 1<

2,5 -+
> mloml e
[a) .
8 1,5
=]
[-%
~
; ‘|'
o
€ 1 '|' T _l_
R I
0 - I
HIF-1a VEGF CXCR4

Rycina 15. Zaleznos¢ pomigdzy poziomem ekspresji mRNA genOHIF-1o,
EGLN1, VHL, VEGF, CXCF a stopniem zaawansowania kliniczne

nowotworéw. Na wykresie przedstawiono wéétéredni + SEM.
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4.7. Analiza poziomu ekspresji mMRNA gen6éwHIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF,
CXCR4 w zalenosci od stopnia zigliwosci histologicznej nowotworu

(cecha G)
14 *P = 0.8856 *P = 0.8322
I 1 1,4 I 1
o 1,2 - A
2 g o 12
a o
~ g t 1
3 0,8 -
N & 08
T 06 - > 06
< i <
z 04 Z 04
E 02 - € 02
O i O T 1
G1,G2 G3 G1,G2 G3
#p —
25 —P=00232 1 *P = 0.5489
o o - '
2 2 - 2
o o 0,8
~ ~
21,5 - 3 06
V] =
Ll i (@]
2o < 04
Z Z
€ 05 - € 02
0 - 0 ; .
G1,G2 G3 G1,G2 G3
L6 *P=0.3751
1,4 - : 1
o 12 -
&
- 17
T 08 -
>
< 0,6 -
Z
T 04 -
0,2 -
O -
G1,G2 G3
Rycina 16.  Poréwnanie poziomu ekspresji mMRNA aoalemych gendwHIF-1a,

EGLN1, VHL, VEGF, CXCR& guzach o stopniu zdbwosci G1/G2
z guzami o stopniu z#iwosci G3. Na wykresie przedstawiono wato
sredniy £ SEM; " test T-Studenta; *- test Mann-Whitney'a.
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Stwierdzono istots statystycznie rinice w srednim poziomie ekspresji mMRNA
genu EGLN1 pomkdzy chorymi z guzem G1/G2 a chorymi z guzami O 1Siop
ztosliwosci G3 (p = 0.0232) (ryc. 16).

4.8. Analiza poziomu ekspresji mMRNA genowHIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF,

CXCR4 w zaleznosci od typu raka zotadka w klasyfikacji Laurena

Zaobserwowano dhice w poziomie ekspresji genowEGLN1 i VEGF
w zaleznosci od typu rakazotadka w klasyfikacji Laurena. Raice te jednak nie byty
istotne statystycznie. Ekspresjia mRNBGLN1 byta nisza w typie rozlanym
w porownaniu do typu jelitowego (p=0.2049)zdk chodzi o ekspresimRNA VEGF

to zaobserwowano jej vigzy poziom w typie jelitowym rakzotadka (p=0.1288).
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1,4 - *p = 0.4320 16 *P=0.1288
112 | r 1 1[4 T 1
aQ a
2 1- o 12
< o
s 0,8 - o
N © 0,8
w w ’
E 0l6 7 >
- 5 06
0,4 - o
< € 04
0,2 - 0,2
0 - 0 :
jelitowy rozlany jelitowy rozlany
2,5 -+ 14 *
’ P =0.4989
*P = 0.2049 0,9 - .
[a) 2 ! ! a 08 4
2 2 0,7 -
a. a.
> 15 3 06 -
5 § 0,5 -
8 1 - © 04 -
2 s
Z Z 03 -
€ 05 - € 0,2 -
0,1 -
0 - . 0 -
jelitowy rozlany jelitowy rozlany
1.2 1 *P = 0.4989
1 4
[a)
2 08 -
~
I 06 -
>
s
Z 04 -
€
0,2
O 4
jelitowy rozlany
Rycina 17.  Poréwnanie poziomu ekspresji mRNA aoalemych genowHIF-1a,

EGLN1, VHL, VEGF, CXCR4v guzach pomidzy typem jelitowym
i rozlanym wedtug klasyfikacji Laurena. Na wykregezedstawiono
wartas¢ sredni + SEM;*- test Mann-Whitney'a.
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4.9. Analiza zalgnosci pomigdzy poziomem ekspresji mMRNA poszczegoélnych
genow:HIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF, CXCR4

Zaobserwowano istognstatystycznie korelagjpomigdzy poziomem ekspres;ji
MRNA genuEGLN1i VHL (p=0.0012). U wszystkich chorych z niskkspregi mRNA
EGLN1 zaobserwowano réwrieniski poziom ekspresji mMRNA/HL (tabela 8). Nie
stwierdzono natomiast korelacji pagdzy poziomem ekspresji mRNA czynnika
HIF-1a a poziomem ekspresji mMRNA jego genow docelowy¢BGF, CXCR4 Nie
wykazano rownig istotnej statystycznie korelacji pogdzy poziomem ekspresiji
HIF-1a a genami odgrywagymi role w regulacji tego czynnikaEGLN1, VHL
(tabela 8).

Tabela 8. Zalenos¢ poziomu ekspresji mRNA powrdzy poszczegdlnymi
analizowanymi genami; (-) — niski poziom ekspregj) — wysoki

poziom ekspresji‘P — doktadny test Fisher'a.

n | HIF EGLN1 VHL VEGF
+ [P - [+ 7P P P
N 7 |21 17| 11 22 6 8 20
17| 5 | 12| 0.6683
EGLN1
+/11|2 |9
22| 6 | 16| 1.0000| 17 5[ 0.0012
VHL
+/6 |1 |5 0] 6
8 |2 [6 ] 10000 6| 2| 04188 7 1 0.6399
VEGF
+]/20] 5 | 15 11] 9 14 5
10/ 1 | 9| 03642 6| 4| 1.0000 10 O 0.0619 [4 [6 0.4004
CXCR4
+] 18] 6 | 12 11] 7 134 6 4] 1p
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4.9.1. Analiza zwjzku pomiedzy poziomem ekspresji mMRNA genlEGLN1 i VHL

Stwierdzono istotm statystycznie liniow korelacg pomkdzy poziomem
ekspresji mMRNA genoWHL i EGLN1 (wspétczynnik korelacji Spearman’a r=0.5048;
p= 0.0062). W wikszcci przypadkdow w tkance nowotworowej rakaptadka
obserwowano niski poziome ekspresji mMRNA zarownougeGLN1 jak i VHL (ryc.
18).

35 -
r=0.5048; *p = 0.0062
3 - L 2
IS
525 -
S 2
I
IS
215 - 4
2
£
11 S
I
0,5 9 : 'Y L 3
N IS
0 "”’ T ’ T T T 1
0 1 2 3 4 5
mRNA EGLN1 / PBGD

Rycina 18.  Zalenos¢ pomkdzy poziomem ekspresji mRNA genlEGLN1
a poziomem ekspresji mMRNA geMHL w tkance nowotworowej raka

zotadka; *-test korelacji Spearmana.
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4.10. Analiza immunohistochemiczna

Na podstawie oceny immunohistochemicznej eksptaafek VEGF i CD34
zakwalifikowano chorych do grupy o niskiej ekspre@j) oraz wysokiej ekspres;ji

(++/+++).

4.10.1. Ekspresja biatka VEGF w tkance nowotworoweaka zotadka

Wysoki poziom ekspresji biatka VEGF (++/+++) [rya2; a3] stwierdzono u
12 chorych (60%), natomiast poziom niski (+) [rad] zaobserwowano u 8 chorych
(40%) (tabela 9).

4.10.2. Ekspresja biatka CD34 w tkance nowotworowyeaka zotadka

Wysoki poziom gstasci naczyi krwionasnych MVD (ang. microvascular
density oceniony za pomadmmunohistochemicznej analizy antygenu CD34 (++/}++
[ryc. b2; b3] stwierdzono u 17 chorych (85%), natash poziom niski (+) [ryc. bl]

zaobserwowano u 3 chorych (15%) (tabela 9).

Tabela 9. Ocena immunohistochemiczna ekspresk®®EGF i CD34 w tkance

nowotworowej rakaotadka u 20 analizowanych pacjentéw.

n (20) %

VEGF

+  (<10%) 8 40.0

++  (10-50%) 7 35.0

+++  (>50%) 5 25.0
CD34

+ 3 15.0

++ 7 35.0

+++ 10 50.0
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al

a2

a3

Rycina 19. Wyniki badania immunohistochemicznegdG¥Ew tkance nowotworowej

raka zoladka u wybranych chorych. Kolor dmowy oznacza reakgj
pozytywm. Niski poziom ekspresji (+) VEGF (alredni poziom ekspres;ji
(++) VEGF (a2); wysoki poziom ekspresji (+++) VEG).
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b2
3

i
0

b
Rycina 20.

immunohistochemicznego 3€D w tkance

badania

Wyniki

nowotworowej rakazotadka u wybranych chorych. Kolor dmowy

oznacza reakej pozytywry. Niski poziom ekspresji (+) CD34 (bl);

wysoki pamiekspres;ji (+++)

sredni poziom ekspresji (++) CD34 (b2);

CD34 (b3).
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4.11. Zalenosé pomiedzy poziomem ekspresji biatek VEGF i CD34 w tkance

nowotworowej a danymi klinicznymi i histopatologicziymi

Zwiazek pomedzy ekspregj biatka VEGF i CD34 a parametrami klinicznymi
I patologicznymi podsumowano w tabeli 10. Nie std#no istotnych statystycznie
korelacji pom¢dzy ekspregj biatek VEGF i CD34 a cechami klinicznymi, takinak|
wiek, pte, lokalizacja guza, i histopatologicznymi (tabel®).1 Zaobserwowano
zZwigzek pome¢dzy srednia guza nowotworowego, a poziomem ekspresji biatké@&WE

Zaleznoé¢ ta nie byta jednak istotna statystycznie (p = 8405

Tabela 10.  Korelacja wynikdw immunohistochemiczramjeny ekspresji biatek
VEGF i CD34 z danymi klinicznymi i histopatologiozmi; * - doktadny
test Fisher'a; * - test Chi-kwadrat.

N VEGF CD34
+ ++/+++ | P + ++/+++ | P
N 8 12 3 17
Wiek
<60 8 4 4 0.6479 1 7 1.0000
>60 12 4 8 2 10
Ptes
K 8 3 5 1.0000 1 7 1.0000
M 12 5 7 2 10
Srednica
<4cm 5 0 5 0.0547 0 5 0.539%
>4cm 15 8 7 3 12
Klasyfikacja Laurena
jelitowy 9 3 6 0.5738* 2 7 0.4665*
rozlany 6 2 4 0 6
mieszany 5 3 2 1 4
CechaT
T1-T2 4 2 2 1.0000 0 4 1.0000
T3-T4 16 6 10 3 13
Cecha N
NO 6 2 4 1.0000 1 5 1.0000
N1-N3 14 6 8 2 12
Stopier
zaawansowania
I-11 8 4 4 0.6479 2 6 0.5368
n-v 12 4 8 1 11
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N VEGF CD34

Stopier  ztosliwosci

histologicznej
G1/G2 6 3 3 0.6424 0 6 0.52171
G3 14 5 9 3 11

Lokalizacja
1/3g6rna 6 1 5 0.3217* 1 5 0.5316*
1/3rodkowa 5 3 2 0 5
1/3 dystalna 9 4 5 2 7
caly zoladek 0 0 0 0 0

Naciekanie naczy
nie 13 5 8 1.0000 3 10 0.5211
tak 7 3 4 0 7

Przezycie (6 m-y)
nie 3 1 2 1.0000 0 3 1.0000
tak 17 7 10 3 14

Przezycie (1 rok)
nie 6 2 4 1.0000 0 6 0.52171
tak 14 6 8 3 11

Przezycie (3 lata)
nie 11 4 7 1.0000 0 11 0.0737
tak 9 4 5 3 6

84




4.12. Analiza zwjzku pomiedzy ekspresp biatka VEGF a gestoscia naczyn
(MVD) oceniona za pomo@ markera CD34

Poziom ekspresji biatka VEGF oceniony za pomocbadania
immunohistochemicznego byt istotnie statystycznigiazany z @stcscia naczy
(MVD) oceniory za pomog markera CD34. Wszystkie guzy, w ktorych stwierdzon
wysoka ekspregj biatka VEGF cechowaly sirbwniez wysoky ekspregj biatka CD34,
bedacego markerem ¢gtosci naczyi. Stwierdzono statystycznie istatrkorelacg
pomigdzy wynikami bada immunohistochemicznych markerow VEGF i CD34
(p=0.0491) (tabela 11).

Tabela 11.  Zabtnos¢ pomidzy poziomem ekspresji biatka VEGF i markera CD34
ocenionych za pomacbadania immunohistochemicznego w tkance

nowotworowej rakaotadka u 20 chorycH:- doktadny test Fisher'a.

VEGF
+(8) ++/+++ (12) *P
CD34
+ 3) 3 0 0.0491
++/+++ (17) 5 12
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4.13. Zalegnos¢ pomiedzy poziomem ekspresji mRNA genWEGF a ekspresj
biatka VEGF oceniom za pomo@ badania immunohistochemicznego

Zaobserwowano istognstatystycznie korelagjpomigdzy poziomem ekspres;ji
MRNA VEGF ocenionej za pomadRT-PCR oraz eksprespiatka VEGF ocenionza
pomoa badania immunohistochemicznego (IHC) (ryc. 21)gk¥pie chorych o niskiej
ekspresji biatka VEGF (+)sredni poziom ekspresji mMRNAVEGF w tkance
nowotworowej byt istotnie statystycznie zeky niz w grupie chorych z wysak
(++/+++) ekspregj biatka VEGF (p = 0.0256).

*P =0.0256
1,8 N I 1

1,6 -
1,4 -
1,2

0,8 -

mRNA VEGF / PBGD
[y

0,6 -
04 -
02 -

(+) (++/+++)
biatko VEGF (IHC)

Rycina 21.  Zalenos¢ pomikdzy poziomem ekspresji mMRNAEGF ocenionej za
pomo&a RT-PCR oraz ekspresjbiatka VEGF ocenion za pomog
badania immunohistochemicznego. Na wykresie praadsho wartéé¢
srednp + SEM; *- test T-Studenta.
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4.14. Analiza Western klot ekspresji biatka EGLN1

Za pomog techniki Western blot oceniono ekspresj biatka EGLN1
u 18chorych w materiale operacyjnym pobranym z guzaataarowego oraz bton
sluzowej marginesu operacyjnego, ktéra stanowitathkader Poziom eksprespiatka
EGLNL1 byt istotnie niszy w tkance nowotworowej (0.85 + GLw poréwnaniu de

marginesu operacyjne (2.59 + 0.55), p=0.0045 (ryc. 22A).
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biatko EGLN1 / p-aktyna (gestos¢ optyczna)

MARGINES

Rycina 22.  (A) Poziom ekspresji biatka ELN1 w tkance nowotworowej rakl
zotadka i marginesie operacyjnynWyniki ekspresji biatka EGLN.
normalizowano wzgddem biatka p-aktyny i przedstawno, jako
wzgledna gestas¢ optyczra. Na wykresie przgstawiono wartée sredni
+ SEM; *-test T-studenta dlzmiennych powazanycl. (B) Przyktadowe
zdjecie analizy Vestern blott poziomu biatka EGLN1 w tkanc

nowotworowej rakaotadka i btoniesluzowej marginesu operacyjne.
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4.15. Zalenos¢ pomiedzy poziomem ekspresji mMRNA gentEGLN1 a ekspresj
biatka EGLN1 oceniom za pomo@ analizy Western blot

Zaobserwowano istognstatystycznie korelagjpomidzy poziomem ekspres;ji
MRNA VEGF ocenionej za pomadRT-PCR oraz eksprespiatka VEGF ocenionza
pomoa badania Western blot (wspétczynnik korelacji Speara r=0.5542; p=0.0170)
(ryc. 23).
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Rycina 23.  Korelacja porgilzy poziomem ekspresji mMRNAGLN1 ocenionej za
pomoa RT-PCR oraz ekspresjbiatka EGLN1 ocenion za pomog

analizy Western blot; *-test korelacji Spearmana.
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4.16. Analiza przezywalnosci pooperacyjnej

Przeanalizowano przgwalnas¢ chorych operowanych z powodu rak@adka.

Chorzy w analizowanej grupie byli operowani od ni2(@6r do stycznia 2008r.

4.16.1. Przeywalnosé catkowita

W grupie chorychzyjacych w momencie przeprowadzania analizy okres

obserwacji migcit si¢ w przedziale od 36 do 55 miesy. Przeywalnacs¢ 3-letnia
w analizowanej grupie chorych wynosita 46,4% (24).
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Rycina 24. Krzywa Kaplana-Meiera pgzeia pacjentéw operowanych z powodu

rakazotadka.
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4.16.2. Analiza przeéywalnosci pooperacyjnej w zal@nosci od poziomu ekspresji
MRNA genowHIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF, CXCR4

Zaobserwowano istogrstatystycznie rinice w przezywalnasci w zaleznosci od
poziomu ekspresji mMRNA genmDXCR4 p = 0.0089 (ryc. 29). Przgwalngs¢ w grupie
chorych z wysok ekspregi genu CXCR4 byta istotnie nisza od przeywalnacsci
chorych z nisk ekspregj tego genu.

Analiza przeywalnasci w zaleznosci od poziomu ekspresji mMRNA geMEGF
w tkance nowotworowej wskazuje naznice w przezywalnasci w obydwu grupach,
tzn. przeywalnas¢ w grupie chorych z wysakekspresj genuVEGF jest nizsza nk w
przypadku chorych z nigkekspregj (ryc 28). Jednak tdnica ta nie byla istotna
statystycznie, p=0.2673.

Analizujac przezywalndsci chorych w zalenosci od poziomu ekspresji mMRNA
genéw: HIF-1la, EGLN1, VHL nie stwierdzono rfic istotnych statystycznie:
p=0.9465; p=0.4342; p=0.1505 (ryc. 25-27).
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Rycina 25.  PorOwnanie przebiegu krzywych pyoéa Kapalna-Meiera w zataosci
od poziomu ekspresji mMRNA gemiiF-1a w tkance nowotworowej raka
zotadka,; test log-rank.
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Rycina 26.  Poréwnanie przebiegu krzywych pyoga Kapalna-Meiera w zataosci
od poziomu ekspresji MRNA getGLN1w tkance nowotworowej raka

zotadka,; test log-rank.
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Rycina 27.  Poréwnanie przebiegu krzywych pyoga Kapalna-Meiera w zataosci
od poziomu ekspresji mMRNA gerWHL w tkance nowotworowej raka

zotadka,; test log-rank.
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Rycina 28.  Poréwnanie przebiegu krzywych pyoga Kapalna-Meiera w zataosci
od poziomu ekspresji mMRNA geldEGF w tkance nowotworowej raka

zotadka,; test log-rank.
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Rycina 29. PorOwnanie przebiegu krzywych pyoéa Kapalna-Meiera w zataosci
od poziomu ekspresji MRNA ger@XCR4w tkance nowotworowej raka
zotadka,; test log-rank.



5. DYSKUSJA

Resekcja chirurgiczna jest podstawoferma leczenia rakaotadka. Z uwagi
jednak na diy odsetek wznow po operacjach radykalnych wylea#élmakazotadka
pozostaje niezmiennie na niskim poziomie [182]. nigékacja czynnikow
biologicznych i genetycznych charakterystycznych gitnezy i progresji rakaotadka
mogtaby umaliwi¢ bardziej precyzyjm ocerg prognostycza tej choroby,
a w szczegolnai by¢ pomocna w przewidywaniu odpowiedzi na zastosavterape.

Przeprowadzone badanie po raz pierwszy dkrgednoczénie ekspres
HIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF, CXCR4v raku zotadka oraz zwizek pomedzy
ekspresj tych genow w tkance nowotworowej, a cechami hstoljpgicznymi
I wynikami leczenia u pacjentow z resekcyjnym rakietadka.

Analizujac  wptyw czynnikbw zaangawanych w biologi nowotworu
przeprowadza si m.in. ocer stabilnégci genomu, liczby kopii DNA w komorce,
ekspresji wielu gendéw zaréwno na poziomie mRNA jakvniez biatka. Ocena
immunohistochemiczna jest w praktyce klinicznej cagciej do tego celu
wykorzystywan techniky. Nie tylko dostarcza nam informacji na temagdiobiatka
w spos6b potiléciowy, ale rownie daje informacje na temat rozmieszczenia biatka
w obrebie jadra komorkowego, cytoplazmy, czy wreszcie btony kdmowe). Badania
immunohistochemiczna na state wpisale slo metod stacych nie tylko do
diagnozowania, ale rowrnieprognozowania wynikoéw leczenia. W oparciu o wynik
badania immunohistochemicznego wielokrotnie ustala odpowiedni schemat
leczenia. Niemniej jednak badanie to cechuje kipkalstawowych wad, takich jak:
réznice wynikajce z zastosowania odmiennych warunkow reakcji, gzdza ranych
przeciwciat oraz subiektywré oceny przez rinych patologéw.

Hipoksja jest czynnikiemsrodowiskowym, ktéry nasila progresjwielu
nowotworéw zigliwych. Odbywa si to przy udziale kluczowego biatka, jakim jest
czynnik transkrypcyjny HIF-1. W wielu badaniach vagywano,ze aktywacja HIF-1
zachodzi w nowotworach litych, zwtaszcza w nowoabr przewodu pokarmowego.
Simiantonaki i wsp. wykazali nadekspresjlF-1a w raku jelita grubego. Stwierdzili
rowniez, ze zwikszona ekspresjeHIF-1a korelowata z obecrigia przerzutow
w weztach chtonnych oraz obeduis przerzutéw odlegtych [183]. Nadekspresja HIF-
la wiaze sk ze zh prognoz takze u pacjentow z rakiemepherza moczowego, szyijki

macicy, nowotworami przewodu pokarmowego, rakieeri[184].
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Ekspresja HIF-@& zostata oceniona w badaniach immunohistochemidenyc
wielu nowotworow, niewiele jednak wiadomo o ekspresRNA HIF-1a, zwlaszcza
w rakuzotadka [73, 185-188]. Matsuyama i wsp. wykazali nagedsg HIF-1a w raku
ptaskonabtonkowym przetyku, dodatkowo koretaggomidzy mRNA i biatkiem
HIF-1a [188]. Wyniki analiz ilgciowych mRNA HIF-1a w tkance rakazotadka
okazaly st przydatne w ocenie ryzyka przerzutow deztéw chtonnych [189, 190].
Urano i wsp. wykazali nadekspresillF-1a u 61% chorych na rakatadka. Byla ona
zwigzana z ekspresjbiatka p53 i VEGF, ale nie wykazano jej zwku z danymi
histopatologicznymi i przgywalncdscia chorych [191].

Aktywacja HIF-lo wplywa na miejscow progres§ nowotworu oraz jego
potencjat do dawania przerzutéw odlegtych. Odbywat® poprzez regulagjszeregu
procesOw z udzialem czynnikéw zatgch od HIF-1, takich jak: biatko E-kadheryna
(ang. E-cadherir)’ oksydaza lizylowa LOX (anglysyl oxidasg inhibitor aktywatora
plazminogenu PAI-1 (angplazminogen activator inhibitor)l CXCR4 [192-195].
Wiele wskazuje na to,ze stan hipoksji wplywa na proces migracji komorek
nowotworowych poprzez nasilenie, przy udziale H|Fekspresji receptora CXCRA4.
Wykazano, ze ekspresja CXCR4 w komorkach glejakow jest zseod poziomu
HIF-1a i wigze sk ze zwiekszonym potencjatem tych komdrek do migracji [196].

Majac na uwadze powgze fakty poddano analizie ekspeejiF-1a w tkance
nowotworowej raka zotadka i badano korelagj tej ekspresji ze stopniem
zaawansowania nowotworu oraz innymi parametrammiddnymi. Niekorzystnym
aspektem przeprowadzonych bagest fakt,ze nie oceniono ekspresiilF-1a rowniez
na poziomie biatka.

W badaniu wykazanoze ekspresja mRNAHIF-1la w tkance nowotworowej
rakazotadka jest znamiennie statystycznieasga nk w btonie sluzowej pochodacej
Z marginesu operacyjnego, czy ztew kontrolnej btonie sluzowej zotadka.
Zaobserwowano rownieze nadekspresjdlF-1a towarzyszy zwlaszcza guzom matym
o srednicy nie przekraczagej 4cm. Nie wykazano natomiast istotnej statystiez
zaleznosci pomidzy srednim poziomem ekspresji mMRNAIF-1a, a wielkacia guza
(cecha T), obecrdgia przerzutow w wztach chionnych (cecha N), stopniem
ztosliwosci histologicznej (G), stopniem zaawansowania kinego.

W badaniu Seong-Eun i wsp. wykazano pozytywkorelacg pomkdzy
ekspresi mRNA HIF-1la a VEGF [197]. Bylo to zgodne z wcZeiejszymi
doniesieniamize zwkkszony poziom HIF-d& nasila transkrypejmRNA VEGF [198].
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W wielu pracach wskazywano na pozytyorelacg pomkdzy HIF-1o i VEGF na
poziomie biatka [187, 199, 200]. W przeprowadzongadaniu nie zaobserwowano
istotnej statystycznie korelacji pogdizy poziomem ekspresji mMRNAIF-1a aVEGF,

Wyniki wigkszaci bada wskazuj na to, ze wysoka ekspresjdIF-1a
w réznych nowotworach jest zwdana ze zt prognoa, zaawansowaniem Klinicznym,
czy te obecndcia przerzutow [184, 185, 201]. Zaobserwowano to r@wni
w odniesieniu do rakzotadka i guzoéw stromalnych przewodu pokarmowego [184,
198, 200, 202]. W odinieniu od tych bada niektorzy autorzy wykazywali brak
istotnego zwizku pomedzy ekspregj HIF-1a, a cechami klinicznymi, stopniem
zréznicowania nowotworu, klasyfikagjLaurena, czy te stopniem zaawansowania
klinicznego rakazotadka [191, 201]. Riénice pomédzy wynikami ekspresjHIF-1a
w raku zotadka w odniesieniu do wptywu ekspresjiF-1a na przebieg Klinicznyas
niejasne. By maze decydujce znaczenie ma metodyka badaposob oceny ekspresii
HIF-1a na poziomie biatka. G%¢ autorow twierdzi natomiaste decydujce znaczenie
w progresji raka ma nie sam poziom biatka HtE-dale mechanizmy wpltywage na
jego stabilné¢, regulupce odpowied komorki nowotworowej na hipoksj Autorzy
sugerug rowniez wptyw onkogenow oraz innych czynnikéw z rodzinyFH(HIF-2,
HIF-3) w regulacji odpowiedzi na hipokggomérek nowotworowych [77, 201, 203].

W przeprowadzonym badaniu nie stwierdzono istotkejelacji pome¢dzy
poziomem mMRNA HIF-1o a stopniem zaawansowania klinicznego i danymi
histopatologicznymi. Stwierdzono natomiast istoraleznos¢ pomidzy nadekspres)
MRNA HIF-1a a $rednia guza nowotworowego. OiGguzy osrednicy mniejszej i
4cm wykazywaty si nadekspresj HIF-1a. Nie zaobserwowano jutej zaleénaosci
w odniesieniu do cechy T, czyli stopnia naciekapi@ez nowotwor. Analizap
przezywalnasé pooperacyja chorych nie stwierdzono istotnej statystycznieniéy
pomigdzy grum chorych o niskiej ekspresillF-1a, a chorymi z wysok ekspresj
HIF-1a w tkance nowotworowe;j.

Z uwagi ha udziaEGLN1w regulacjiHIF-1a sugeruje i, ze spetnia on rel
genu supresorowego. Mato jest badporownujacych ekspregj mRNA EGLN1
z ekspregj biatka EGLN1 w tkance nowotworowej. Roéwaiwiele prac oceniagych
poziom ekspresji EGLN1 w normalnych tkankach opiesg@ na badaniach
analizupcych tylko mRNA. Z drugiej strony wyniki badlgpochodzacych z ra@nych
osrodkow  badajcych ekspregj biatkka EGLN1 w oparciu o badania

immunohistochemiczneasbardzo rozbiene. Maze to wynik& z zastosowania zdej
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metodyki bada i réznych przeciwciat. Dla petnego poznania ®BGLN1konieczne jest
potwierdzenie nie tylko ekspresji mRNA tego gende adwnie aktywnego
enzymatycznie biatka. Wigk brakuje wystarczagych danych na temat roli EGLN1
w raku zofadka, dlatego poddano ocenie poziom ekspresji tegmmika w tkance
nowotworowej rakaotadka oraz marginesie operacyjnym na poziomie mRIK/atka.

W przeprowadzonym badaniu wykazane,ekspresja mRNAGLN1w tkance
nowotworowej rakazotadka jest istotnie statystycznie zeka nk w marginesie
operacyjnym. Rinice ta potwierdzity rownie wyniki ekspresji biatka EGLN1
ocenionej za pomacanalizy Western blot. Zaobserwowano réwnize zmniejszona
ekspresja EGLNL1 jest charakterystyczna dla rakétydka o stopniu zidiwosci G3.
W przeprowadzonych analizach nie stwierdzono kojiel@omicdzy poziomem
ekspresji mMRNAEGLNJ], a stopniem zaawansowania klinicznego i innymihegui
histopatologicznymi. Analizgg przeywalnc¢ pooperacyja nie stwierdzono istotnej
statystycznie rénicy pomedzy grupm chorych o niskiej ekspresji EGLN1, a chorymi
z normaln ekspresj EGLNL1.

Wiele publikacji zwraca uwagna korelagj pomidzy ekspregj biatka HIF-1o
I EGLN1. Najczsciej autorzy obserwajzmniejszon ekspresj EGLN1 towarzyszca
nadekspresji czynnika HIFel Badania immunohistochemiczne w nowotworach uiludz
wykazup czesto zwkkszorny, ale zmiena ekspresji EGLN1. Generalnie przsfo, ze
naleey si¢ spodziewa ujemnej korelacji pongdzy ekspregj EGLN1 i HIF-lo
w regionach nowotworu o optymalnym zaopatrzeniu len,t natomiast dodatniej
korelacji pomedzy ekspresgjtych czynnikédw w regionach hipoksji. Zates¢ ta jednak
nie potwierdza siwsrod wielu przeanalizowanych nowotworow. Badania iChevsp.
na 60 liniach komdrkowych wykazahge poziom ekspresji EGLN1 jest bardzo
zmienny i niekoniecznie odwrotnieproporcjonalny plaziomu ekspresji HIF, jak
mozna by s¢ tego spodziewa [204]. R&nice w poziomie ekspresji EGLN1
zaobserwowano nawet porowacijrézne linie komérkowe wywodgce st sparod tego
samego nowotworu [204]. Dla przyktadu: linia komomka raka piersi MCF7
charakteryzuje gibardzo niskim poziomem ekspresji EGLN1, w aahiéniu do linii
BT-549 [204]. W niektérych przypadkach niski pozioskspresji EGLN1 koreluje
z nadekspregjHIF-1a (np. linia HS 578T). Poziom ekspresji Hlle-bywa rownie
podwyzszony pomimo wysokiego poziomu ekspresji EGLN1, pdobserwowano
w linii komorkowej 786-O, w ktérej to defekt biatk&HL skutkuje stabilizag

czynnika HIF-1.. Zasugerowano réwnie ze ekspresja EGLN1 jest bezZpednio
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zalena od HIF-1 [205]. Wykazano zgkiszenie poziomu ekspresji EGLN1
w warunkach hipoksji. Indukcja syntezy EGLN1 w wakach hipoksji ma
prawdopodobnie znaczenie w autoregulacji poziomé&-Hl na zasadzie ujemnego
sprzzenia zwrotnego. GereEGLN1 zawiera funkcjonalny element odpowiedzi na
hipoksg (HRE) w regionie promotorowym, wobec tego jegonstaypcja jest
zwigkszana pod wptywem HIF-1 [206]. W przeprowadzonyeddmiu nie stwierdzono
istotnej statystycznie korelacji pogdizy poziomem ekspresji mMRNAIF-1a i EGLNL

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy HI&-Jest jedynym funkcjonalnie
scharakteryzowanym substratem dla EGLN1. Pojavwsgj jednak pewne doniesienia
sugerujce petnienie przez EGLN1 funkcji hamagj rozwdj nowotwordw niezataie
od regulacji HIF-& [204]. Wedlug Chan i wsp. EGLN1 hamuje, w mechamé
niezalenym od HIF-Li, rekrutacg komdrek macierzystych szpiku niezlmych w
procesie waskulogenezy w nowotworach. [204]. Negatywptyw EGLN1 na rozwoj
naczyh w nowotworze odbywa sipoprzez regulagjNF«B, 1I-8 i angiogenig [204].

Wiele publikacji potwierdza fakt,ze ekspresjaEGLN1 jest znacaco
zmniejszona w nowotworach w poréwnaniu do tkanekwgich [207]. Graudens i wsp.
wykazali statystycznie istothe zmniejszenie pozioskapresji MRNAEGLN1w raku
okreznicy w poréwnaniu do normalnej tkanki [208]. W oginéeniu do tych wynikéow,
w przypadku raka piersi i HNSCC stwierdzono nadedsp EGLN]1 w dodatku
korelowata ona z agresywsma nowotworu [209]. Oprécz edicy w poziomie
ekspresji EGLN1 w réznych nowotworach wskazuje ¢sirdbwniez znaczne rénice
w odniesieniu do wewgtrzkomorkowej dystrybucji EGLN1. Ekspresja EGLNIstje
w raku piersi i HNSCC nie tylko podwszona, ale réwniew tych nowotworach
zaobserwowano translokacjEGLN1 do adra komorkowego, ktora wzata s¢
z wigksza agresywnécia [209]. Co ciekawe zaobserwowano koretaggomidzy
niskim poziomem ekspresji EGLN1 wadrach komoérek raka HNSCC, a debr
odpowiedza na leczenie za pomgcadioterapii [210]. Trzeba jednak niiea uwadze,
ze zadne z badawykorzystuapcych immunohistocherainie daje nam odpowiedzi na
pytanie czy wykryte biatko EGLNL1 jest aktywne enatgtznie i spetnia swajrole w
komorkach nowotworowych.

Wciaz nie wyjaniony pozostaje mechanizm, za pomdtérego dochodzi do
obnizenia ekspresji EGLN1 w nowotworach. 8ymoze mamy do czynienia
z mutacjami gentlEGLN1 w komorkach nowotworowych, ktore powoduwbnizenie

ekspresji EGLN1, jego stabildéa, badz aktywndci enzymatycznej. Innym
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wyjasnieniem jest modyfikacja epigenetyczna, poprzezylaet promotora genu
EGLN1, mogica powodowé& zmniejszenie jego ekspresji. Dalsze badania nad
mechanizmem zmniejszonej aktywnb EGLN1 maj kluczowe znaczenie. Badanie
nad identyfikaci innych genow docelowych dla EGLN1 mpgkaz& si¢ istotne dla
poznania mechanizmow regujaych progres nowotworow.

Zaobserwowanoze zmniejszeniu ekspresji EGLN1 w guzach nowotworgwy
towarzyszy szybki wzrost guzow oraz ich silne uya@nie sugeruce rok EGLN1
w hamowaniu neoangiogenezy. W badaniach nad ragiersi zaobserwowano istatn
statystycznie negatyvankorelacg pomidzy ekspregi mMRNA EGLN1 a markerem
komorek endotelialnych CD31 sugeytj zdolng¢é EGLN1 do hamowania
neoangiogenezy w nowotworach vivo [211, 212]. Wykazanoze EGLN1 hamuje
indukowara w warunkach hipoksji proliferagjkomorek prekursorowych dla komérek
endotelialnych [213]. EGLN1 blokuje rowrierekrutacg endotelialnych komorek
prekursorowych, hamag w ten sposéb waskulogerarmwotworovy [204].

Indukcja neoangiogenezy poprzez lokalny rozplemzyrakrwionasnych, jak
rowniez waskulogeneg jest kluczowa dla szybkiego wzrostu nowotworowydit.
Znajoma@&¢é mechanizméw regulagych te procesy jest polem szczegdlnego
zainteresowania, gdyte mechanizmy &ciezki sygnalne s potencjalnym punktem
uchwytu nowych strategii terapeutycznych. W dotyasowych badaniach skupiano
sig gtdwnie na roli HIF-1 i VEGF w neoangiogenezie. Wédaniu Chen i wsp.
zaobserwowana,e EGLN1 oprdcz roli regulagej aktywndé HIF-1a, wptywa rownie
na syntez angiogeniny (ANG) i interleukiny-8 (IL-8), ktore petniap role
w angiogenezie oraz rekrutacji BMDCs czyli waskeaogzie [204]. Docenia ¢irole
BMDCs w rozwoju naczy w nowotworach litych, jednele wchz nieznane $
mechanizmy, za pomadtorych nowotwory nasilajrekrutacg tych komorek.

Karcynogeneza jest procesem wieloetapowym, w czdsieego dochodzi do
nagromadzenia wielu zaburzegenetycznych, wod ktorych istota role odgrywa
aktywacja onkogendw i inaktywacja genow supresomdwyang.tumor suppressor
genes- TSGs). Zaburzenie lub utrata funkcji genéw ssprewych odgrywa kluczoav
role w patogenezie guzow litych, tak raka zotadka. Do inaktywacji genu
supresorowego ni@ dogé na skutek zmian genetycznych (mutacje punktowiecas
lub epigenetycznych (hipermetylacja regionéw prammivych).

Utrata funkcji biatka VHL jest uw@ana za jeden z elementow odpowiedzialnych

za proces nowotworzenidHL prawdopodobnie funkcjonuje jako gen supresorowy,
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odpowiadajcy za hamowanie rozwoju i progresji rakatadka. Do chwili obecnej
opublikowano wiele badaanalizugcych zaburzenia genetyczne w ghe VHL, nie
tylko w nowotworach wyspujacych w zespole VHL, ale rowniew nowotworach
niezwiazanych z 4 jednostls chorobow [214]. Jednake nie ma wystarczagej liczby
doniesié na temat zaburaegenetycznych genVHL w rakuzotadka. W badaniu Cao
I wsp. stwierdzono brak mutacji ge'MHL w raku zotadka [215]. W badaniu tym
przeanalizowano tak potencjala role zmian epigenetycznych wplywagych na
inaktywacg VHL. Rowniez w tym przypadku nie potwierdzono zmian o charader
modyfikacji epigenetycznych w rejonie promotorowgenuVHL.

Z uwagi na brak wyczermgych danych na temat ekspresji gartdL w raku
zotadka, a take kluczow role czynnika VHL w regulacji aktywni@i HIF-1a,
analizowano poziom ekspresji mRNAVHL u chorych na rakazotadka.
W przeprowadzonym badaniu wykazanee ekspresja mRNAVHL w tkance
nowotworowej rakazotadka jest istotnie statystyczniezaza ni w btonie sluzowej
pochodacej z marginesu operacyjnego. Zaobserwowano réyvagewystpuje istotna
réznica w poziomie ekspresji mMRNA/HL pomkdzy rakiem wczesnym (T1) a
zaawansowanym (T2, T3). Na tej podstawiezn@o wysuiaé¢ wniosek,ze do utraty
funkcji czynnika VHL na skutek zmniejszonej ekspiresnRNA dochodzi
w p&zniejszym etapie karcinogenezy. Przeprowadzone analie wykazaly istotnej
statystycznie zalmosci pomidzy srednim poziomem ekspresji mRNA/HL a
obecndcia przerzutbw w wztach chionnych, stopniem Zlavosci histologicznej,
stopniem zaawansowania klinicznego. Analkeyprzezywalnasé pooperacyja chorych
nie stwierdzono istotnej statystyczniezmicy pomkedzy grum chorych o niskiej
ekspresji MRNAVHL a chorymi z normalpekspresj VHL.

Zaobserwowano istadnkorelacqi pomigdzy poziomem ekspresji mRNAXHL
i EGLN1 w raku zotadka. Guzy cechage st¢ niska ekspresj VHL jednoczénie
wykazywaly nisle ekspresji EGLNL1 By¢ maze istnieje wspolny czynnik reguligy
negatywnie eksprespbu genéw na poziomie mRNA.

VEGEF jest obecnie najlepiej poznanym czynnikiemapigiogennym. Ekspresja
VEGF jest nasilana przez HIFelw odpowiedzi na hipoksj[216]. VEGF jest take
regulowany za pomaaczynnikow i mechanizmow niezalgych od hipoksiji, takich jak:
mutacje P53 i innych genow supresorowych, czyntrikinskrypcyjne, koaktywatory,
mikro-RNA, cytokiny i mediatory stanu zapalnego 721218]. Dane te sugetyj
istnienie wielu mechanizmow regulajych aktywnéé¢ VEGF w nowotworze.
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Wplyw czynnikéw odpowiedzialnych za neoangiogenez raku zotadka jest
obecnie przedmiotem burzliwe] debaty. Maeda i wapalizowali zwazek pomgdzy
ekspresj VEGF we wczesnym rakuotadka a odsetkiem wznow. Stwierdzonig
poziom ekspresjVEGF byt istotnie wyszy w grupie chorych, u ktorych doszio do
nawrotu choroby w poréwnaniu z chorymi bez wznowygesu nowotworowego.
Przezywalnas¢ 8-letnia wynosita 99% wwod chorych bez ekspresji VEGF i 85%nrad
chorych z ekspresj)VEGF w tkance nowotworowej [219]. Wykazana jdawno,ze
ekspresja VEGF zwkana jest z poziomem unaczynienia guza, ob@tnprzerzutow
I rokowaniem w przypadku raka piersi i jelita grgbe[220, 221]. Montero i wsp.
wykazali w badaniach immunohistochemicznych ekgpdEGF u 96,77% chorych na
raka przewodu pokarmowego [222]. Wwmask, ze ekspresja VEGF jest waym
czynnikiem prognostycznym w nowotworach przewodikgpmowego, raku piersi,
raku wgtrobowokomorkowym [223-226]. Postulujeesinaczenie ekspresji VEGF
w ocenie prognozy rakzotadka. Ekspresja ta jest beZpednio zwiazana z rozwojem
wodobrzusza i rozsiewem nowotworowym w gie jamy otrzewnowej w przebiegu
zaawansowanego rakatadka [227]. Nadekspresja VEGF koreluje gstscia naczy
limfatycznych, co wptywa negatywnie na wyniki odiegleczenia rakazotadka
[228, 229]. Zwikszormy ekspresj czynnikdw angiogennych: VEGF-A, VEGF-C
VEGF-D w guzie nowotworowym w poréwnaniu do otagzaj btony sluzowej
zaobserwowano w trakcie badenmunohistochemicznych [230, 231]. Wysoki poziom
ekspresji VEGF-A w rakuotadka koreluje z naciekaniem przez proces nowotworowy
naczyr zylnych i obecnécia mikroprzerzutow w szpiku kostnym [231]. Ekspresja
VEGF w raku zotadka zostata skorelowana z zrnymi parametrami klinicznymi
i patologicznymi, takimi jak stopfe ztosliwosci histologicznej, typ histologiczny wg
klasyfikacji Laurena, obecké6 inwazji naczy limfatycznych i krwionénych
[163, 232, 233].

Rozwdj naczy krwionagsnych w nowotworach ma znaczenie decydejwe
wzroscie guza. @stas¢ tych naczy oceniano w rakuzotadka w wielu pracach
w oparciu o badania immunohistochemiczne z wykaderyem przeciwciat przeciwko
CD31, CD34, CD105 [234, 235]. &tcs¢ naczys w raku zotadka korelowata
z prognoz [236], ale réwnie z ryzykiem krwawienia z gornego odcinka przewodu
pokarmowego w przebiegu rakeptadka [234]. W wielu badaniach udowodniono

zaleenos¢ pomkdzy @stoécia naczyi w nowotworze, a potencjatem tworzenia
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przerzutow [237, 236, 238]. Zekszona gstas¢ naczyi w raku zotadka koreluje
z inwazp naczy, zagciem weztow chtonnych, ekspresVEGF [182].

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano igtostatystycznie
korelacji pomgdzy gestaécia naczyy a stopniem zaawansowania howotworu,
przezywalncscia odlegh i odsetkiem wznéw choroby. Wplywuegtasci naczy
ocenianej za pom@aCD34 na przeywalnas¢ w rakuzotadka nie potwierdzili rowniz
Kim i wsp. [239]. W badaniu tym analizowan@n@ techniki oceny neoangiogenezy za
pomoa réznych markerow rekomendig przydatné¢ przeciwciat anty CD31 [239].

Oprécz znaczeniaegtasci naczyr krwionasnych i ekspresji VEGF w ocenie
rokowania w rakuzotadka, postuluje si rOwniez wykorzystanie tych markerow
W monitorowaniu leczenia przeciwnowotworowego, Rafza terapii systemowej
wykorzystupcej leki antyangiogenne. Terapia antyangiogenndaloszastosowana
w leczenie rakow przewodu pokarmowego i jest statwta postpowania
w zaawansowanym raku jelita grubego. Natomiast jtrwaciaz badania nad
zastosowaniem inhibitorow neoangiogenezy w leczeaka zotadka [240]. Wyniki
leczenia antyangiogennego w rakatadka opieraj sic o badania | i Il fazy klinicznej.
Potrzeba weiz wynikow bada randomizowanych Ill fazy by nioa byto okréli¢
skuteczné¢ | bezpieczéstwo tej terapii. Badania oceriag biomarkery
neoangiogenezy w rakzotadka w pohczeniu z wynikami leczeniagha krytyczne
w identyfikacji tych pacjentow, ktérzy mamqajbardziej skorzyséaz celowanej terapii
antyangiogennej [241]. Warto w tym miejscu podkrefakt, ze terapia antyangiogenna
wiaze sk ze zwigkszonym ryzykiem krwawienia z przewodu pokarmowgii?].

Poziom ekspresji VEGF w rakiotadka wedtug ranych doniesi@ waha s¢ od
30 do nawet 75% [163, 182, 219, 238, 243-247}rikaia ta mae wynika ze specyfiki
oraz r@nych modyfikacji oznacze immunohistochemicznych. W przeprowadzonym
badaniu ocena ekspresji biatka VEGF za pambadania immunohistochemicznego
wykazata,ze nadekspresja VEGF byta obecna w tkance nowotwarave0% chorych.
Ujednolicenie metody immunohistochemicznej, w oparc to samo przeciwciato,
jednolity protokét badania oraz sposOb oceny, jemzledne do poréwnywania
wynikow w r&nych grodkach. Innym wyttumaczeniem tejazrdicy maze by rowniez
fakt istnienia polimorfizmu genWEGF [248].

W tym badaniu poddano analizie ekspgedEGF w tkance nowotworowej raka
zotadka oraz w btonigluzowej marginesu operacyjnego zarowno na pozionNA,

jak rowniez z wykorzystaniem badammunohistochemicznych. Analizowano réwnie
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korelacg pomkdzy poziomem ekspresji VEGF, a stopniem zaawansawkdinicznego
nowotworu i innymi cechami klinicznymi. Wykazanotaswa statystycznie rinice

w poziomie ekspresji mMRNAVEGF w tkance nowotworowej w odniesieniu do
marginesu operacyjnego, jak réwhnikontroli negatywnej. U chorych z nadekspiesj
MRNA VEGF w tkance nowotworowej rakazotadka zaobserwowano istetn
statystycznie korelagjze stopniem zaawansowania klinicznego nowotworyka¥ano
rowniez, ze sredni poziom ekspresji MRNXEGF w tkance nowotworowej u chorych
w stopniu | zaawansowania nowotworu jest istothéystycznie niszy niz w grupie
chorych w stopniu Il i lll. Nie stwierdzono natoratakorelacji pomgdzy ekspregj
MRNA VEGF, a stopniem zafia weztow chionnych przez proces nowotworowy.
Analizujac przezywalnas¢ pooperacyja chorych stwierdzono #hicg, mianowicie
przezywalnas¢ chorych z nadekspresjVEGF byla nisza nk u chorych z nisk
ekspresgj. R&nica ta jednak nie bytfa istotna statystycznie.

Wyniki analiz ekspresji mMRNAVEGF w raku zotadka istotnie korelowaty
zekspresy VEGF na poziomie biatka ocenipn za pomog badania
immunohistochemicznego.

Istnieja sprzeczne doniesienia na temat roli VEGF w powatauw przerzutow.
Wyniki wielu bad& wskazug na to,ze ekspresja VEGF jest dobrym czynnikiem
w prognozowaniu ryzyka obeciw przerzutbw w raku przetyku, piersi,
niedrobnokomadrkowym raku ptuc, raku jajnika, az@akw rakuzotadka [249-252].
Niektére badania zwracaj uwag na korelagi pomkedzy ekspresj VEGF-A
a naciekaniem nacayprzez komorki nowotworowe i powstawaniem przerautifog
krwionosna [221, 253]. Prawdopodobnie VEGF-A odgrywa e¢rolv rozsiewie
nowotworu drog krwi, a w mniejszym stopniu przez naczynia limtaye. Czsé¢
autorow uwaa, ze za przerzuty rakaotadka do wztow chtonnych odpowiada
VEGF-D. Stwierdzono istotnstatystycznie korelagjpomidzy wysokim poziomem
ekspresji VEGF-D, a obecfria przerzutéw w wztach chtonnych, co miato znaczenie
prognostyczne [230, 231]. Wielu autorow wskazuje wptyw VEGF-D na
limfangiogenez i obecnd¢ przerzutéw w wztach chtonnych, ale nie na angiogenez
Dodatkowo wykazano pozytywnkorelacg pomkdzy ekspreg) VEGF-C a inwazj
naczy limfatycznych i przerzutami doaztow chtonnych [254-256].

Wyniki badania Kim i wsp. wskazaj ze poziom ekspresji mMRNAIF-1a
i VEGF byt istotnie wyszy u pacjentéw ze wznewprocesu nowotworowego wagu

pierwszych 3 lat po operacji z powodu rakdadka [257]. Autorzy ci zasugerowalie
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potilosciowa ocena ekspredillF-1a i VEGF za pomog RT-PCR mae by uzyteczna
w prognozowaniu ryzyka wznowy po operacji rakatadka. W przeprowadzonym
badaniu nie potwierdzono zatedci pomkdzy wysokim poziomem MRNAIF-1a

i VEGFa ryzykiem zgonu w ggu 3 lat od operacji.

Trwaja réwniez dyskusje nad zwzkiem pomédzy ekspreg VEGF a stopniem
zaawansowania rakzotadka. Istniej prace, ktore podkétaja zjawisko nadekspresiji
VEGF i zwkkszone] gstasci naczy, jako charakterystycznego dla guzow
zaawansowanych Klinicznie. Inne doniesienia wskazue ekspregj VEGF jest
szczegOlnie wysoka w rakach wczesnych, a nawet iaranh przednowotworowych
[258-260]. Wzrost ekspresji czynnikdw proangiogesinyuz we wczesnych etapach
nowotworzenia nie powinien dziwi skoro wiadomo,ze guz ma ograniczone
moazliwosci wzrostu ponad 2mm bez neowaskularyzaciji.

Wiele bada nad ocea neoangiogenezy w rakuotadka podkréla silm
korelacg pomkdzy ekspregj HIF-1a, VEGF i g:stcécia naczy [182, 191, 261, 262].
W przeprowadzonym badaniu nie stwierdzono istastesystycznie korelacji poruzy
ekspresj mRNA HIF-1lo a VEGFE W 71,4% sp&dd guzow wykazucych
nadekspregj mRNA HIF-1a stwierdzono take nadekspresj VEGF Potwierdzono
réwniez zwiazek pomedzy ekspresj VEGF a gstascia naczyh (MVD) oceniory za
pomoa markera CD34 [263].

Najwazniejszym czynnikiem predykcyjnym wskazaym na niekorzystne
rokowanie jest zaawansowanie kliniczne nowotworzpweaszcza przerzuty. W badaniu
zaobserwowano korelacjpomkdzy ekspresj VEGF a stopniem zaawansowania
klinicznego nowotworu. W rych nowotworach wyniki takich analiz przedstawiaj
sig odmiennie. Nie stwierdzano korelacji paozy ekspresj VEGF a obecniia
przerzutow do wztow chtonnych w raku ptuc i rakach ptaskonabtoniolw gtowy
i szyi [226]. W badaniu nad rakietotadka rownie takiej korelacji nie stwierdzano
[264].

W ostatnich latach stosujegschirurgiczne zabiegi oszedzapce w leczeniu
wczesnego rakaotadka, np. mukosektormi endoskopow. Jednake u pacjentéw
zsilmm ekspresy VEGF wydaje si uzasadnione stosowanie konwencjonalnej
gastrektomii z limfadenektomD?2.

Ocena ekspresji biatek rodziny VEGF w rakatadka mae by pomocha
w ocenie prognostycznej dostaregaj informacji na temat potencjalu dawania

przerzutdw poszczegollnymi drogami. Analiza ekspréB[GF mogtaby postiy¢ jako
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jedno z kryteribw selekcji pacjentow z wysokim rig®m wznowy procesu
nowotworowego, u ktérych uzasadnione bytoby stosievagresywniejszego sposobu
leczenia, czy te leczenia zindywidualizowanego, np. w oparciu 0 aper
antyangiogenq Dalsze badania na znaczniekgzej grupie pacjentowaiezlzdne do
ustalenia czy analiza ekspresji biatek z rodzinyGFEma znaczenie w doborze
schematu terapii przeciwnowotworowej.

W ostatnim czasie wiele baftlgpotwierdza skuteczié terapii anty-VEGF
w raku jelita grubego, ptuc i raku piersi. Uzyskangdiuzenie czasu przgcia tych
chorych, ktérzy otrzymiuj oprécz standardowej chemioterapii leki blalog VEGF.
Lepsze zrozumienia procesu neoangiogenezgzib skutkowato doskonalszym
doborem terapii antyangiogennej w praktyce klingjzrDotyczy to m¢dzy innymi
ustalenia wiéciwej dawki, schematu podawania, czasu trwanigptenaonitorowania
skutecznéci terapii, jak rownie oceny bezpiecZstwa takiego leczenia. Trwa badanie
randomizowane lll fazy MAGIC-B badaje skuteczn& i bezpieczastwo dodawania
bevacizumabu do okotooperacyjnej chemioterapiiczédaiu rakaotadka.

Receptor CXCR4 wgre sk selektywnie z chemokin SDF-1. Paczenie to
indukuje migragj komorki nowotworowej do normalnej tkanki, gdziezwgja sk
nastpnie przerzut [265]. Pozostaje wziniewiadom, dlaczego poszczegélne typy
komorek nowotworowych wykazaljpreferencje do zajmowania specyficznych tkanek
i naradow i formowania tam wikaie ognisk przerzutowych.

Trwaja dyskusje nad udzialem CXCR4 i jego liganda, SDF-howotworach.
W badaniu Mitra i wsp. nie wykazanozroc w poziomie ekspresji mMRNAXCR4
pomiedzy tkank nowotworows raka okeznicy, przetyku, zotadka a tkankami
zdrowymi [266]. Wykazano ekspresjreceptora CXCR4 w komorkach takich
nowotworow jak: rak piersi, rak trzustki, rak jeligrubego, rak przetyku oraz rak
zotadka [267-271]. Stwierdzono rowriezwickszory ekspresj liganda dla CXCR4,
czyli CXCL12 (SDF-1) w wztach chtonnych [267], co 1§ u podstaw wyttumaczenia
jednego z madiwych mechanizmdw tworzeniae¢sprzerzutéw do wziow chtonnych.
Muller i wsp. wykazali déwiadczalnie, ze u myszy iniekcje z przeciwciatami
skierowanymi przeciw CXCR4 znago redukowaty powstawanie przerzutdw raka
piersi do regionalnych @ztow chtonnych [267]. Interakcje poguzy CXCRA4
a CXCL12 prawdopodobnie odgrywajistotra role w mechanizmie powstawania

przerzutow do wztéw chtonnych z guza pierwotnego. Pomimo udowodejav kilku
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badaniach znaagzej korelacji pomidzy ekspregji CXCR4 a obecnigia przerzutow,
szczeg6towy mechanizm ich powstawania jestivobiektem kontrowers;i.

W raku zotadka mamy do czynienia réwriie problemem cgtych przerzutow
do weztdbw chionnych. Dlatego poddano analizie ekspre§XCR4 w tkance
nowotworowe]j rakazotadka i analizowano korelagjtej ekspresji ze stanememow
chtonnych oraz innymi parametrami klinicznymi.

W przeprowadzonych badaniach wykazano igtotstatystycznie rinice
w poziomie ekspresji mMRNACXCR4 w tkance nowotworowej w odniesieniu do
marginesu operacyjnego, jak rowhnikontroli negatywnej. U chorych z nadekspgesj
MRNA CXCR4 w tkance nowotworowe] rakazotadka zaobserwowano istatn
statystycznie korelagjz poziomem przerzutow doegatdw chtonnych oraz stopniem
zaawansowania klinicznego nowotworu. Stwierdzonwniéz, ze S$redni poziom
ekspresji mMRNACXCR4w tkance nowotworowej u chorych bez przerzutowwatow
chtonnych jest istotnie statystyczniezsey ni w grupie chorych z zegiem przez
proces nowotworowy wetdw chionnych. Analiza przgwalnadsci pooperacyjnej
wykazata, ze w grupie chorych, u ktérych stwierdzono nadekspreCXCRA4,
przezywalnas¢ pooperacyjna byta istotnie asza ni w przypadku chorych z nigk
ekspresj CXCRA4.

Wyniki te wskazuy na duy zwiazek pomédzy progresj raka zotadka
a poziomem ekspresji CXCR4 w tkance nowotworowegerad ekspresji CXCR4
w materiale przedoperacyjnym mogtaby daweenry informacg odnanie ryzyka
obecndgci przerzutow w wztach chtonnych i rokowania. Dotyozyo maze zwlaszcza
tzw. mikroprzerzutow w wztach chtonnych. Przewidywanie obeécioprzerzutow do
weztow chtonnych ma szczegolne znaczenie w kwalifiioiv pacjentéw z wczesnym
rakiem zotadka do zabiegdw matoinwazyjnych np. endoskopowaekaa btony
sluzowej (ang. endoscopic mucosal resection - EMRJzty chtonne § najczstszym
miejscem przerzutéw rakaotadka, a ich obecrid istotnie pogarsza rokowanie
[272, 273]. Obecni przerzutéw w wztach chtonnych pogarsza wyniki leczenia nawet
pomimo przeprowadzenia dosztzej resekcji RO z limfadenektomiD2. Z drugiej
strony w ostatnich latach wykonujegszwtaszcza w Japonii, coraz aeej zabiegow
oszczdzapcych bez limfadenektomii w leczeniu wczesnego rakatadka
ograniczonego do bton§luzowej [274, 275]. Jednak zgodnie z danymi literagvymi
przerzuty do wztow chtonnych g obecne u 2-4% chorych z wczesnym rakienadka,
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ograniczonym do btonyluzowej i @& u 13-20% chorych z rakiem wczesnym

naciekagcym btorg podkluzowy [276, 277].

Przydatné¢ dostpnych antagonistow CXCR4 w leczeniu kilku rodzajow

nowotworow jest obecnie przedmiotem ba@adf278-280]. Antagorici receptora

CXCR4 jak TN14003 i T140 okazaliesby¢ skutecza brona hamujca powstawanie

przerzutdbw w raku trzustki i raku piersi [280, 2814ntagonici CXCR4 mog

reprezentowa@nowa grupe zwiazkow terapeutycznych hamgjych proces powstawania

przerzutow odlegtych u pacjentoéw z zaawansowanyiemnazotadka.

6.

WNIOSKI

a) W tkance nowotworowej rakatadka wystpuje zwekszona ekspresja genu
HIF-1o.

b) Poziom ekspresji genOBGLN1i VHL, ktore biog udziat w regulacji
HIF-1a, jest w rakuwotadka obnkony.

c) W rakuzotadka wystpuje nadekspresMEGF i CXCR4bedacych genami

docelowymi dla czynnika HIF-1.

a) W zaawansowanym rakatadka dochodzi do zmniejszenia poziomu
ekspresji genWHL.

b) Nadekspresja VEGF towarzyszy guzom zaawansowanym

c) Zwigckszona ekspresja ge@XCR4koreluje z obecriia przerzutéw do
weztow chtonnych.

d) GenyWVEGFi CXCR4odgrywaj duza role w progresji rakaotadka, a ich
ekspresja jest wysoka w guzach zaawansowanych.

e) Wysoka ekspresfaXCR4wiaze sk z nisky przezywalngicia pooperacyja

f) Zmniejszona ekspresfaGLN1jest charakterystyczna dla
niskozr&nicowanych rakowotadka o stopniu zidiwosci G3.

g) HIF-10, EGLN1, VHL, VEGF, CXCR4 magby¢ cennymi biomarkerami
stuzacymi do przewidywania rokowania pacjentow operovdny powodu

rakazotadka.

a) Istnieje korelacja poruzy poziomem ekspresji mMRNA geRGLN1i VHL.
b) Nie stwierdzono zvwazku pomgdzy poziomem ekspresji czynnika Hlk-1
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a genami docelowymVVEGF, CXCR4

c) Nie stwierdzono korelacji pordzy poziomem ekspresji HIFela genami
odgrywapcymi role w regulacji tego czynnikdGLNZ, VHL.

d) Poziom ekspresji VEGF jest silnie z&any z gstascia naczy (MVD)
ocenior, za pomog markera CD34.

a) Wyniki powyszych badapowinny by interpretowane z dig rozwag ze
wzgledu na ma grupe chorych.

b) Dalsze badania molekularne i immunohistochena&gikonieczne w celu
oceny roli HIF-Ly, EGLN1, VHL, VEGF, CXCR4 w rakuiotadka i innych
rakach przewodu pokarmowego.

c) Prowadzenie dalszych badaad zastosowaniem terapii celowanej w leczeniu
rakazotadka w oparciu o analizowane geny, zwlas2¢E&F, wydaje st by¢

w petni uzasadnione i konieczne.
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STRESZCZENIE

WSTEP: Angiogeneza jest jednym z kluczowych proceséwunlkujcych rozwoj
nowotworu. W wgkszaci nowotworow litych, réwnig w raku zotadka, wysgpuje
zjawisko hipoksji. Odpowiedkomorkowa na zmniejszony poziom tlenu prowadzi do
nasilenia ekspresji czynnika indukowanego hippk&jlF-1a) i gendw przez niego
regulowanych: naczyniowego czynnika wzrostu komoeskdotelialnych YEGH

i CXCR4 Aktywnos¢ czynnika HIF-1u jest negatywnie regulowana przez enzymy
z grupy hydroksylaz prolinowych, z ktérych gtéawole odgrywa EGLN1.

CEL: Celem bada jest analiza ekspresji genéw koglnjch biatka uczestnigze
W procesie angiogenezy i odpowiedzialne za progregjgazotadka.

MATERIAL | METODY: Badaniom poddano grgp28 chorych ze zdiagnozowanym
rakiem zotadka leczonych operacyjnie od maja 2006r do styc2@@8r. U chorych
wykonywano zabieg radykalnej gastrektomii. Ogeskspresji badanych gendéw na
poziomie MRNA przeprowadzono z wykorzystaniem met&®iT-PCR, natomiast
poziom biatka oceniono za pompbada immunohistochemicznych i Western blot.
Ekspresja genowdlF-1a, EGLN1, VHL, VEGF, CXCRdceniona zostata zarbwno w
tkance nowotworowej jak i marginesie operacyjnym.

WYNIKI: Nadekspresf mRNA genow HIF-1a, VEGF, CXCR4 w tkance
nowotworowej wykazano u odpowiednio 75.0%, 71.0964i.0% chorych.Sredni
poziom ekspresji MRNA genotiF-1a, VEGF, CXCR%yt istotnie wyszy w tkance
nowotworowej w poréwnaniu do marginesu operacyjnege0.0044, p=0.0247,
p=0.0052. Zmniejszan ekspresy MRNA gendéw EGLN1 i VHL w tkance
nowotworowej wykazano u odpowiednio 71.0% i 78.0%orgch. Sredni poziom
ekspresji mMRNA genOWEGLN1 i VHL w tkance nowotworowej byt istotnie zsizy

w poréwnaniu do marginesu operacyjnego; p=0.0350,q007. Stwierdzono korelacj
pomigdzy poziomem ekspresji VEGF a wiellolp guza (p=0.0216) i stopniem
zaawansowania klinicznego (p=0.0441). Wykazano révrzaleznos¢ pomkedzy
ekspresy CXCR4 a obecriwia przerzutow do wzidw chitonnych (p=0.0237)
I stopniem zaawansowania klinicznego (p=0.0054)idto ekspresji VEGF oceniony
za pomog badania immunohistochemicznego byt silnie gaany z gstascia naczy
(MVD) oceniory za pomog markera CD34 (p=0.0256). Mediana czasu obserwacji
wynosita 27,5 miegca (0,5-58 miescy). Przeywalncs¢ 3-letnia w analizowanej

grupie chorych wynosita 46,4%. Zaobserwowano igtostatystycznie rinice
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w przezywalncsci w zaleznosci od poziomu ekspresji mMRNA gel@XCR4 p = 0.0089.
Przezywalncé¢ w grupie chorych z wysakekspresj genuCXCR4byta istotnie nisza
od przeywalnasci chorych z nisk ekspresgj tego genu.

WNIOSKI: Geny HIF-1a, EGLN1, VHL, VEGFi CXCR4 odgrywaj duza role
w patogenezie rakaotadka, a ekspresja VEGF i CXCR4 jest nasilona w guzac
zaawansowanych. Analizowane geny, zwlaszd@2XCR4 mog by¢ cennymi
biomarkerami shmcymi do przewidywania rokowania pacjentdw operovamy
z powodu rakaotadka. Istnieje potrzeba prowadzenia dalszych badaelu oceny roli
HIF-1a, EGLNL VHL, VEGF, CXCR4 w raku zotadka i innych rakach przewodu
pokarmowego. Uzasadnione jest rownpeowadzenie badanad zastosowaniem terapii
celowanej w leczeniu rakzotadka w oparciu o analizowane geny, zwlasz¥EGF

i CXCR4
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SUMMARY

INTRODUCTION: Angiogenesis is one of the key stejps tumor growth and
progression. Regions of hypoxia exist within salichors including gastric cancer. The
cellular response to hypoxia includes the expressib hypoxia inducible factor 1
(HIF-1) and its target genes: vascular endothegabwth factor (VEGF) and
CXC chemokine receptor 4 (CXCR4). Hlle-1s negatively regulated by a family of
prolyl hydroxylases. The EGLN1 isoform is the mdown-regulator of HIF-d.

AIM: The aim of this study was to investigate themession and clinical significance
of genes, which are responsible for angiogenesigargression in gastric cancer.
MATERIAL AND METHODS: 28 patients with gastric ca@G who underwent gastric
resection between April 2006 and January 2008, weeadyzed. The mMRNA expression
of HIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF, CXCR4vas examined in primary tumors and
corresponding normal gastric mucosa by reversesdration—polymerase chain
reaction (RT-PCR). The protein level was examingdiramunohistochemistry and
Western blot staining.

RESULTS: The high expression ldfF-1a, VEGF, CXCR4vas found in 75.0; 71.0 and
64% tumors respectively. The mean levels of MRNAAH-1a, VEGF and CXCR4
were significantly up-regulated in primary tumorsmpared to the normal mucosa
(p=0.0044, p=0.0247, p=0.0052). The low expressibEGLNIand VHL mRNA was
found in 71.0 and 78.0% tumors respectively. Thamievels of mRNA oVHL and
EGLN1 were significantly lower in primary tumors:p50.0357, p=0.0007).
A correlation between the VEGF expression and tusine (p=0.0216) and stage
(p=0.0441) was found. In addition CXCR4 expressoamrelated with lymph node
metastases (p=0.0237) and stage (p=0.0054). TheFV&@ression correlated with
microvessel density (MVD) (p=0.0256). The medialtoi@-up period was 27.5 months
(range: 0.5-58 months). Overall 3-year survivakratas 46.4%. The 3-year survival
rate in the patients with higgXCR4mRNA expression was significantly lower than in
those patients with lol XCR4expression, p = 0.0089.

CONCLUSIONS: HIF-1a, EGLN1, VHL, VEGF, CXCR#glay an important role in
progression in gastric cancer, and the expresdidEGF and CXCR4 are up-regulated
in advanced tumors. The analyzed genes, espe@&iFR4 may be important markers
when assessing the prognosis of gastric cancesmatiThere is a need to continue the
analysis of the role dfilF-1a, EGLN1, VHL, VEGF, CXCRgenes in gastric cancer.
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Since the overexpression of VEGF and CXCR4 is aependent risk factor of bad
prognosis it is necessary to analyze the effectisenof targeted therapy in gastric

cancer treatment.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AJCC - Amerykaski Komitet do Walki z Rakiem (andmerican Joint Committee
on Cancey

ANG - angiogenina (angngiogenin

APC - gen supresorowy zezany z rodzina polipowatdcia gruczolakow (ang.
adenomatous polyposis cpli

ARNT (HIF-1B) - podjednostkg czynnika indukowanego hipoksjl (ang.aryl

hydrocarbon nuclear translocatpr

Bcl-2 - biatko o funkcji antyapoptotycznej (arigrcell lymphoma @

bFGF - czynnik wzrostu dla fibroblastow (amgsic fibroblast growth factgr

bHLH - domena helisagtla-helisa podjednostki i B czynnika HIF-1 (angbasic
helix-loop-heli}

BMDCs - komorki macierzyste szpiku (arfmpne marrow-derived cells

BRCAZ2 - gen zwizany z rodzinnym wyspowaniem raka piersi

BSA - surowicza albumina wotowa (argpvine serum albumine

CAIX - anhydraza wglanowa IX (angcarbonic anhydrase X

CAXIl -anhydraza wglanowa XllI (angcarbonic anhydrase XiI

CBP/p300 - koaktywator transkrypcji (ar@REB binding protein

CD31 - antygen rinicowania komorkowego (angluster of differentiation

CD34 - antygen rinicowania komoérkowego (angluster of differentiation

CDH1 - gen supresorowy kodigy biatko E-kadheryg (ang.E-cadherin

cDNA - komplementarny DNA (angomplementary DNA

c-erbB2 (HER2/neu) - receptor naskorkowego czynmikaostu (anghuman

epidermal growth factor receptol) 2

c-MET - onkogen kodugy biatko receptorowe dla HGF (angET oncogeh

Cp - “cykl przegtcia” (ang.crossing point

CpG - sekwencje DNA bogate w dinukleotydy CpG (aByG island}

C-TAD - domena transaktywacji czynnika HIF-1 (atrgnsactivation domain

CXCRA4 - receptor dla chemokiny SDF-1 (a@gC chemokine receptor type 4

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy (andeoxyribonucleic acid

dsDNA - dwuniciowy DNA (ang. double-stranded DNA)

ECF - epirubicyna, cisplatyna, 5-Fluorouracyl (angpirubicin, cisplatin,

5-Fluorouracil)
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ECX +B - epirubicyna, cisplatyna, kapecytabinaewhcizumab (angepirubicin,
cisplatin, capecytabine + bevacizumab)

ECX - epirubicyna, cisplatyna, kapecytabina (angpirubicin, cisplatin,
capecytabing

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy (amghylenediaminetetraacetate

EGF - nabtonkowy czynnik wzrostu (arepidermal growth factgr

EMR - endoskopowa resekcja btoglyzowej (angendoscopic mucosal resectjon

EPCs - prekursorowe komoérkiodbtonka (angendothelial progenitur cel)s

EPO - erytropoetyna (angrythropoetin

FAP - rodzinna polipowa#gé gruczolakowa (andamilial adenomatous polypo$is

FIH - czynnik hamujcy HIF-1 kedacy hydroksylaz asparaginylow (ang.factor
inhibiting HIF-1)

GIST - nowotwér pottieliskowy przewodu pokarmowego (angastrointestinal
stromal tumoy

GLUT-1- transporter glukozy typ 1 (anglucose transporter)l

GLUT-3- transporter glukozy typ 3 (anglucose transporter)3

HDGC - dziedziczny rozlany ratotadka (anghereditary diffuse gastric canger

HGF - czynnik wzrostu hepatocytéw (amgpatocyte growth factpr

HIF-1 - czynnik indukowany hipoksj(ang.hypoxia inducible factor)l

HIF-1a - podjednostka czynnika indukowanego hipolsi (ang.hypoxia inducible
factor-1x)

HIF-1B - podjednostk@ czynnika indukowanego hipoksi (ang.hypoxia inducible
factor-15)

HNPCC - dziedziczny niezwzany z polipowatecia rak jelita grubego (ang.
hereditary nonpolyposis colon canger

HNSCC - rak ptaskonabtonkowy gtowy i szyi (angead and neck squamous cell

carcinomg
HRE - element odpowiedzi na hipokgang.hypoxia responsive elemégnt
HRP - peroksydaza chrzanowa (ahgrseradish peroxidaje

IGF-1 - insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (amgsulin-like growth factor 1
IGF-2 - insulinopodobny czynnik wzrostu 2 (amgsulin-like growth factor 2

-1 - interleukina 1 (angnterleukin J
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INT-0116 - badanie randomizowane dotymz skuteczniei zastosowania
okotooperacyjnej chemioradioterapii w leczeniu rak@tadka (ang.
Intergroup 0116
IUAC - Migdzynarodowa Unia do Walki z Rakiem (anigternational Union
Agaionst Cancegr
LDH - dehydrogenaza mleczanowa (alagtate dehydrogenake
LOH - utrata heterozygotyczia (ang.loss of heterozygosity
LOX - oksydaza lizylowa (andysyl oxidasg
MAGIC (MRC STO2 trial) - badanie randomizowane lihzy nad skuteczrioia
zastosowania okotooperacyjnej chemioterapii w leitze
raka zotadka (ang. MCR Adjuvant Gastric Cancer
Infusional Chemotherapy
MAGIC-B (MRC STOS3 trial) - badanie randomizowane | llfazy nad
zastosowaniem okotooperacyjnej chemioterapii
Z lub bez bewacizumabu w leczeniu operacyjnego
raka zotadka i pohczenia zotadkowo-jelitowego
(ang.MRC STO3 Trigl
MLH1 - gen naleacy do grupy genow naprawczych DNA (anglismatch
repairMMG)
MMLV - odwrotna transkryptaza MMLV (andJaloney Murine Leukemia Virjs
MMP14 - metaloproteinaza macierzy zesvakomoérkowej 14 (ang. matrix
metalloproteinase-14
MMP2 - metaloproteinaza macierzy zeswmkomoérkowej 2 (ang. matrix
metalloproteinase
MRC - (angMedical Research Countil
MRNA - matrycowy RNA (angnessenger RNA
MSH2 - gen naleacy do grupy genow naprawczych DNA (angiismatch

repairMMG)

MSH6 - gen naleacy do grupy gendéw naprawczych DNA (angismatch
repairMMG)

MSI - niestabilné¢ mikrosatelitarna (angnicrosatellite instability

NCI - dziat amerykaskiej radowej agencji National Institutes of Health (ang.

National Cancer Institute USA)

NO - tlenek azotu
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NOS - syntaza tlenku azotu (amitric oxide synthage

Nrp-1 - neuropilina 1 (angneuropilin 1)

Nrp-2 - neuropilina 2 (angneuropilin 2

N-TAD - domena trans aktywacji czynnika HIF-1 (atrgnsactivation domain

ODDD -domena  podjednostki  HIFel odpowiedzialna za  degradacj
(ang.oxygen-dependent degradation domain

PAI - inhibitor aktywatora plazminogenu (anqazminogen activator inhibitr

PAS - domena PER-ARNT-SIM podjednostki i B czynnika HIFe (ang.
PER-ARNT-SIV

PBGD - deaminaza porfobilinogenu (apgrphobilinogen deaminakse

PDGF - ptytkowy czynnik wzrostu (anglatelet-derived growth factyr

PHD1 - (EgIn2) hydroksylaza prolinowa typu 1 (ampgolyl hydroxylase domain

protein 1)

PHD2 - (EgInl) hydroksylaza prolinowa typu 2 (ampgolyl hydroxylase domain
protein 2)

PHD3 - (EgIn3) hydroksylaza prolinowa typu 3 (ampgolyl hydroxylase domain
protein 3)

PHDs - enzymy z grupy hydroksylaz prolinowych (apigplyl hydroxylase domain
proteing

PI3K-Akt - $ciezka  sygnalowa  kinazy  3-fosfatydyloinozytolu  (ang.

phosphatidylinositol-3-kinase/Akt
PIGF - tazyskowy czynnik wzrostu (anglacental growth factgr

PMS1 - gen naleacy do grupy genow naprawczych DNA (amgismatch repair

MMG)

PMS2 - gen naleacy do grupy genow naprawczych DNA (amgismatch repair
MMG)

Pol Il - polimeraza Il (angoolymerase )

PVDF - polifluorek winylidenu (angpolyvinylidene fluoride

pVHL - produkt biatkowy genWHL (ang.von Hippel-Lindau protein

RCC - rak jasnokomorkowy nerki (angnal cell carcinoma

RIPA - bufor do izolacji biatek

RT-PCR- reakcja fecuchowa polimerazy DNA z anadizlosci produktu w czasie

rzeczywistym (ang.eal-time PCR
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SDF-1 (CXCL12) - chemokina bech ligandem dla receptora CXCR4 (asggomal
cell-derived factor L
SDS - dodecylosiarczan sodu (asgdium dodecyl sulfate
STK11 - gen supresorowy kodigy biatko kinazy treoninowo-serynowej (ang.
serine/threonine kinase 11
SVEGFR-1 - forma rozpuszczalna receptora czynnikaosiu srédbtonka naczy
typu 1 (angsoluble vascular endothelial growth factor recepidpr
TAF - czynnik odpowiedzialny za angiogeqe® guzie (angtumor angiogenic
factor)
TBE - bufor (angTris/Borate/EDTA
TGFw - transformucy czynnik wzrostu alfa (ang.transforming growth
factor-alphg
TGF{$ - transformujcy czynnik wzrostu beta (anggansforming growth factop)
TNM - klasyfikacja stopnia zaawansowania nowotwomagliwych (ang.Tumour,
Nodes, Metastasgs
t-PA - tkankowy aktywator plazminogenu (atigsue-type plasminogen activator
TSGs - geny supresorowe (afgmor suppressor genes
UICC - Miedzynarodowa Unia do Walki z Rakiem (argnion for International
Cancer Control
uPA - aktywator plazminogenu typu urokinazy (angpkinase-type plazminogen
activator)
UPAR - receptor aktywatora plazminogenu typu urakyn (ang.urokinase-type
plasminogen activator recepfor
VEGF - naczyniowy czynnik wzrostu komoérek endolelyah (ang. vescular
endothelial growth factgr
VEGF-A - naczyniowy czynnik wzrostu komoérek endwatielych typ A (ang.
vescular endothelial growth faktor A
VEGF-B - naczyniowy czynnik wzrostu komorek endist@lych typ B (ang.
vescular endothelial growth factor B
VEGF-C - naczyniowy czynnik wzrostu komorek endaielych typ C (ang.
vescular endothelial growth factor)C
VEGF-D - naczyniowy czynnik wzrostu komorek endatelych typ D (ang.

vescular endothelial growth factor)D
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VEGFR-1 (Flt-1) - receptor czynnika wzrostu komoeatdotelialnych typ 1 (ang.
vascular endothelial growth factor receptor fins-like tyrosyl
kinase-)

VEGFR-2 (FIk-1/KDR) - receptor czynnika wzrostu kérek endotelialnych typ 2
(ang.vascular endothelial growth factor receptor 2; feta
liver kinase-1/Kinase Domain-containing Receptor

VEGFR-3 (FIt-4) - receptor czynnika wzrostu komomatdotelialnych typ 3 (ang.
vascular endothelial growth factor receptor 3; fnetated
tyrosine kinase 4

vHL - choroba von Hippel-Lindau (angon Hippel-Lindau disea¥e

VHL - czynnik von Hippel-Lindau - produkt genu seporowegdvHL (ang.von

Hippel-Linday

VPF - czynnik zwiekszagy przepuszczalrgé naczyr (ang.vascular permeability

factor)

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (anglorld Health Organisation
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