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1. WSTEP
1.1. Rak zoladka, jako problem onkologiczny
1.1.1.  Dane epidemiologiczne
Rak zotadka (carcinoma ventriculi) nalezy do nowotworéw o duzej ztosliwosci

i nadal jest przyczyng znacznej zachorowalnosci i umieralnosci. Zachorowanie na naj-
czestsze nowotwory ztosliwe w Polsce przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Zachorowania na najczestsze nowotwory ztosliwe w Polsce (2010).
Table 1. New cases of the most frequent types of malignant neoplasms in Poland (2010).

Mezczyzni Kobiety

Umiejscowienie N % Umiejscowienie N %
Pluco 14128 21,5 Pier$ 14576 22,2
Gruczot krokowy 8268 12,6 Pluco 5718 8,1
Pecherz moczowy 4539 6,9 Trzon macicy 4820 7,3
Okreznica 4298 6,5 Skéra 4502 6,8
Skora 4177 6,3 Okreznica 3960 6,0
Zotadek 3265 49 Jajniki 3280 5,
Odbytnica 3188 4.8 Szyjka macicy 3270 4,9
Nerka 2469 3,7 Odbytnica 2150 32
Krtan 2075 3,1 Zotadek 1838 2,8
Trzustka 1658 2.8 Trzustka 1695 2.5

Wedlug W. Zatonskiego [267]

W ostatnich latach liczba zachorowan na raka zoladka stopniowo si¢ obniza, stad
plasuje si¢ on u m¢zezyzn i kobiet w drugiej polowie dziesigciu najczgstszych nowotwo-
row, ale nadal w Polsce i na $wiecie, poza Japonia, pozostaje on nowotworem uktadu
pokarmowego o wysokim wspotczynniku umieralnosci, cho¢ obserwuje si¢ staty trend
spadku umieralnosci, co w odniesieniu do Polski przedstawiono na rycinach 112 [2].
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Ryec. 1. Trendy umieralno$ci na nowotwory ztosliwe zotadka w Polsce w latach 1965-2006, pro-
gnoza do 2025 roku (wedhug: Didkowska J., Wojciechowska U., Zatoniski W. ,,Prognozy zacho-
rowan i zgondéw na wybrane nowotwory ztosliwe w Polsce do 2025 roku”, Wyd. Centrum Onko-
logii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie, 2009, s. 20).

Fig. 1. Malignant gastric cancer mortality trends in Poland from 1965 to 2006, a forecast for up
to 2025 (according to: Didkowska J., Wojciechowska U., Zatonski W. ,,Prognozy zachorowan i
zgondw na wybrane nowotwory zto§liwe w Polsce do 2025 roku”, Wyd. Centrum Onkologii —
Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie, 2009, s. 20).
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Rye. 2. Trendy umieralnosci na nowotwory ztosliwe zotadka w Polsce w latach 1965-2006, pro-
gnoza do 2025 roku (wedtug: Didkowska J., Wojciechowska U., Zatonski W. ,,Prognozy zacho-
rowan i zgonow na wybrane nowotwory ztosliwe w Polsce do 2025 roku”, Wyd. Centrum Onko-
logii — Instytut im. Marii Sklodowskiej-Curie w Warszawie, 2009, s. 21).

Fig. 2. Malignant gastric cancer mortality trends in Poland from 1965 to 2006, a forecast for up
to 2025 (according to: Didkowska J., Wojciechowska U., Zatonski W. ,, Prognozy zachorowan i
zgonow na wybrane nowotwory ztosliwe w Polsce do 2025 roku”, Wyd. Centrum Onkologii —
Instytut im. Marii Sklodowskiej-Curie w Warszawie, 2009, s. 21).
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W populacji chorych na raka zotadka obserwuje si¢ réwniez zmiany w strukturze
zachorowalno$ci, ktore polegajg na zmniejszaniu si¢ czgstoSci zachorowan na raka dy-
stalnej czesci zotadka (antrum), a wzroScie czgstosci zachorowan na raka proksymalnej
czesci zotadka (cardia et pars subcardiaca).

1.2.

Etiologia raka zoladka

Wsrdéd czynnikdéw etiologicznych raka zotadka wyrdznia si¢ czynniki endogenne
(wewnetrzne) i egzogenne (zewnetrzne).

Czynniki endogenne:

Hypogammaglobulinemia (zwigksza 50-krotnie ryzyko zachorowania na raka
zotadka)

zapalenie zanikowe btony Sluzowej (gastritis atrophicans)

Choroba Biermera (anemia perniciosa) — wzrost 6-krotny zachorowan na raka
zotadka

e Choroba Menetriera (gastritis atrophicans gigantea) — 10% przypadkow
e Polipy zotadka:

— gruczolaki (adenoma) — 10-15% przypadkow

— hyperplastyczne — 7-9% przypadkow

kikut poresekcyjny zotadka (ewolucja 5-15 lat) — 7-10% przypadkow
przewlektly trawienny wrzdd zotadka (ulcus pepticum chronicum) — 3—4% przy-
padkow

Do czynnikéw egzogennych zaliczane sa:

czynniki zywieniowe (dieta ubogobiatkowa i ubogowitaminowa, azotany
i azotyny, policykliczne weglowodory i aminokwasy aromatyczne w diecie,
spozywanie w duzych ilosciach pokarméw: wedzonych, smazonych szczegdlnie
na grillu, pikantnych, mocno solonych, a takze alkoholu wysokoprocentowego
W czystej postaci i thuszczu zwierzecego)

czynnik dziedziczny

czynnik socjalno-ekonomiczny (niski status materialny, palenie tytoniu, ekspo-
zycja na pyly nieorganiczne, praca przy przetwarzaniu gumy, rafinacji ropy,
przerobee niklu)

czynniki zakazne (zakazenia bakteryjne Helicobacter pylori, zakazenia grzy-
biczne — wytwarzanie aflatoksyn)

Czynniki etiologiczne raka zoladka oddziatuja na prawidtowa btong sluzowa Zolad-
ka i uruchamiaja kaskad¢ zdarzen prowadzaca poprzez zapalenie zanikowe btony §luzo-
wej (gastritis atrophicans) — metaplazje jelitowa — dysplazje — i w koncu do inwazyjne-
go nowotworu. Schemat karcinogenezy raka zotadka przedstawiono na rycinie 3 [5].
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Fig. 3. Gastric carcinogenesis according to Pablo Correa (1988) [5].

1.3. Symptomatologia raka zoladka

Kliniczne objawy raka zotadka mozna podzieli¢ na specyficzne i niespecyficzne.
Dolegliwos$ci dyspeptyczne (zgaga, ,,gniecenie” w dotku podsercowym, okresowe pobo-
lewania w nadbrzuszu), nalezag do objawow niespecyficznych. Do objawow specyficz-
nych raka zotadka zalicza si¢: bole w nadbrzuszu o charakterze ciaglym, bole poposit-
kowe, utrate apetytu, nudno$ci, chudnigcie, krwawienie z gérnego odcinka przewodu
pokarmowego, dysfagie, niedokrwisto$¢ z niedoboru zZelaza, wyczuwalny guz w nad-
brzuszu.

Gdy pacjent zgtasza objawy specyficzne, nowotwor jest zwykle w stadium zaawan-
sowanym, trudnym do radykalnego leczenia.

1.4. Diagnostyka raka zoladka

W rozpoznawaniu raka zotadka obowigzuje wykonanie badan zasadniczych, do kto-
rych zalicza si¢: badanie radiologiczne gérnego odcinka przewodu pokarmowego i ba-
danie gastroskopowe z pobraniem od 3 do 5 reprezentatywnych wycinkdéw, w celu usta-
lenia przedoperacyjnego rozpoznania histopatologicznego.

Ponadto, przy braku przeciwwskazan do leczenia z tytutu stanu ogdlnego, wykony-
wane sg badania ustalajace stopien zaawansowania klinicznego nowotworu (staging):
badanie radiologiczne klatki piersiowej, badanie ultrasonograficzne jamy brzusznej,
ultrasonografia endoskopowa (EUS), tomografia komputerowa (TK) lub, w przypadkach
watpliwych, rezonans magnetyczny (MRI), ewentualnie laparoskopia.
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1.5. Klasyfikacja histopatologiczna nowotwordow zlosliwych zoladka

(wg WHO, 1990)

Nowotwory ztosliwe zotadka pochodzenia nabtonkowego (raki):
e Gruczolakorak (Adenocarcinoma)
— brodawkowaty (Adenocarcinoma papillare)
— cewkowy (Adenocarcinoma tubulare)
— Sluzowy (Adenocarcinoma mucinosum)

W opisie badania histopatologicznego podawany jest rowniez stopien zréznicowania

sygnetowatokomorkowy (Signet-ring Cell Carcinoma)

Rak gruczotowo-ptaskonabtonkowy (Carcinoma adenosquamosum)
Rak ptaskonabtonkowy (Carcinoma planoepitheliale)

Rak drobnokomérkowy (Carcinoma microcellulare)

Rak niezréznicowany (Carcinoma nondifferentiatum)

histologicznego — cecha G (grade). Wyrdznia si¢ nastepujace stopnie:

G1 — wysokozréznicowany
G2 — $redniozrdéznicowany

G3 — niskozr6znicowany

1.6. Klasyfikacja Laurena

typ jelitowy (¢ypus intestinalis) — wzrost rozprezajacy

typ rozlany (¢#ypus diffiisus) — wzrost naciekajacy

Tabela 2. Zasadnicze cechy typow raka zotadka wedtug klasyfikacji Laurena.
Table 2. The basic characteristics of gastric cancer types according to Lauren classification.

Cechy

Typ raka rozlany

Typ raka jelitowy

wiek

wzglednie mtodzi

wzglednie starsi

pte¢: kobieca/mgska

okoto 1

>1

lokalizacja

cze$¢ proksymalna

cze$¢ dystalna

czynnik grupy krwi

grupa ,,A”

czynniki predysponujace

niedokrwisto$¢ ztosliwa
hypogammaglobulinemia

zapalenie zanikowe btony
sluzowej, metaplazja
jelitowa

posta¢ makroskopowa

Owrzodziata

polipowata

rokowanie

Zle

lepsze
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Cechy Typ raka rozlany Typ raka jelitowy
czynnik dziedziczny +++ +
czynnik $rodowiskowy + +++

Wedtug: A.Szawtowski, Wyktad: ,,Leczenie skojarzone nowotworéw przewodu pokarmowego”,
IX Polska Szkota Onkologii, 1998 — za zgoda Autora.

Dla celow badan epidemiologicznych, a takze z uwagi na implikacje kliniczne, zna-
lazta zastosowanie klasyfikacja rakow zoladka wedtug Laurena, dzielgca raki zotadka na
typ jelitowy (intestinalis) 1 typ rozlany (diffusus). Typ jelitowy przypomina histologicz-
nie raka jelita cienkiego lub grubego i sktada si¢ gtownie z pojedynczych, rozproszonych
komoérek gruczotowych, rzadko tworzacych struktury gruczolowe. Zlokalizowany jest
zwykle w czgsci przedodzwiernikowej zotadka (antrum). Czgsto towarzyszy mu zani-
kowe zapalenie btony $§luzowej zoladka (gastritis atrophicans) i metaplazja jelitowa
(metaplasia intestinalis), czyli przeksztalcenie si¢ dojrzatej blony $luzowej zotadka
w rownie dojrzatg btone sluzowg jelita grubego lub cienkiego. Cechuje go lepsze roko-
wanie od typu rozlanego oraz trend malejacy czestosci wystepowania odpowiadajacy
zmniejszajacej si¢ zachorowalnosci na raka zotadka na Swiecie. W Polsce czgsciej wy-
stepuje typ jelitowy raka zoladka, zwlaszcza u starszych me¢zezyzn.

Typ rozlany raka zotadka jest czgsciej spotykany u miodych kobiet. Zlokalizowany
jest zwykle w gornej czesci zotadka. Rokowanie w typie rozlanym jest gorsze w stosun-
ku do typu jelitowego.

1.7. Rak wczesny i zaawansowany

Termin ,,wczesny rak zotadka” wprowadzony zostat w 1979 roku przez Japonskie
Towarzystwo Gastroenterologiczne [144] dla okreslenia postaci raka zotadka o nacieku
powierzchownym — zajmujacego wytacznie bton¢ §luzows i podsluzowa bez wzgledu na
zasigg w plaszczyznie poziomej i zajgcie weztow chlonnych. Dzigki postepowi technik
obrazowania i wprowadzeniu do praktyki klinicznej ultrasonografii endoskopowej
(EUS) podzielono dodatkowo wezesnego raka zotadka na:

e naciek obejmujacy tylko warstwe §luzowa $ciany zotadka (tzw. rak wewnatrz-
Sluzéwkowy; ep — epithelial lesion)

e naciek dochodzacy, ale nieprzekraczajacy warstwy migsniowej blony Sluzowe;j
(mm — muscularis mucosae lesion)

e naciek dochodzacy, ale nieprzekraczajacy warstwy podsluzowej $ciany zotadka
(sm — submucosal lesion)

Podziatl ten ma wyrazne implikacje kliniczne. W warstwie Sluzowej nie ma naczyn
chtonnych, dlatego tez nacieki nieprzekraczajace tej warstwy stwarzaja pewnos¢, co do
wyleczenia (100% wyleczalno$ci) nawet przy zastosowaniu zabiegdw miejscowych (np.
wycigcie droga endoskopowa). Nacieki dochodzace do warstwy mig$niowej btony $lu-
zowej (mm) i do warstwy podsluzowej (sm), z uwagi na obecno$¢ naczyn chtonnych
srodsciennych stwarzaja ryzyko wystapienia mikroprzerzutow w wezlach chionnych
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regionalnych, a szerzac si¢ rowniez w plaszczyznie poziomej (rak szerzacy si¢ powierz-
chownie), teoretycznie moga obejmowaé cala dtugos¢ zotadka. Dlatego tez w takich
przypadkach zabieg chirurgiczny, jako zasadnicza metoda leczenia, powinien obejmo-
wac swym zakresem odpowiednig dtugosé $ciany zotadka (catkowita lub prawie catko-
wita resekcja zotadka) wraz z regionalnymi weztami chtonnymi.

Za posta¢ ,,zaawansowang” raka zotadka uwaza si¢ kazdy naciek przekraczajacy
warstwe¢ podsluzowa i penetrujacy warstwe migsniowa i dalej w glab warstwe surowicza
i tkanki otaczajace.

Zaawansowanego raka zotadka nie mozna wyleczy¢ we wszystkich przypadkach
stosujac wyltacznie jedng metode glowna (zabieg operacyjny) i dlatego, w poszukiwaniu
dodatkowych metod terapeutycznych dla poprawy wynikow leczenia chirurgicznego
wprowadzono termin ,,miejscowo zaawansowany rak zotadka” (locally advanced gastric
cancer — LAGC), dla ktorego w ramach badan klinicznych moze by¢ zastosowanie do-
datkowe leczenie przed- i/lub pooperacyjne.

Raka wczesnego i zaawansowanego zilustrowano graficznie na rycinie 4.

Blona shizowa
(Tumica mucosa)
> Rak
Warstwa miesniowa blony shzowe wcC Zesny
(Tela muscularis mucosae)
Warstwa podshizowa
(Tela submucesa)

Blona migéniewa wiasciva
(Tunica muscularis propria)

Rak
zaawansowany

® @

Warstwa podsurowicza
(Tela subserasa)
Blona surewicza
(Tunica serosa)

®

Thiszez ckolozoladkowy

Rye. 4. Rak wczesny i zaawansowany — naciekanie w glab $ciany zotadka. (wedtug A. Szawlow-
ski, Wyktad: ,,Leczenie skojarzone nowotworéw przewodu pokarmowego”, IX Polska Szkota
Onkologii, 1998 r. — za zgoda Autora).

Fig. 4. Early and advanced cancer — stomach wall infiltration.
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1.8. Klasyfikacja makroskopowa (endoskopowa) rakow:
wczesnego i zaawansowanego

A

I wypukty
lla powierzchowny uniesiony

Ilb powierzchowny ptaski

Il drazacy \ /

Ryec. 5. Typ endoskopowy nacieku wezesnego raka zotadka — wedtug klasyfikacji japonskiej.
Fig. 5. Endoscopic type of infiltration in early gastric cancer according to Japanese

classification.

Typ1 Polipowaty guz bez owrzodzen.

1 T et L LTI

Typ 2 Owrzodziaty ograniczony o uniesio-
nych brzegach i ostrym ograniczeniu

Typ3 Owrzodzialy rozpetzty o uniesionych
brzegach i rozlanym wzro$cie

Typ 4 Naciekajacy Sciany (/intis plastica)

B AR el
oL gilgibd. it

Ryec. 6. Typ endoskopowy nacieku zaawansowanego raka zotadka — wedhug klasyfikacji

Bormanna.
Fig. 6. Endoscopic type of infiltration in advanced gastric cancer according to Borrmann

classification.
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1.9. Klasyfikacja topograficzna raka polaczenia przelykowo-zoladkowego

Ryec. 7. Klasyfikacja topograficzna raka potaczenia przelykowo-zotadkowego wedlug Miedzy-
narodowego Stowarzyszenia do Badan Raka Zotadka — IGCA (J.R. Siewert), 1997.

Fig. 7. Topographic classification of gastroesophageal junction cancer according to the
International Gastric Cancer Association (J.R. Siewert), 1997.

Linig graniczng pomi¢dzy przetykiem a zotadkiem jest linia Z. W tym miejscu od
strony przetyku konczy si¢ nabtonek ptaski (podtoze dla rakéw plaskonabtonkowych) i
dalej od strony zotadka zaczyna si¢ nablonek walcowaty (podtoze dla rakéw gruczoto-
wych). Zwykle na wysokosci linii Z znajduje si¢ tez anatomiczne miejsce przej$cia prze-
lyku w zotadek, zwane ujsciem wpustkowym (ostium cardiacum) lub wpustem (cardia).
Przede wszystkim dla celow taktyki chirurgicznej ustalono klasyfikacje topograficzng
potaczenia przetykowo-zotadkowego zaakceptowang przez Migdzynarodowe Stowarzy-
szenie do Badan Raka Zotadka (International Gastric Cancer Association — IGCA). Kla-
syfikacja ta powstala réwniez w oparciu o obserwacje kliniczne wystegpowania w tej
okolicy rakéw gruczotowych (adenocarcinoma). Jako obszar, gdzie wystepuja raki wpu-
stu (typ II raka potaczenia przetykowo-zoladkowego) przyjeto odcinek 2 centymetrow
ponad i 2 centymetroéw ponizej linii Z. Rak okolicy podwpustowej (typ III raka potacze-
nia przelykowo-zotadkowego) zlokalizowany jest od drugiego centymetra ponizej linii Z
do 5 centymetréw od tego poziomu (tj. 7 centymetrow ponizej linii Z). W przypadku zas
rakow gruczolowych przelyku typu Barretta (typ I raka potaczenia przetykowo-
zotadkowego) zlokalizowane sg one, poczynajac od poziomu drugiego centymetra ponad
linig Z do 5 centymetréw od tego poziomu (tj. zwykle do 7 centymetréw ponad linig Z).
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1.10. Klasyfikacja kliniczna raka zoladka — TNM,
wg Miedzynarodowej Unii Przeciwrakowej (UICC, 1997)

Cecha T (tumor — guz) (ryc. 4)

TO — nie stwierdza sie guza pierwotnego

Tis — rak przedinwazyjny (carcinoma in situ)

T1 — guz nacieka blong $§luzowg lub warstwe podsluzowg $Sciany zotadka

T2 — guz nacieka warstwe mie$niowa wiasciwa (muscularis proprium) lub warstwe pod-
surowicza

T3 — guz nacieka btong surowicza

T4 — guz nacieka przylegte struktury

Cecha N (noduli — okoliczne wezty chlonne)

Nx — nie mozna oceni¢ okolicznych weztow chtonnych

NO — brak przerzutéw do weztow chtonnych

N1 — przerzuty w 1-6 regionalnych weztach chtonnych

N2 — przerzuty w 7-15 regionalnych weztach chlonnych

N3 — przerzuty w wigcej niz w 15 regionalnych weztach chtonnych

Cecha M (metastases — przerzuty odlegte)

Mx — nie mozna oceni¢ przerzutéw odleglych
MO — brak przewrotow odlegtych
M1 — obecne przerzuty odlegle

Kategorie histologiczne (grade — stopien histologicznego zréznicowania)

Gx — brak oceny

G1 — rak dobrze zr6znicowany
G2 — rak $rednio zréznicowany
G3 —rak nisko zréznicowany
G4 — rak niezroznicowany

1.11. Stopnie zaawansowania raka zoladka

Tabela 3. Stopnie zaawansowania raka zotadka w oparciu o klasyfikacje TNM/ pTNM.
Table 3. Gastric cancer staging according to TNM/ pTNM classification.

Stopien zaawansowania | TNM /pTNM

1A T1 NO MO
B T1 N1 MO; T2 NO MO

11 T1 N2 MO; T2 N1 M0; T3 N0 M0
MIA T2 N2 MO; T3 N1 MO; T4 NO MO
1IB T3 N2 MO

v T4 N1 i zawsze, gdy M1 lub N3
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1.12. Drogi rozsiewu raka zoladka
Drogi rozsiewu raka zotadka przedstawiono graficznie na rycinie 8.

10%

D@ Naciekanie przez ciaglosé (T4)
# Trzustka

Okreznica

Watroba

Pecherzyvk zélciowy
» Sledziona

[[g Rozsiew ukladem limfatycznym (N+) — 70% )\ ’@1
» Wezly chlonne

[@ Rozsiew ukladem krwionosnym (M1) —— 10%
» Watroba

Phuco Rola

Nadnercze > chemioterapii

Jajnik radioterapii

Kosci

Rola chirurgii

YNV

A

VY VNY

Tarczyca
# Skora
[[[g Rozsiew $rodotrzewnowy (M1)

» Carcinosis peritonei

10% )

Ryec. 8. Drogi rozsiewu raka zotadka.
Fig. 8. Ways gastric cancer can spread.

1.12.1. Rozsiew raka Zolgdka drogq uktadu chtonnego

Bogate unaczynienie chtonne zoladka ttumaczy duza czgstos¢ wystepowania prze-
rzutow raka zoltadka do wezldw chlonnych, zaré6wno regionalnych, jak i pozaregional-
nych. Czesto$¢ wystepowania przerzutow w weztach chtonnych u chorych na zaawan-
sowanego raka zotadka oceniana jest na ponad 70%.

Rozsiew drogg uktadu chtonnego nalezy do jednego z zasadniczych sposoboéw roz-
siewu raka zotadka, co w istotny sposob wplywa na taktyke leczenia i rokowanie. Na
uktad chtonny Zotadka sktadaja si¢ naczynia chlonne $rédscienne (vasa lymphatica in-
tramuralia) oraz naczynia i wezty chtonne potozone na zewnatrz $ciany zotadka (vasa et
nodi lymphatici extramurales). W$r6d naczyn chlonnych §rodsciennych najbogatsza jest
sie¢ chtonna §rodmigénidéwkowa i podsurowicza. Dlatego guz wnikajacy do tych warstw
stwarza znaczne ryzyko przerzutoéw do wezlow chlonnych. Japonskie Towarzystwo do
Badan nad Rakiem Zoladka na podstawie wielu lat badan podzielito wezty chtonne zo-
fadka, w ktérych mogg znajdowac si¢ przerzuty, na 4 grupy. Grupa | odpowiada katego-
rii N1 wedtlug UICC (tzw. wezly chtonne okotozotadkowe), grupa 2 odpowiada kategorii
N2 wedlug UICC, grupa 3 okres$lana jest w piSmiennictwie, jako kategoria N3,
a grupa 4 jako kategoria N4. Podziat weztéw chlonnych raka zotadka w poszczegdlnych
grupach i wedtug statych numerow zilustrowany jest w tabelach 4-6 (wedlug Japonskie-
go Towarzystwa do Badaf nad Rakiem Zotadka — JRSGC, 1995).
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Tabela 4. Uktad chtonny Zotadka — wezty chtonne grupy 1.
Table 4. Lymphatic system of the stomach — group 1 lymph nodes.

Nr Grupa 1 N1 (wg ICC)

1 wpustowe prawostronne

2 wpustowe lewostronne

3 krzywizny mniejszej

4 krzywizny wigkszej:

4sa | naczyn krotkich

4sb | tetnicy zotadkowo-sieciowej lewej
4d tetnicy zotadkowo-sieciowej prawej
5 Nadodzwiernikowe

6 Pododzwiernikowe

Tabela 5. Uktad chtonny Zotadka — wezty chtonne grupy 2.
Table 5. Lymphatic system of the stomach — group 2 lymph nodes.

Nr Grupa 2 N2 (wg UICC)

7 tetnicy zoltadkowej lewej

8a tetnicy watrobowej wspdlnej (przednio-goérna grupa)
9 pnia trzewnego

10 wneki §ledziony

11 tetnicy $ledzionowe;j

Tabela 6. Uktad chtonny Zzotadka — wezly chtonne grupy 3.
Table 6. Lymphatic system of the stomach — group 3 lymph nodes.

Nr Grupa 3 N3 (M1 LYM wg UICC)

8p tetnicy watrobowej wspolnej (tylna grupa)

12 wig¢zadta watrobowo-dwunastniczego

13 glowy trzustki (tylna powierzchnia)

14v zyly krezkowej gornej

14a tetnicy krezkowej gornej

15 tetnicy okrezniczej Srodkowe;j

20 rozworu przetykowego przepony

110 przyprzetykowe $rodpiersia dolnego (regionalne dla raka
wpustu)

111 nadprzeponowe (regionalne dla raka wpustu)
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Tabela 7. Uktad chtonny Zotadka — wezly chtonne grupy 4.
Table 7. Lymphatic system of the stomach — group 4 lymph nodes.

Nr Grupa 4 N4 (M1 LYM wg UICC)

16 wokot aorty brzuszne;j

17 glowy trzustki (przednia powierzchnia)

18 dolnego brzegu trzustki

19 podprzeponowe rozworu aorty

Zaleznos¢ pomiedzy glebokoscia naciekania guza w glab $ciany zotadka a wyste-
powaniem przerzutow do weztow chlonnych przedstawiono na rycinie 9.

pN(+)

5% (mm)

pTl I
20 % (sm)

pT2 | 40 % (mp)

pT3 |
pT4

| 70 % (ss)
90 % (s)

Ryec. 9. Wplyw naciekania guza w glab Sciany Zzoladka na wystgpowanie przerzutow do weztow
chlonnych; mm — warstwa btony mig$niowej blony $luzowej, sm — warstwa podsluzowa,

mp — warstwa mig$niowa wlasciwa, ss — warstwa podsurowiczna, s — warstwa surowiczna.

Fig. 9. Impact of tumour infiltration of the stomach wall on the metastasis to lymph nodes;

mm — muscular layer of the mucosa (lamina muscularis mucosae), sm — submucosal layer (lamina
submucosa), mp — proper muscular layer (lamina muscularis propria), ss — subserous layer (lami-
na submucosa), s — serous layer (lamina serosa).

Z ryciny 9 wynika, ze im glebiej wnika naciek w glab $ciany zotadka, tym wigksze
jest prawdopodobienstwo obecnosci przerzutow w weztach chtonnych. Ten fakt, jak i
generalnie 70% ryzyko wystapienia przerzutoéw do wezlow chionnych w zaawansowa-
nym raku zotadka, jest istotnym argumentem za konieczno$cig wykonywania limfade-
nektomii w leczeniu z intencjg wyleczenia raka zotadka.

1.13. Strategia leczenia raka zoladka

Rak zotadka nalezy do grupy nowotworéw litych i w tych przypadkach chirurgiczne
leczenie byto, jest i przez dluzszy czas na pewno bedzie gldéwna metodg leczenia. Che-
mioterapia i/lub radioterapia majg znaczenie pomocnicze, jako leczenie przedoperacyjne
(neo-adiuwantowe) lub pooperacyjne (uzupetniajgce — adiuwantowe).

Aktualny schemat leczenia raka zotadka w zaleznosci od stopnia zaawansowania
wedhug klasyfikacji TNM przedstawiono na rycinie 10.
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chirurgia

j endoskopowa 1
—l— chirurgia J_

stopien | —— zaawansowanie miejscowe obserwacja

chemioterapia

stopien 11 (her2-+)
zaawansowanie Neo-adiuwant R T
. —_— ) —— chirurgia — adiuwant
loko-regionalne (Trial) —I_ E
stopieit 111 chemio-
radioterapia
paliatywna chirurgia —|_

stopien 1V opieka terminalna
|_ paliatywna chemioterapia

Ryc. 10. Schemat leczenia raka zotadka (modyfikacja, wedlug A. Szawlowski. Nowotwory goérne-
go odcinka uktadu pokarmowego, W: A. Kutakowski, E. Towpik (red.). Zasady rozpoznawania
i leczenia nowotworow. Wyd. PFESO, Warszawa 1997) [4].

Fig. 10. Gastric cancer treatment scheme (modification, according to: A. Szawlowski. Nowotwo-
ry gornego odcinka uktadu pokarmowego, W: A. Kutakowski, E. Towpik (red.). Zasady rozpo-
znawania i leczenia nowotworow. Wyd. PFESO, Warszawa 1997) [4].

Do podstawowych elementdw strategii leczenia raka zotadka naleza:
1. taktyka onkologiczna;
2. taktyka chirurgiczna.

1.13.1.  Taktyka onkologiczna leczenia raka Zolgdka

Podstawowe elementy taktyki onkologicznej w leczeniu raka zoladka przedstawiono
zbiorczo na rycinie 11.

[ Diagnostyka

T Ocena stanu ogolnego (skala Karnofsky ego / WHO):

7 wydolost ukladu krazeniowo-oddechowego
# wydolnos¢ watroby i nerek } OPLRACYINOSC
# ocena stanu odzywicnia

(& Stopniowanie(TNM) RESEKCYINOSC

([~ Postgpowanic przedoperacyjne
# onkologiczne (chemio- i/Tub radioterapia) -
(neo-adiuwant. indukcja regresji) }’@‘
# wspomagajace szruczne odryvwianie (poza- i lub dojelitowe)
Ocene efektow przedoperacvinego leczenia onkologicznego (re-staging)
& leczenie chirurgiczne:
# 7 mtencja wyleczema (radvkalne)
# paliatywne (nieradvkalne)
([EF Postepowanie pooperacyjne:
# onkologiczne (chemio- ilub radioterapia) -» adiuwant
# sztucane oddywianic (poza- ilub dojelitowe) } ’@‘
» antybiotvkoterapia
# profilakivka zakrzepowo-zatorowa
# profilakrvka mewvdolnosci krateniowo-oddechowej
(& Monitorowanie leczenia

Rye. 11. Taktyka onkologiczna w leczeniu raka zotadka.
Fig. 11. Oncological tactics in gastric cancer treatment.
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Punktem wyj$ciowym taktyki onkologicznej jest diagnostyka majaca na celu ustale-
nie rozpoznania mikroskopowego, nast¢pnie ocena stanu ogdlnego, aby ustali¢ czy chory
bedzie si¢ kwalifikowat do leczenia operacyjnego (tzw. ,,operacyjnosc”), potem ustale-
nie stopnia zaawansowania wedlug TNM, aby okresli¢ z jednej strony techniczne moz-
liwosci resekcji (tzw. ,,resekcyjnosc”) oraz ewentualna potrzeba leczenia przedoperacyj-
nego (neco-adiuwantowego lub indukcyjnego), nastgpnic w przypadku skojarzonego
leczenia oceni¢ efekty przedoperacyjnego leczenia (re-staging), potem gldwna metoda
leczenia w postaci leczenia chirurgicznego (radykalnego lub paliatywnego), nastgpnie
pooperacyjne postepowanie aby wyprowadzi¢ chorego z zagrozen wywotanych rozlegta
operacja (sztuczne odzywianie: poza- i/lub dojelitowe, antybiotykoterapia, profilaktyka
zakrzepowo-zatorowa, profilaktyka niewydolnosci krazeniowo-oddechowej), a po
otrzymaniu wyniku badania histopatologicznego ustalenie wskazan do onkologicznego
leczenia uzupetniajacego (adiuwant) i na koniec monitorowanie efektow leczenia, aby
kontrolowa¢ dalszg ewolucj¢ choroby i w przypadku nawrotu nowotworu (wznowa
miejscowa i/lub przerzuty) ustali¢ mozliwosci dalszego leczenia.

Zwiazany z tym onkologicznym postgpowaniem proces decyzyjny, zbiorczo przed-
stawiono na rycinie 12.

RTG |—>| Endoskopia + Biopsja | DIAGNOSTYKA
| USG/EUS |
| CTri’ET | STOPNIOWANIE
Biopsja szpiku } .......................................... "l (Sfagi"g)

Neo-adiuwant
(trial)

e T
CHIRURGIA (D2) -/ LECZENIE PALIATYWNE
| (resckejaR0) | chth rih/ehth (chirurgia +/- chemioterapia)

H
@ Chemioterapia dootrzewnowa
(trial)
Adiuwant Obserwacja

Chth s \
HEx2+ rth/chth

H=ZENOH™

Rye. 12. Proces decyzyjny w przypadku raka zotadka.
Fig. 12. Decision-making process in gastric cancer.
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1.13.2. Taktyka chirurgiczna leczenia raka 7olgdka

Kluczowe elementy chirurgicznej taktyki leczenia raka zotadka przedstawiono na
rycinie 13.

<3 Bezpieczny mareines chirurgiczny
(Resectio ventriculi totalis subtotalis)

proksvmalny  dvstalny - radialny

—

-

Resekeja RO > Wyniki leczenia

(S-letnie przezycie)

% Usunigeie wezlow chlonnyceh
(lhmfadenektoma D2)

na ZLabiegi rozszerzone (T4) J

<3 Metody rekonstrukep — Jakosé zyeia

Rye. 13. Kluczowe elementy chirurgicznej taktyki leczenia raka zotadka.
Fig. 13. Key elements of surgical treatment tactics in gastric cancer.

Pierwszym zasadniczym elementem chirurgicznego leczenia raka Zzotadka jest uzy-
skanie bezpiecznego chirurgicznego marginesu (klasyfikacja R; RO — brak komoérek
nowotworowych w marginesie proksymalnym i dystalnym, R1 — obecne w badaniu
mikroskopowym komorki nowotworowe w marginesie proksymalnym i/lub dystalnym,
R2 — margines proksymalny i/lub dystalny mikroskopowo niedoszczetny. Wada tej kla-
syfikacji jest brak okreslenia istotnego marginesu radialnego). Obowiazujagce w tym
wzgledzie wytyczne radykalnej onkologicznie chirurgii przedstawiono na rycinie 14.

[g Guz wpustu: obwodowo minimum 6 cm sciany zoladka 7
usunigeiem krzywizny mniejszej
¢ proksymalnie 4 cm sciany przelvku
(Resectio ventriculi subtotalis superior)

L@ Guz trzonu: calkowite wycigecie zoladka
4 (Gastrectomia)

| g Guz czesel przedodiwiernikowej: proksymalnie minimum 6 em Sciany
zoladka z usunigciem krzywizny mniejsze)
+ dystalnie 2 cm $ciany dwunastnicy
(Resectio ventriculi subtoralis inferior)

Ryec. 14. Wytyczne dla zapewnienia bezpiecznego marginesu chirurgicznego w leczeniu raka
zotadka
Fig. 14. Guidelines for the provision of a safe surgical margin in gastric cancer treatment.
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Podstawowe elementy tkankowego bloku usuwanego podczas okreslonej jako onko-
logicznie radykalna (doszczgtna) operacja z powodu raka zotadka przedstawiono zbio-
rowo na rycinie 15.

@ Zoladek

1 Usuniecie sieci wiekszej
(=& Usuniecie sieci mniejszej
& Bursektomia

& Splenektomia (opcjonalnie)
°¥ Limfadenektomia D2*

* Wymagania mninimalne (IGCA — International Gastric Cancer Association, 1997):
* 15 w/ch w preparacie dla ustalenia stopnia zaawansowania pTNM

+ 25 w/ch w preparacie aby uzna¢ zabieg za radykalny

Rye. 15. Elementy operacji radykalnej z powodu raka zotadka.
Fig. 15. Elements of radical surgery due to gastric cancer.

W przypadku usuwania zotagdka wraz z guzem zakres zabiegu dotyczy zwykle cal-
kowitego wycigcia zotadka (gastrectomia totalis) lub prawie catkowitego wycigcia zo-
tadka gornego (resectio ventriculi subtotalis superior) albo prawie catkowitego wycigcia
zotadka dolnego (resectio subtotalis ventriculi inferior). Tetnice zotadkowa lewa (arte-
ria gastrica sinistra) nalezy w kazdym przypadku podwigza¢ na wysokosSci pnia trzew-
nego (truncus coeliacus).

Drugim zasadniczym elementem radykalnego chirurgicznego leczenia raka zotadka
jest usunigcie regionalnych weztéw chtonnych (limfadenektomia). Za obecnie obowia-
zujacy minimalny chirurgiczny standard uwaza si¢ limfadenektomi¢ D2 (wezty chlonne
okolozotadkowe, wzdtuz tetnicy watrobowej wspodlnej, pnia trzewnego). Zakres limfa-
denektomii w raku zotadka graficznie przedstawiono na rycinie 16.

Dl @
D2 ®®

D3 eo®@®

Ryec. 16. Zakres limfadenektomii w radykalnym leczeniu raka zotadka.
Fig. 16. Scope of lymphadenectomy in the radical treatment of gastric cancer.
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Przerzuty odlegle (M1 HEP. PUL, BRA itd)

KRYTERIUM Rozsiew srodotrzewnowy (M1 PER)
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» gastrostomia
» jejunostomia
Ryec. 17. Typy paliatywnych operacji wykonywanych u chorych z rakiem zotadka.
Fig. 17. Types of palliative surgeries in patients with gastric cancer.

W przypadku kiedy chory zglasza si¢ do leczenia w rozsianym stadium raka zotad-
ka, mozna jedynie zaproponowaé operacj¢ paliatywng. Typy paliatywnych operacji
i wskazania do nich przedstawiono na rycinie 17.

1.13.3.  Metody rekonstrukcji cigglosci przewodu pokarmowego po operacji
z powodu raka Zolgdka

W przypadku chirurgicznego leczenia raka zotadka resekcja decyduje o wynikach
leczenia (kryterium: przezycie 5-letnie), a rekonstrukcja cigglo$ci przewodu pokarmo-
wego o jakos$ci zycia chorego (drugi zasadniczy element skuteczno$ci onkologicznego
leczenia).

Preferowane przez Autora metody rekonstrukcji cigglosci przewodu pokarmowego
w zalezno$ci od zakresu resekcji przedstawiono na rycinach 18-22.

D[g Prawie calkowite wyciecie zoladka:
—» Resectio subtotalis superior —» sposob Longmire-Henley™®

sposob Roux-en-Y*
—» Resectio subtotalis mferior‘< sposdb Billroth 1
sposob Hofmeister-Finsterer

D@’ Catkowite wyciecie zoladka (Gastrectomia):
— sposob Roux-en-Y#
— sposob Longmire-Henley*

* standard Autora

Ryec. 18. Preferowane metody rekonstrukcji ciggltosci przewodu pokarmowego po operacji
z powodu raka zotadka.
Fig. 18. Preferred methods of reconstruction of the digestive tract continuity after gastric cancer

surgery.
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—

Ryec. 19. Rekonstrukcja sposobem Billroth I (anastomosis gastro-duodenalis) po prawie

catkowitym dolnym wycieciu zotadka.
Fig. 19. Billroth I reconstruction (anastomosis gastro-duodenalis) after subtotal lower

gastrectomy.

Ryec. 20. Rekonstrukcja sposobem Hofmeister-Finsterer (gastro-jejunoanastomosis retrocolica) po
prawie catkowitym dolnym wycigciu zotadka.
Fig. 20. Hofmeister-Finsterer reconstruction (gastro-jejunoanastomosis retrocolica) after subtotal

lower gastrectomy.
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Ryc. 21. Rekonstrukcja sposobem Roux-en-Y (anastomosis oesophago-jejunalis termino-lateralis
cum jejuno-jejunoanastomosis termino-/latero-lateralis) po catkowitym wycigciu zotadka.

Fig. 21. Roux-en-Y reconstruction (anastomosis oesophago-jejunalis termino-lateralis cum jejuno-
Jejunoanastomosis termino-/latero-lateralis) after total gastrectomy.

Ryec. 22. Rekonstrukcja wstawka jelitowa sposobem Longmire-Henley (anastomosis oesophago-
Jjejunalis termino-lateralis cum jejuno-duodenoanastomosis termino-terminalis) po catkowitym
wycigciu zotadka

Fig. 22. Longmire-Henley reconstruction with an intestinal insert (anastomosis oesophago-
Jjejunalis termino-lateralis cum jejuno-duodenoanastomosis termino-terminalis) after total
gastrectomy
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1.13.4. Wpyniki leczenia raka Zolgdka

Najlepsze wyniki leczenia raka zotadka uzyskuje si¢ w Japonii, gdzie udoskonalono
system wczesnej diagnostyki w oparciu o badania radiologiczne (podwdjny kontrast) i
badania gastroskopowe z celowana biopsja stad wczesne raki zotadka rozpoznaje si¢ w
60-70% przypadkéw, w Europie w ok 20% przypadkéw, zas w Polsce w okoto 8%
przypadkach.

W oparciu o dostgpne statystyczne dane podsumowania szans chorych na 5-letnie
przezycie w raku zotadka zbiorowo przedstawiono na rycinie 23.

= Rak wezesny 80-100%
Leczenic z
intencja

NO — 35-45% : :
Rak zaawansowany < N1 — 20% z:afi;zks:;p)

loko-regionalnie N2 — <5%

0-3%
Leczenie paliatywne

Rak zaawansowany
pozaregionalnie

(..meradykalne™)
M1

& Rak nicoperacyjny $rednie przezycie 4 m-ce

lub nieresekeyny

Rye. 23. Przezycie 5-letnie w raku zotadka.
Fig. 23. 5-year survival in gastric cancer.

1.13.5.  Przyczyny niepowodzen leczenia raka Zolgdka

Za niepowodzenie leczenia nowotwordw uznaje si¢ wznowy miejscowe (recidiva)
i/lub dalszy systemowy rozsiew, ktory prowadzi do powstania odleglych przerzutow
droga uktadu chtonnego (pozaregionalne wezty chionne), droga ukladu krwionosnego
(narzady miazszowe np.: watroba, ptuca, mozg, nadnercza) lub rozsiew $rodotrzewno-
wy, co prowadzi do zrakowacenia otrzewnej (carcinosis peritonei). Wychwyceniu nie-
powodzen leczenia shuzy koncowy etap onkologicznego postgpowania, jakim jest moni-
torowanie leczenia.

Podsumowanie przyczyn niepowodzen leczenia raka zotagdka z okreSleniem dal-
szych szans na leczenie zbiorczo przedstawiono na rycinie 24.
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Rye. 24. Przyczyny niepowodzen leczenia raka zotadka.
Fig. 24. Causes of gastric cancer treatment failure.

1.13.6. Elementy kontrowersyjne diagnostyki i leczenia raka Zolgdka

Leczenie raka zotadka jest trudnym technicznym problemem i nadal istnieje wiele
elementow kontrowersyjnych, ktére zbiorczo przedstawiono na rycinie 25.

LHTF Biopsja szpiku (stopniowanic | rokowanie)

DE‘g_" Splencktomia

| [@f Limfadenektomia:
—-D2vs D3
—» mikroprzerzuty w wich (stopniowanie / rokowanie)

| g Sposob odiworzenia ciggloscl przewodu pokarmowego:
— r6zne metody
— zbiorniki jelitowe

ﬂ,@j Leczenie pomocnicze:
— neo-adinwant
— indukeja regresji TRIAL
— adiuwant

Ryec. 25. Elementy kontrowersyjne diagnostyki i leczenia raka zotadka.
Fig. 25. Controversial elements of diagnostics and treatment of gastric cancer.
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1.14. Perspektywy na przysztos¢ poprawy skutecznosci leczenia raka
zotadka

Niewatpliwie podstawowym elementem skuteczno$ci w rozwigzywaniu onkologicz-
nych probleméw jest szeroko pojeta profilaktyka, nastepnie wezesna diagnostyka, potem
standaryzacja metod diagnostyki, w tym poszukiwanie nowych czynnikéw prognostycz-
nych i predykcyjnych, potem standaryzacja metod leczenia chirurgicznego oraz rando-
mizowane kliniczne badania w poszukiwaniu skutecznych form onkologicznego leczenia
(terapie celowane).

Sumarycznie kluczowe elementy poprawy skutecznosci leczenia raka zotadka przed-
stawiono na rycinie 26.

(& Profilakiyka TRIADA ZDROWIA
= — .Racjonalne od#ywianie”

» Higienicany tryb fycia®

U[/E Poprawa wezesnej diagnostyki: wysilek

—» TOZWIAZANIA OrganIzacyjne fizvezny

Zywienie

™

wypoczynek

| @ Standarvzacja 1 optymalizacja metod diagnosivki '_'\

— radiologia

» endoskopia Konitrola ) .

— ultrasonografia jakosci Szkolenie
—» patologia: przeddyplomowe
+ posrukiwanie nowvch czyvnnikow 1 PU‘j}"ph‘Illﬂ\\'c

prognostyesnych 1 predykeyinyeh

_]]/;_"iT Standaryzacja leczenia chirurgicznego:
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Ryec. 26. Kluczowe elementy poprawy skutecznosci leczenia raka zotadka.
Fig. 26. Key elements for an improvement of the effectiveness of gastric cancer treatment.

1.15. Biologia raka zoladka

Proces powstawania nowotworu — kancerogeneza w $§luzéwce zoladka jest zjawi-
skiem wielostopniowym, podczas ktorego nastgpuje akumulacja wielu zmian genetycz-
nych. Obejmuja one aktywacje¢ i nadekspresje onkogendw oraz metaloproteinaz macie-
rzy zewnatrzkomorkowej, wyciszanie gendw supresorowych, inaktywacje genow na-
prawy DNA i czasteczek adhezji komdrkowej. Zmiany te definiujg biologiczne cechy
komorek raka i mogg stanowié¢ potencjalny cel terapii antynowotworowej. Utrata hetero-
zygotycznosci, mutacje punktowe oraz modyfikacje epigenetyczne obejmujace metyla-
cj¢ DNA i regulacj¢ transkrypcji przez czasteczki microRNA réwniez sg istotnymi
czynnikami wplywajacymi na rozwoj raka zotadka [254].

W poczatkowej fazie rozwoju nowotworow zotadka decydujacy wptyw maja: akty-
wacja telomerazy, mutacje punktowe geny p53 oraz niestabilno§¢ chromosoméw i loci
mikrosatelitarnych. Zwigkszenie ekspresji genu hTERT i zwigkszona aktywno$¢ telome-
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razy powoduja niesSmiertelnos¢ komodrek nowotworowych, natomiast amplifikacja i
zwickszona ekspresja (nadekspresja) genu c-met, receptora EGFR i cycliny E moze by¢
zwigzana ze stopniem zaawansowania raka zotagdka. Nadekspresja czynnikdw wzrostu i
angiogenezy prowadzi do progresji raka i powstawania przerzutow. Cze$¢ tych zmian
wystepuje w dobrze i stabo zréznicowanych typach rakow, a niektore sg specyficzne dla
podtypu histologicznego (rozlanego lub jelitowego; [247]).

1.15.1. Zwigkszona ekspresja genow w raku Zolgdka

Amplifikacja niektorych kinaz tyrozynowych (c-met, K-sam i HER2) jest zwigzana
z progresja raka zoladka. Alternatywny splising transkryptow i zwigkszony poziom
ekspresji niektorych kinaz tyrozynowych zwigzane sa z wynikiem klinicznym pacjentow
chorych na raka zotadka [155].

Onkogen c-met, kodujacy receptor dla czynnika wzrostu hepatocytow, ulega ampli-
fikacji w rozlanym typie guza. Nadekspresja genu c-met jest zwigzana ze stopniem zaa-
wansowania raka zotadka, rokowaniem i krotszym czasem przezycia chorych [48].

Innym czynnikiem wzrostu ulegajacym nadekspresji jest biatko K-sam, ktore jest
cztonkiem rodziny receptora czynnika wzrostu fibroblastéw i najczgséciej ulega aktywa-
cji w rozlanym typie guzow. Nadekspresje genu K-sam wykazuje 32% przypadkoéw
rozlanego typu raka zotadka i rokowanie u pacjentéw z aktywowanym genem K-sam jest
gorsze niz w przypadku pacjentéw z inaktywowanym K-sam [215].

Naskorkowy czynnik wzrostu (EGF) reguluje podziat komorki, migracje, przylega-
nie komorek, roznicowanie i apoptoze. Wysoki poziom biatka EGF okazat si¢ by¢ istot-
nym czynnikiem prognostycznym nawrotu choroby i ztego rokowania w nowotworach
zotadka. Nadekspresja biatka EGFR jest wczesnym zjawiskiem, poniewaz wzrost eks-
presji genu EGFR jest zwigzany ze stopniem rozwoju dysplazji w stanach przednowo-
tworowych. W nowotworach zoladka odkryto, ze rownoczesna ekspresja czynnikow
wzrostu EGF/TGF-alfa i ich receptora EGFR jest zwiazany z progresja raka i koreluje ze
ztym rokowaniem oraz czasem przezycia chorego [250].

Produkt genu HER2, ktory rowniez ulega nadekspresji w raku zotadka, jest gliko-
proteing o aktywnosci kinazy tyrozynowej, homologicznym do receptora naskorkowego
czynnika wzrostu. Przeprowadzone badania wykazaly, Zze nadekspresja genu HER2
zachodzi jelitowym typie raka zotadka i moze stuzy¢ jako prognostyczny marker inwazji
guza i przerzutowania do weztow chlonnych. Nadekspresja genu HER2 jest niezaleznym
prognostycznym czynnikiem zwigzanym z krotszym czasem wolnym od choroby i cat-
kowitym przezyciem [64].

Wykazano rowniez korelacj¢ pomi¢dzy nadekspresja kinazy GSK-3f, a gorszym ro-
kowaniem pacjentow chorych na raka zotadka. Podwyzszenie poziomu biatka GSK-3f3
prowadzi poprzez indukcje biatek Snail i B-kateniny do zwigkszenia migracji komodrek
raka [138].

Sciezka sygnalizacyjna genu Wnt, ktory oddziatuje z B-katenina, czesto ulega akty-
wacji w raku zoladka. Podwyzszona ekspresja Wnt i/lub receptora ligandu Wnt wraz z
podwyzszeniem poziomu biatka Racl i inaktywacja genu APC prowadzi do powstania
stabo zréznicowanego guza o wigkszej inwazyjnosci [203].

Onkogen c-myc koduje wiclofunkcyjna, fosfoproteing jadrowsa, ktora odgrywa istot-
ng role w postepie cyklu komorkowego, apoptozie i transformacji komoérkowej poprzez
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regulacje transkrypcji okreslonych genoéw docelowych. Wykazano, ze ilo$¢ biatka c-myc
jest znaczaco podwyzszona w dobrze zroznicowanych rakach zotadka i zwiazana z gor-
szym rokowaniem [183]. W prawidtowych komoérkach biatko c-myc ulega szybkiej
degradacji, jego stabilnos¢ jest zwigkszona w komdrkach transformowanych nowotwo-
rowo. Jedng z przyczyn zwigkszenia stabilno$ci jest zwigkszona ekspresja biatka onko-
gennego CIP2A, a ekspresja biatka CIP2A zwigzana jest z zmniejszonym catkowitym
przezyciem pacjentow chorych na raka zoladka [91].

Nadekspresja cykliny E, ktora reguluje przejscie cyklu komorki z fazy G1 do S, jest
zwigzana z inwazyjnoscia i proliferacja komorek nowotworowych i moze by¢ markerem
agresywnosci guza. Podwyzszona ekspresja tego genu zwicksza gleboko$¢ inwazji guza
i potencjal metastatyczny zaré6wno w rozlanym, jak i w jelitowym typie raka zotadka
[108].

Gen PRL3 koduje biatko nalezace do klasy prenylowanych biatek fosfataz tyrozy-
nowych. Bialka te sg czasteczkami sygnalowymi, ktore regulujg rézne procesy komor-
kowe. Bessette i wspotpracownicy [14] wykazali istotng role prognostyczng genu PRL3
w guzach litych guzach, m.in. w raku zotadka. Wysoka ekspresja PRL3 wiaze si¢ z kil-
koma klinicznymi parametrami, takimi jak wielko$¢ guza, glgbokos$¢ inwazji, przerzu-
tow do weztow chtonnych, zaawansowanym stadium rozwoju oraz krétszym catkowitym
przezyciem.

Jednym z kluczowych izoenzymoéw w produkcji prostaglandyn jest biatko COX2.
Jego nadekspresja jest zwigzana z procesem kancerogenezy. Wykazano, ze aktywacja
genu COX2 w raku zotadka wptywa na wiele procesoOw prowadzacych do inwazji guza,
takich jak angiogeneza, przetrwanie, proliferacja, roznicowanie, inwazja i immunosupre-
sja, skutkujac ztym rokowaniem [212].

Angiogeneza jest regulowana przez kilka czynnikow produkowanych przez komorki
raka i podscieliska. Powstanie nowych naczyn krwiono$nych pobudza wzrost pierwot-
nego guza i proces przerzutowania. W raku zoladka wykazano zwiazek pomiedzy iloscia
mikronaczyn, potencjalem metastatycznym i zlym rokowaniem. Wsréd najlepszych
znanych czynnikéw angiogenezy komorek raka zotadka jest naczyniowy czynnik wzro-
stu nablonka (VEGF), interleukina (IL-8), podstawowy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF) i pochodny trombocytéw, czynnik wzrostu komorki nabtonkowych (PDECGF;
[49]). Wykazano zwiazek z podwyzszona ekspresja genu VEGF z przerzutami do we-
ztow chlonnych, co skutkuje ztym rokowaniem u pacjentow chorych na raka zotadka.
Wigkszo$¢ przypadkow raka zotadka wykazuje podwyzszong ekspresje¢ IL-8 i receptora
IL-8, co koreluje z procesem neowaskularyzacji [225].

Czynnik indukowany hipoksja HIF1a, jest czynnikiem transkrypcji, ktory odgrywa
podstawowa role w procesie komdrkowej 1 ogdlnoustrojowej odpowiedzi na niedotle-
nienie. Biatko HIF 1a pobudza ekspresje gendw zwigzanych z angiogeneza m.in. VEGF.
Podwyzszony poziom czynnika HIF 1o zwigzany jest z krotszym catkowitym przezyciem
pacjentow chorych na raka zotadka [67].

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP) to rodzina cynkowo-
zaleznych endopeptydaz zwigzanych z procesami degradacji macierzy zewnatrzkomor-
kowej, remodelingiem tkanki, inwazji nowotworowej i przerzutowaniu. Wykazano, ze
nadekspresja MMP7 i MMP-11 skutkuje krotszym czasem przezycia u chorych na raka
zotadka [107].

Proteazy i ich inhibitory rowniez odgrywaja istotng role w inwazji guza i metastazie.
Podwyzszony poziom ekspresji genu uPA oraz zmniejszony jego inhibitora PAIl skut-
kuje wigksza inwazyjnoscia raka zotadka i gorszym rokowaniem [15].
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Osteonektyna (SPARC) moduluje oddziatywanie komoérka — macierz pozakomor-
kowa. SPARC zmienia przepuszczalnos$¢ btony komoérkowe;j, ksztatt komorki, prolifera-
cj¢, migracj¢ i potaczenia komoérkowe, moze rowniez odgrywac znaczacg rolg w angio-
genezie. Wykazano zwigzek z nadekspresja tego genu w raku zotadka, wystapieniem
przerzutow odlegtych i gorszym rokowaniem [87].

Mucyna jest wysoko-czasteczkowa glikoproteing zawierajaca oligosacharydy, ktora
tworzy gléwne komponenty §luzu ochraniajgcego nabtonek zotadka. Nadekspresja genu
mucyny 1 (MUCI) przyspiesza inwazj¢ guza przez zmniejszenie ilosci bialka kadheryny
E, co wiaze si¢ ze ztym rokowaniem u pacjentow chorych na raka zotadka [258].

1.15.2. Wyciszanie ekspresji genow w raku olqdka

Utrata obu rodzicielskich alleli (LOH) genéw supresorowych (TSG — tumor supres-
sor genes) skutkuje transformacja nowotworowa komorek. Wyciszanie ekspresji gendw
TSGs moze nastapi¢ w wyniku mutacji punktowych, utraty heterozygotycznosci oraz
metylacji promotora [55].

Jednym z najwazniejszych gendéw supresorowych jest p53, nazywany straznikiem
genomu. Produkt genu p53 odgrywa podstawowg role we wzroscie i podziale komorki.
Biatko p53 w momencie wykrycia uszkodzen DNA zatrzymuje cykl komoérkowy 1 ini-
cjuje naprawe DNA lub, w przypadku powaznych uszkodzen, prowadzi do kontrolowa-
nej $mierci komorki (apoptoza). Utrata funkcji p53 najczesciej nastgpuje w wyniku utra-
ty heterozygotycznos$ci i mutacji DNA. Mutacje p53 sg obecne w okoto 40% wczesnych
i zaawansowanych, dobrze zrdznicowanych rakoéw zotadka. Nizszg czestotliwo$é muta-
cji genu p53 wykryto u mtodszych pacjentdéw w poréwnaniu do starszych [178].

Biatko p53 regulujace cykl komoérkowy petni swoja funkcje poprzez inne czynniki.
Jednym z nich jest cyklino-zalezny inhibitor 1 kinazy (CDK1) — biatko p21. Punkty
kontrolne cyklu komoérkowego sa kontrolowane przez kaskade fosforylacji. Kinazy,
czyli biatka fosforyzujace, sa aktywowane przez cykliny i sa dezaktywowane przez
CDK1, chociaz poziom biatka p21 jest podwyzszony nie tylko przez oddziatywanie p53,
ale rowniez przez gen TGFBRIIL. Poziom ekspresji p21 wskazuje nieobecno$¢ funkcjo-
nalnego biatka p53 w komdrkach nowotworowych. Wykazano, ze czas przezycia pacjen-
tow chorych na raka zotadka z guzem o podwyzszonej ekspresji p21 jest znaczaco dtuz-
szy niz chorych z guzem bez ekspresji p21 [108]. Poziom ekspresji genu p21 zwykle jest
szacowany w polgczeniu z oznaczeniem statusu genu p53 i1 wykorzystuje si¢ go do
przewidywania rezultatu klinicznego u chorych na raka zotadka [190].

Sugeruje si¢ réwniez, ze inny cyklino-zalezny inhibitor p27, ktory podobnie jak
biatko p21 kontroluje przejscie z fazy G1 do S cyklu komorki, ma znaczenie rokownicze
w raku zotadka. Zmniejszenie ekspresji genu p27 jest obserwowane w 40-50% przypad-
kow [161]. Wykazano réwniez, ze guzy o niskim poziomie biatka p27 sa stabo zrozni-
cowane 1 bardziej agresywne. Gen p27 w potaczeniu z p53 i p21 wykorzystuje si¢ jako
markery prognostyczne [237].

Do genow supresorowych, ktore rowniez ulegaja dezaktywacji w raku zotadka nale-
zy RUNX3 kodujacy czynnik transkrypeyjny (member of the runt domain-containing
family of transcription factors). Gen ten pozytywnie reguluje ekspresje BIM i p21 i
ujemnie reguluje naczyniowy czynnik wzrostu (VEGF), w ten sposob oddziatujac na
apoptoze, hamowanie wzrostu komoérki 1 angiogenezg. Utrata ekspresji genu RUNX3
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nastepuje w wyniku hemizygotycznej delecji oraz hypermetylacji u okoto 55% pacjen-
tow chorych na raka zotadka 1 wiaze si¢ z krotszym czasem przezycia [76].

Biatka BCL2 i p53 biorg wspdlnie udziat w regulacji apoptozy. Utrata heterozygo-
tycznos$cei loci genu BCL2 czesto jest wykrywana w raku Zotadka. Jednakze wykazano
rowniez, ze nadekspresja genu BCL2 moze odgrywac istotng role w procesie kanceroge-
nezy $luzoéwki zotadka. Zwigkszony poziom biatka BCL2 zmniejsza aktywno$¢ prolife-
racyjng komorki i wiaze si¢ z mniej agresywnym zachowaniem guza. Prognostyczna rola
BCL2 nie zostata jeszcze wyjasniona [115].

Inny gen supresorowy pRb (Retinoblastoma) koduje biatko, ktore jest negatyw-
nym regulatorem cyklu komorki. Gen supresorowy Rb ulega zmianom w mniej niz
10% przypadkow raka zoladka. Z powodu duzej wielkos$ci i natury zmian tego genu
trudno jest niezawodnie identyfikowaé jego mutacje. Wykazano réwniez zwiazek ze
spadkiem ekspresji genu Rb i ztym rokowaniem u pacjentéw chorych na raka zotadka
[59].

Gen FHIT koduje hydrolaze Ap3A nalezaca do rodziny gendéw triady histydynowe;j
(histidine triad) 1 jest inaktywowany przez delecje albo metylacje w raku zotadka. Dez-
aktywacja biatka FHIT umozliwia przejscie cyklu komorkowego z fazy G1 do S, co
koreluje z wyzszym stadium guza (stage) i stopniem histolopatologicznym, jak rowniez
z krotszym calkowitym przezyciem pacjentow [264].

W rakach zoladka czesto dochodzi do inaktywacji genu APC, ktorego funkcja jest
degradacja B-kateniny. W wyniku spadku poziomu biatka APC nastgpuje akumulacja
B-kateniny, co prowadzi do zwigkszenia ekspresji genow zwigzanych ze wzrostem inwa-
zyjnosci nowotworu zotadka [124].

Bialko NM23 (kinaza difosforanu nukleozydu) jest cztonkiem rodziny kinaz NDP.
Ekspresja genu NM23 jest zmniejszona w przerzutujgcym czerniaku i liniach komorko-
wych raka piersi. Transfekcja tego genu do linii komérkowych oddziatuje na inwazyj-
no$¢, ruchliwosé, kolonizacje, réznicowanie i metastaze. Zmniejszong ilo$¢ biatka
NM23 obserwowano w zaawansowanych stadiach wielu rodzajéw nowotworéw, w tym
w raku zotadka [102]. Wykazano, Zze obecnos¢ biatka NM23 w raku zotadka jest zwia-
zana ze znacznie mniejszym potencjalem metastatycznym i z przedtuzonym catkowitym
przezyciem. Jednakze cze$¢ badaczy sugeruje brak zwigzku pomiedzy ekspresja tego
genu a przerzutowaniem w przypadkach raka zotadka [151].

Czasteczki adhezji komorkowe sa $cisle zwigzane z rozwojem nowotwordw. Super-
rodzina glikoprotein blonowych — kadheryn tworzy jedna z czterech klas czasteczek
adhezji. Kadheryna E, jeden z cztonkow tej rodziny ulegajacy ekspresji w tkance na-
btonkowej, jest nie tylko czgsteczka przylegania komorek, ale tez odgrywa istotng role
we wzroscie komorek i rozwoju raka. Prawidtowa funkcja kadheryny E jest utrzymanie
polarnosci tkanki nabtonkowej i jej strukturalnej integralnosci. Okoto 25-40% dzie-
dzicznych rakéw zotadka typu rozlanego jest spowodowanych przez heterozygotyczno$é
oraz inaktywacj¢ drugiego allelu w nastgpstwie mutacji lub metylacji promotora tego
genu, co skutkuje unieczynnieniem funkcji biatka [13]. Zredukowany poziom biatka
kadheryny E koreluje z wigksza agresywnoscia raka zotadka — naciekaniem i zdolnoscia
przerzutowania. Chorzy na raka zotadka z wysokim poziomem kadheryny E wykazywali
znaczaco wyzszy wspotczynnik 3- i 5-letniego czasu przezycia, w poréwnaniu do pa-
cjentow z inaktywowanym biatkiem kadheryny E [157].

W raku zotadka czesto dochodzi do wyciszania ekspresji czynnika TFF1 poprzez
hipermetylacj¢ promotora tego genu. W prawidlowej $luzowce zotadka biatko TFF1
stabilizuje mucyny wydzielane przez tkanki zotadka, posiada rowniez aktywno$¢ anty-
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proliferacyjna i proapoptotyczna, a takze bierze udziat w réznicowaniu komorek.
W przypadku obnizonej ekspresji genu TFF1 nastgpuje szybki rozwdj i progresja raka
zotadka [60].

1.15.3. Aktywnos¢ telomerazy w komorkach raka Zolgdka

W prawidlowych komorkach, przy kazdym podziale nastepuje skracanie telomerow,
ktérych podstawowa funkcja jest utrzymanie integralnosci chromosomoéw. W trakcie
podzialu komorki telomery ulegaja skroceniu, chronigc komorki przed transformacija
nowotworowa i prawdopodobnie odpowiada za proces starzenia si¢ komoérek. Komorki
nowotworowe nabierajg cech nie$miertelnosci dzigki aktywnej telomerazie, ktora zapo-
biega skracaniu telomeréow. W raku zotadka, niezaleznie od typu histologicznego i sta-
dium nowotworu, wykazano zwickszong aktywnos¢ telomerazy (W\TERT) [125].

Innym czynnikiem biorgcym udziat w funkcjonowaniu telomeréw jest biatko POT]I,
ktore rowniez przylacza telomerazg do koncow chromosoméw. W poczatkowym sta-
dium raka zotadka wykazano obnizony poziom tego bialtka skutkujacy dysfunkcja telo-
meréw, powodujac powstawanie mostkow anafazowych oraz niestabilno§¢ chromoso-
méw inicjujgc proces transformacji nowotworowej. Natomiast w zaawansowanym raku
zotadka poziom ekspresji genu POT1 ulega podwyzszeniu [103].

1.15.4. Zmiany epigenetyczne

Wsrod zmian epigenetycznych, odwracalnych zmian ekspresji genow, ktore naste-
puja w raku zotadka, nieprawidtowa transkrypcja regulowana przez czynniki transkryp-
cji, modyfikacje potranskrypcyjne (takie jak ubikwitynozalezna degradacja biatek).
Regulacja ekspresji gendow na poziomie transkrypcyjnym, taka jak metylacja DNA,
modyfikacja histonéw i remodeling chromatyny dziataja jak przycisk wlacz-wylacz,
natomiast czynniki transkrypcji shuzag jako przelacznik glo$nosci [247]. Zwickszona
metylacja wysp CpG prowadzi do wyciszenia transkrypcji i inaktywacji genow supreso-
rowcyh, chronigcych komorki przed transformacja nowotworowa. W raku zotadka nie-
prawidlowa metylacja obejmuje geny supresorowe, takie jak p/6, CDHI, h(MLHI, RAR -
beta, RUNX3, MGMT (O6-methylguanine methyltransferase), 7SP/ (thrombospondin-
1), HLTF (helicase-like transcription factor) i RIZI (retinoblastoma protein-interacting
zinc finger gene-1), z czestotliwoscig metylacji od 10% do 70%. Zwigkszona metylacja
DNA przynajmniej 5 genow sposrod: AMLHI, MGMT, p16, CDHI, RAR - beta, HLTF,
RIZ1, TM, FLNs, LOX, HRASLS, HAND| byla cze¢sciej obserwowana w III i IV w stop-
niu zaawansowania rakow niz w [ 1 II. Wskazuje to wskazuje, ze metylacja DNA genow
supresorowych postepuje w trakcie progresji guza [160].

Zwigkszenie stopnia upakowania struktury chromatyny przez deacetylacj¢ histonow
réwniez istotnie wptywa na wyciszanie ekspresji genow. W raku zoladka stopien hypoa-
cetylacji jest zwigzany z glebokosScig inwazji guza i z przerzutami weztowymi. Hypoace-
tylacja histonéw H3 i H4 w regionie promotora genu p21 wystepuje w przeszto potowie
przypadkoéw raka zotadka i zwigzana z zmniejszong ekspresja p21, bez wzgledu na status
genu p53 [135]. Zwigkszona acetylacja histondw w liniach komorkowych raka Zotadka,
uzyskana poprzez traktowanie trichostatyna-A (inhibitor deacetylazy histonow - HDAC)
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wywotluje zahamowanie wzrostu, wywoluje programowang §mieré komérkowa (apopto-
z¢) 1 hamuje inwazj¢ guza. Modyfikacja histonow moze w przysztosci stanowic cel tera-
pii antynowotworowej [16].

Spadek metylacji onkogenow (genow, ktorych aktywacja zwiazana jest z rozwojem
nowotworow), takich jak CDHI1 [65], DKK3 [256], PTEN i MGMT [82], oraz prawdo-
podobnych onkogenow, takich jak TFPI2 i CACNA2D3 oraz innych genéw zwigzanych
z procesem transformacji nowotworowej (PCDH10 i SOX2), wiaze si¢ z krotszym cza-
sem wolnym od choroby i calkowitym przezyciem [38].

Potaczone uzycie markerow metylacji APC i CDH]I charakteryzowato podgrupe pa-
cjentow z gorszym rokowaniem. Odwrotnie jest w przypadku metylacji pojedynczych
gendéw zwigzanych lepsza prognoza w niektorych przypadkach. Chorzy na raka zotadka
wykazujacy metylacje genu APC, regionu M1 promotora genu MAL i oraz genu COX2
wykazywali dluzszy czas przezycia, w porownaniu do pacjentow bez metylacji tych
genow [109].

1.15.5. Rola mikroRNA w rozwoju raka Zolgdka

Ostatnio wiele uwagi poswigca si¢ roli microRNA w rozwoju i progresji raka zotad-
ka. miRNA jest nowa klasa matych, niekodujacych czasteczek RNA o dlugosci 19-25
nukleotydéw, ktore powstaja z prekursorowego (pre-miRNA) o dtugosci od 60 do 110
zasad przez kompleks biatkowy Dicer [23]. Jednoniciowe czasteczki miRNA wigza
przez catkowitg lub czgsciowa komplementarnos¢ sekwencji do regionu nietranskrybo-
wanego 3 docelowych gendéw, powodujgc degradacje mRNA lub zahamowanie transla-
cji. Ekspresja ponad 30% ludzkich genow jest regulowana przez ten mechanizm. badania
sugeruja, ze czasteczki miRNAs mogg bra¢ udziat w procesach transformacji nowotwo-
rowej 1 posiadaja wlasciwos$ci antynowotworowe lub onkogenne w zaleznosci regulacji
docelowych genow. Opisano wiele réoznych czasteczek miRNA o zmniejszonym pozio-
mie ekspresji miR -9, miR -31, miR -141, miR -143, miR -145 i miR -433, jak réwniez o
podwyzszonym poziomie miR -34, miR -128 i miR -421 w raku zotadka [251].

Ueda i wsp. [221] badali zalezno$¢ pomiedzy ekspresja miRNA i progresja oraz ro-
kowaniem raka zotadka w populacji japonskiej wykorzystujac analiz¢ mikromacierzowa.
Wykazali podwyzszong ekspresje 22 miRNA (miR-181d, miR -181a, miR -181c, miR -
181b, miR -21, miR -25, miR -92, miR -93, miR -17-5p, miR -106a, miR -20b, miR -
135a, miR -425, miR -106b, miR -20a, miR -19b, miR -224, miR -18a, miR -135b, miR
-19a, miR -345 i miR -191, kiedy na obnizzone miRNAs zawierajg miR -148a, miR -
148b, miR -375, miR -29b, miR -29¢, miR -152, miR -218, miR -451, miR -30d, miR -
30a, miR -30b, miR -30c i miR -422b) i 13 byto obnizonych w raku zotadka w porow-
naniu do niezmienionej nowotworowo sluzowki zotadka. W zwigzku z klasyfikacja
histologiczna raka zotadka, miR -105, miR -100, miR -125b, miR -199a, miR -99a, miR
-143, miR -145 i miR -133a ulegaja nadekspresji w rozlanym typie, podczas gdy miR -
373, miR -498, miR -202 i miR -494 s3 podwyzszone w jelitowym typie. Czasteczki
miR -125b, mir -199a i miR -433 s3 najwazniejszymi miRNAs wlaczonymi w progresje
raka. Niska ekspresja let-7g i mir -433 i oraz wysoki poziom miR -214 sg niekorzystny-
mi markerami prognostycznymi w analizie wielu zmiennych.

Inne badania ekspresji czasteczek miRNAs wykazaty zmniejszony poziom miR
-200a, miR -200b, miR -200c i miR -141 w rozlanym typie raka Zotadka. Waznym
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czynnikiem rozwoju raka zotadka typu rozlanego jest przejscie epidermalno-mezen-
chymatyczne (EMT — epithelial-mesenchymal transition) inicjujace proces przerzutowa-
nia przez zwigkszenie ruchliwosci komorek guza. Przeksztatcenie EMT wywotane przez
czynnik TGFPB w systemie mysich komorek nabtonkowych sutka, poziom ekspres;ji klasy
miR-200 ulega zmniejszeniu. nadekspresja miR-200 hamuje EMT przez podwyzszenie
poziomu biatka kadheryny E poprzez inaktywacje genow ZEB1 i ZEB2, ktére koduja
represory transkrypcji kadheryny E. W wyniku zmniejszonej ekspresji czasteczek klasy
miR -200 nastegpuje rozwdj raka zotadka typu rozlanego [105].

Okoto 40% przypadkow raka zotadka wykazuje nadekspresje czynnika transkrypcji
E2F-1. Gen E2F-1 dodatnio reguluje ekspresj¢ miR-106b, miR-93 i miR-25, ktére ha-
muja synteze biatek p21 i Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death) uniemozliwia-
jac zatrzymanie cyklu komorki i apoptoze [166].

Wiadomo réwniez, ze ekspresja genéw kodujacych czasteczki miRNA, tak jak geny
kodujace biatka, rowniez jest regulowana przez metylacj¢ DNA i remodeling chromaty-
ny [188]. Infekcja H. pylori sprzyja rozwojowi raka zotadka. U osob chorych na raka
zotadka oraz zdrowych badano poziom metylacji trzech genoéw kodujacych miRNA
(miR-124a-1, miR-124a-2 i miR-124a-3) w §luzdéwce zotadka z i bez infekcji H. pylori.
W $luzéwce zotadka pochodzacej od zdrowych o0sob, poziomy metylacji byly znaczaco
wyzsze w przypadku infekcji H. pylori niz. Wykazano rowniez, ze poziom metylacji
byly znaczaco wyzszy w sluzoéwce niezmienionej nowotworowo pochodzacej od pacjen-
tow chorych na raka zotadka niz pochodzacej od zdrowych 0séb. Poziomy metylacji w
raku zotadka byly wysoce zmienne, co sugeruje, ze metylacja gendéw miRNA, oraz ge-
néw kodujacych biatka, predysponuje do raka zotadka [6].

1.15.6. Niestabilnosé genomowa

Wyrézniamy dwa typy niestabilnos$ci genomowej wystepujace w raku zoladka: nie-
stabilno$¢ mikrosatelit (MSI) oraz niestabilnos¢ chromosoméw (CIN). Niestabilnos¢ loci
mikrosatelitarnych jest spowodowana w wyniku nieprawidlowego funkcjonowanie sys-
temu naprawy zlego dopasowania DNA (DNA mismatch repair system; [74]). MSI jest
wynikiem spontanicznych bledéw replikacji DNA w prostych powtarzajacych si¢ se-
kwencjach. Standardowy panel markerow mikrosatelitarnych (panel Bezeta), obejmuja-
cych jednonuklotydowe (BAT26 i BAT25) i dwunuklotydowe (D2S123, D5S346 i
D178250) powtdrzenia pozwala zidentyfikowac¢ 3 poziomy niestabilno$ci mikrosateli-
tarnej: wysoki poziom MSI (MSI-H), niski poziom MSI (MSI-L) i stabilne mickrosateli-
ty (MSS; [17]). Wykazano, ze powtorzenia jednonukleotydowe mogg postuzyé¢ do wy-
krywania guzéw o wysokim poziomie niestabilnosci (MSI-H) z powodu ich wysokiej
czutos$ci 1 specyficznosci oraz, ze MSI-L jest zdefiniowana jako niestalo$¢ ograniczona
do loci dwunukleotydowych. Wykorzystujac panel Betezda, fenotyp MSI-H wykryto w
5%-50% przypadkow raka zotadka (wystgpowaly znaczace rdznice roéznych grupach
etnicznych; [62]). MSI-H okazal si¢ by¢ markerem fenotypowych uszkodzen komarko-
wych zwigzanych z naprawa ztego dopasowania DNA (DNA mismatch repair MMR).
Funkcjonalna inaktywacja, poprzez mutacje albo epigenetyczne modyfikacje genow
MMR, w tym hMLH1 i AMSH2, jest odpowiedzialna za fenotyp MSI-H w Zotadkowym
raku. Wykryto utrate ekspresji biatka hMLH1 albo hMSH2 w rakach zotadka z wysokim
poziomem niestabilno$ci mikrosatelitarnej (MSI-H; [196]).
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MSI-H w raku zotadka zwigzane sa z molekularng $ciezkg progresji guza, charakte-
ryzujaca si¢ obecnoscig licznych mutacji przesunigcia ramki odczytu (frameshift) od-
dziatujacych na geny witaczone w $ciezki molekularne zwigzane z procesami kanceroge-
nezy w $luzowce zoladka, ktore kontrolujg komérkowa homeostazg na réznych pozio-
mach i obejmujg geny regulujace cykl komorkowy i apoptoze takie jak TGFBRII,
IGFIIR, TCF4,RIZ, BAX, CASPASES, FAS, BCL10 i APAF1 [78]. Ponadto, geny
wlaczone w utrzymanie stabilno$ci genomowej, np.: hMSH6, hMSH3, MED1, RADS0,
BLM, ATR i MREI1, rowniez ulegaja zmianom w guzach MSI-H. W wigkszosci przy-
padkow raka zotadka o fenotypie MSI-H, wiele docelowych gendow ulega mutacjom, a
ilos¢ tych zmian wptywa na rézne geny w tej samej $ciezce molekularnej. W przypadku
rakow zoladka z o fenotypie MSS i MSI-L dominuja mutacje genu p53 [95].

Niestabilnos¢ chromosowamowa (CIN) jest cechg roznych nowotwordw, w raka zo-
fadka. CIN zwykle zwigzane z aberracjami chromosomowymi odpowiedzialnymi za
glowne modyfikacje DNA, np.: zmiana w liczby kopii chromosomu, utrata heterozygo-
tycznoscei, delecje gendow lub ich amplifikacja [182]. Wszystkie te zmiany mogg prowa-
dzi¢ do aktywacji onkogenow lub inaktywacji genow supresorowych. Aneuploidalnosé
w raku zotadka jest nickorzystnym czynnikiem prognostycznym [150].

Wysoki poziom CIN zwigzany jest z krotszym przezyciem chorych na raka zotadka,
a wysoki czestos¢ LOH zostata wykryta w kilku chromosomach: 1p, 3p, 4p, 5q, 7p, 8p,
8q, 9p, 12p, 13q, 17p, 18q, 20q i 22q [22]. Allelotype raka zoladka jest podobny do raka
odbytnicy i raka przelyku, co sugeruje obecnos¢ wspdlnej Sciezki genetycznej rozwoju
tych nowotworéw. Niektore z tych chromosomowych segmentéw zawieraja geny, ktorzy
silnie zwigzane sg transformacja nowotworowa, np. gen p53 na chromosomie 17, geny
DCC, DPC4 i SMAD2 na chromosomie 18 oraz APC i MCC gen na chromosomie 5.
nicktore badania wskazuja, ze raki z LOH w chromosomie 5q, 18q lub 17p maja gorsze
rokowanie [10].

1.15.7.  Predyspozycja genetyczna do raka Zolgdka

Badania epidemiologiczne opisuja kilka stosunkowo powszechnych genetycznych
wariantow jako biomarkeréw predyspozycji rozwoju raka zotadka, tj. polimorfizmow
pojedynczych nukleotydow (SNPs). Zmiany te mogg modulowac skutki ekspozycji na
czynniki §rodowiskowe poprzez regulowanie wielu §ciezek biologicznych podczas kar-
cynogenezy $luzowki zotadka [253].

Genetyczne warianty w genach zwigzanych z odpowiedziag immunologiczng na za-
palenie, szczegdlnie cytokiny i ich receptory, odgrywaja istotng rolg w inicjacji i progre-
sji nowotworowej [63]. Badania przeprowadzone przez Zhuang i wsp. [265] wykazaty,
ze polimorfizm promotora interleukiny 10 (IL -10) -592C >A moze by¢ zwiazany z
rakiem zotadka w populacji azjatyckiej. Won i wsp. [239] wykazali wptyw polimorfi-
zmu IL-10-1082 A>G na ryzyko zachorowania na raka zotadka w populacji Azji
Wschodniej, polimorfizm ten nie odgrywa istotnej roli w populacji kaukaskiej, co moze
wskazywa¢ na rézne mechanizmy selekcji w populacji azjatyckiej i kaukaskiej. Inni
badacze wskazuja na zwiazek miedzy wariantem IL17F A7488G interleukiny i rozwo-
jem raka zotadka, szczegolnie typu jelitowego. Persson i wsp. [165] wykonali metaanali-
z¢ polimorfizméw gendéw zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng na zapalenie.
Badania te wykazaly zwigzek pomiedzy polimorfizmem IL -1RN2 i ryzykiem wystapie-
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nia raka zotadka w populacjach nie azjatyckich. W populacji azjatyckiej nosiciele poli-
morfizmu C dla IL1B-31 mieli zmniejszone ryzyko raka.

Genetyczne warianty SNP w genach niezwigzanych z zapaleniem rowniez wykazuja
z transformacja nowotworowa w $luzoéwce zotadka. Saeki i wsp. [180] wskazujg zwigk-
szone ryzyko rozwoju raka zotadka, w szczego6lnosci typu rozlanego, u nosicieli poli-
morfizmu rs4072037 w genie muciny 1 (MUCI. wykazali rowniez, ze polimorfizm
rs4072037 odgrywa rowniez role w regulacji selekcji miejsca splicingu genu MUCI.

Proces metylacji DNA jest glowna epigenetyczna modyfikacja, a nieprawidtowy
proces metylacji genow czesto obserwowany jest w nowotworach [58]. Dlatego tez,
poddano badaniom promotor genu metylotransferazy DNA 3 (DNMT3 B). Okazalo sig,
ze allel 579G zmniejszat ryzyko rozwoju raka zotadka, przeciwnie genotyp -599TT
predysponowat do raka [77].

Sciezka sygnatowa czynnika wzrostu TGFP jest jedng z najwazniejszych $ciezek
genow supresorowych. Biatka SMAD sg decydujacymi komponentami $ciezki TGFp,
ktéra hamuje wzrost i prowadzi do apoptozy komoérek nablonkowych [40]. Utrata eks-
presji biatka SMAD4 prowadzi do progresji raka zotadka. Wu i wsp. [241] wykazali
zwigzek genetycznych wariantow w genie SMAD4 z ryzykiem rozwoju raka zotadka.
Zmniejszone ryzyko rozwoju raka zwigzane byto z wystepowaniem allelu C w pozycji
rs17663887 i allelu G w pozycji rs12456284 oraz zwigkszong ekspresja genu SMAD4.

Proteolityczna degradacja macierzy zewnatrzkomorkowe;j jest istotnym czynnikiem
W procesie angiogenezy, inwazji guza i przerzutowaniu. Gen SERPINE1 (Serpin pepti-
dase inhibitor, clade E, member 1), odgrywa kluczowa rol¢ w kancerogenezie zapobie-
gajac nadmiernej proteolizie, ktora jest konieczna w morfogenezie naczyn wtosowatych,
migracji komorek 1 inwazji [41]. Wedlug Ju i wsp. [86] polimorfizm w intronie 7 genu
SERPINELI (c.1162 + 162C > T) silnie jest zwigzany z predyspozycja wystgpienia raka
zotadka typu rozlanego.

Bialko NAT]I jest posiada aktywnos$¢ N-acetyltransferazy, ktora katalizuje acetylacje
i modyfikacje aromatycznych i heterocyklicznych, aminowych czynnikéw rakotwor-
czych. Znaczaco zwigkszone ryzyko wystgpienia raka zotadka jest zwigzane z polimor-
fizmami 1088 T >A oraz 1095 C >A wyste¢pujacymi w genie NAT1 [63].

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) w domenie migdzybtonowej genu
HER?2 (655 Ile>Val, A> G) znaczaco podwyzsza ryzyko wystapienia raka zotadka. SNP
w regionach promotora geny metaloproteinazy MMP9 (-1562 C/T) nie zmienia podatno-
Sci na raka ale jest zwigzany z inwazja, metastaza, lub stadium raka zotadka [134]. Inne
polimorfizmy genéw zwigzanych z rozwojem raka zoladka wystgpuja w cyklinie D1,
CDHI1, EGFR, pl6, p21 i innych [53]. Ostatnio wykazano, ze genetyczna zmiana w
genic PSCA (prostate stem cell antigen) jest zwigzana z podatnoscig na raka zotadka
typu rozlanego i obejmuje m.in. intronowy SNP (rs2976392) Gen PSCA ulega eskpresji
w zréznicowanych komoérkach nabtonka Zotadka i czgsto jest inaktywowany w raku
zotadka. Bialko PSCA hamuje proliferacj¢ komodrek. Substytucja C allelem ryzyka T w
rs2294008 w pierwszym eksonie genu PCSA zmniejsza aktywno$¢ transkrypceyjna tego
genu [205].

Polimorfizmy genetyczne sa zwigzane réwniez ze skutecznoscig i toksycznoscia te-
rapii z zastosowaniem lekéw antynowotworowych. Genotyp CYP2C19 wpltywa tempo
zwalczania infekcji H. pylori i jest wykorzystywany do przewidywania skutecznosci
leczenia [207]. Waznym czynnikiem, ktory wpltywa na toksyczno$¢ chemioterapii jest
genotyp genu glukuronozylo-transferazy UGT1A1 (UDP-glucuronosyltransferase 1A1).
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Polimorfizm VNTR w regionie promotora genu TYMS (synthase thymidylate) wpltywa
na leczenie z wykorzystaniem 5-fluorouracylu [80].

Istnieje $cista zalezno$¢ pomigdzy wystepowaniem polimorfimow genetycznych a
ryzykiem wystepowania raka zotadka. Polimorfizmy te odgrywaja zasadnicza rol¢ roz-
woju raka i wraz z czynnikami §rodowiskowymi moze dostarczy¢ cennych wskazowek,
by wyjasni¢ ryzyko wystapienia choroby w roznych populacjach [175].

1.15.8. Molekularne podstawy procesu nowotworowego w jelitowym
i rozlanym typie raka Zolgdka

Klasyfikacja histologiczna oparta na strukturze gruczotowej rozrdznia raki zrézni-
cowane i niezréoznicowane lub typy jelitowy i rozlany na podstawie ekspresji mucyn,
m.in. MUC5AC, MUC6, MUC2 i CD10 [214]. Wykazano, ze gen SOX2 (SRY-related
HMG-box2) jest specyficzny dla typu rozlanego, a czynniki transkrypcji CDX1 i CDX2
ulegaja ckspresji w jelitowym typie raka zotadka [218]. Ta klasyfikacja jest istotna,
poniewaz molekularne roéznice mig¢dzy typem rozlanym i jelitowym obejmuja m.in.
metylacj¢ DNA gendéw naprawy ztego dopasowania i niestabilno$¢ mikrosatelit, ktdre
czesciej wystepuja w typie rozlanym G, oraz mutacje genu p53 nastepuja czesciej w
typie jelitowym raka zotadka. Sugeruje sie¢, ze rak zotadka typu jelitowego jest bardziej
agresywny biologicznie w porownaniu z guzem typu rozlanego [209].

Wykorzystujac metode seryjnej analizy ekspresji genéow (SAGE) poszukiwano nowe
geny réznicujace typ rozlany i jelitowy raka zotadka [246]. Metoda ta pozwala na ilo-
Sciowa analizg ekspresji gendw, bez wczesniejszej znajomosci dokladnej sekwencji
poszukiwanych genow. Okazalo si¢, ze geny takie jak Reg IV, OLFM4 i CLDNI18 wy-
kazywaty istotna roznice ekspresji w zaleznos$ci od fenotypu guza [249].

Ekspresja genu ReglV (regenerating islet-derived family, member 4) wykrywana
jest w ok. 30% przypadkoéw rakow zotadka, a biatko Reg IV w surowicy 30% pacjentow
chorych na raka zotadka [141]. Ekspresja RegIV w liniach komorek raka zotadka wywo-
lata ekspredj¢ fosforylowanej formy receptora EGFR, Bcl-2, Bel-XL, surwiwiny i AKT.
Mucyno-zalezna rekspresja ReglV w raku zotadka jest zwigzana z MUC2-pozytywnym
typem jelitowym raka zotagdka. Gen CDX2 inicjuje ekspresj¢ Reg IV i jest dodatnim
regulatorem ekspresji genu ReglV [246]. Natomiast biatko SOX9, bedace czynnikiem
transkrypcji, jest uyjemnym regulatorem ReglV. Znaczna czg¢$¢ przypadkow raka zotadka
typu jelitowego wykazuje ekspresj¢ genu SOX9 [186]. Ekspresja genu kadheryny 17
(CDH17) jest réwniez zwigzana z typem jelitowym raka zotadka. Biatko CDX2 oraz
aktywacja genu EGFR stymuluja ekspresj¢ Kadheryny 17 [36].

Olfaktomedyna 4 (OLFM4), zostata wykryta w ludzkich komorkach szpiku, a pro-
dukt tego genu wykazuje aktywnos$¢ antyapoptotyczna przys$pieszajac wzrost guza i
inwazje. W normalnej $luzowce zoltadka, OLFM4 jest ulega eskpresji w wysokich ko-
morkach walcowatych nabtonka na dnie krypty jelitowej. Silna ekspresja OLFM4e jest
obecna w 60% przypadkow raka zotadka, szczegoélnie w dobrze zrdéznicowanych guzach
nie wykazujacych ekspresji genu ReglV. Ekspresje genu OLFM4 czgéciej obserwuje si¢
typie rozlanym raka zotadka [251].

Gen supresorowy CLDN18 (claudin-18) ulega ekspresji w typie rozlanym raka zo-
fadka [181]. Klaudyny obejmujacy 24 cztonkow (claudins 1-24) sa komponentami sil-
nych nici potaczen (components of tight junction strands), ktdre zapobiegaja swobodne-
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mu przemieszczaniu si¢ wody i substancji rozpuszczony w przestrzeniach miedzyko-
moérkowych nabtonka i $rodbtonka, regulujg rowniez transdukcje sygnatow i zachowanie
biegunowosci komorek, a ich ekspresja jest narzadowo-specyficzna [220]. Ekspresja
genu CLDNI8 w Sluzowce zotadka jest regulowana przez Sciezke gendw
PKC/MAPK/AP-1 (protein kinase C/mitogen-activated protein kinase/activator protein-1).
CLDNI8 ulega ekspresji w blonie komorek nabtonkowych normalnej §luzéwki zotadka.
W jelitowym typie raka zotadka z ekspresja MUC2 nastgpuje utrata biatka CLDNIS,
natomiast guz MUCS5AC-pozytywny typu rozlanego zachowuje ekspresj¢ genu
CLDNI8, przez co Klaudyna 18 uczestniczy w transformacji raka zotadka typu rozlane-
go [153].

1.15.9. Infekcja Helicobacter pylori

Czynniki wirulecji bakterii Helicobacter pylori oraz odpowiedz immunologiczna
wywolana sg istotnymi czynnikami w rozwoju raka zotadka. Najlepiej zbadanym czyn-
nikiem systemu sekrecji typu IV jest PAI (cag pathogenicity island), ktory moze wywo-
fa¢ ostra odpowiedz immunologiczng i zwigkszy¢ ryzyko rozwoju raka zotadka [57].
Typ IV systemu sekrecji bierze udzial w poczatkowej fazie infekcji i wywoluje translo-
kacje czynnikow zjadliwosci patogenetycznej H. pylori np. antygenu CagA (associated
antigen A) do komoérek nablonka zotadka. CagA szybko ulega fosforylacji przez kinaze
gospodarza Src, zmieniajac wewnatrzkomorkowa transdukcje sygnatow i zaktoca pota-
czenia komorek nabtonka [178]. Wprowadzone biatka CagA prowadzi do aktywacji
Sciezki biatka MAPK (Ras-mitogen-activated protein kinase), w tym zaleznej od Ras
kinazy ERK1 i ERK2. Aktywacja kaskady Ras-Erk zalezna od biatka zwigksza rowniez
uwalnianie interleukiny 8 (ILS8), co prowadzi do aktywacji aktywacji genu NFkB odpo-
wiedzialnego za inwazj¢ granulocytow neutrofilnych do sluzowki zotadka [20]. Nastep-
nie w wyniku infekcji H. pylori nastgpuje uwolnienie biatka Tip-o indukujacego czynnik
$mierci guza B (TGFP) wywotujac wysoka ekspresj¢ TGFP z pozniejsza aktywacja Scie-
zek sygnatowych zaleznych od IL8 i COX2 [110]. Opisane wydarzenia przys$pieszaja
procesy transformacji nowotworowej w $luzowce zotadka.

Wspotdziatanie CagA z systemem kadheryny E i f-kateniny moze prowadzi¢ do in-
dukcji genu CDX1 wywotujgc zmiany metaplastyczne w Sluzowce zotgdka. Sadzi sig, ze
biatko CagA przyczynia si¢ do transformacji nablonkowo-mezenchymatycznej [9].

Przeprowadzone badania wykazaly, ze na zwigkszenie ryzyka rozwoju raka zotadka,
w przypadku pozytywnego statusu CagA, nie wptywaja czynniki srodowiskowe takie jak
dieta, palenie papieros6w, albo masa ciala. Jednakze niektore prace wskazuja, ze ekspre-
sja CagA moze zosta¢ zwigkszona przez diete z duza zawartoScig soli, prowadzaca tez
zwigkszone wydzielanie IL8 [123]. Ponadto, zmienno$¢ genetyczna bakterii H. pylorii
odgrywa istotng role procesie kancerogenezy spowodowanej infekcja. Wprowadzony do
komorki CagA jest fosforylowany w motywie glutamina-izoleucyna-tyrozyna-alanina
(EPIYA), wywolujac zmiany w otaczajacej sekwencji aminokwaséw. Opisano cztery
rozne motywy EPIYA (EPIYA -A, -B, -C, -D; [147]). Motywy te wptywaja na odpo-
wiedz immunologiczng wywotana przez CagA, jak réwniez na ryzyko rozwoju raka
zotadka. Podobnie jest w przypadku cytotoksyny VacA wykazujagcym zmiany w struktu-
rze genu, ktora moze zosta¢ podzielona na region sygnalizacyjny (s), srodkowy (m) i
posredni (i). Zidentyfikowanie szczepu sl/ml wykazujacego wyzsze ryzyko rozwoju
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raka zotadka, wykazano rowniez zwigzek nie tylko z rozwojem dysplazji, ale tez ztosli-
wa inwazyjnoscig tkanki [46]. Biatko VacA, poprzez fosforylacje indukowang przez
Akt/PI3K (phosphatidylinositol - 3 - kinaza), hamuje $ciezke sygnalizacyjng genu
GSK3p (kinaza synthase glycogen 3). Prowadzi to do uwolnienia -kateniny i modulu-
je regulacje apoptozy i cyklu komorkowego [129].

Zewngtrzbtonowe biatko BabA ulega ckspresji w 40-95% szczepow H. pylori w za-
leznosci od regionu geograficznego. Pacjenci zakazeni bakteria z obecnym biatkiem
BabA wykazywali wigksza gesto$¢ kolonii bakteryjnych w zotadku i mieli silniejsze
zapalenie spowodowane podwyzszonym poziomem IL8. Szepy H. pylori z ekspresja
wszystkich trzech genow (CagA, VacA, BabA) sa zwigzane z najwyzszym ryzykiem
rozwoju raka zotadka [170].

Odpowiedz sluzowki zotadka na zapalenie wywotane infekcja H. pylori jest proce-
sem ztozonym. Kluczowg rol¢ w odpowiedzi immunologicznej na zakazenie bakterig i
odgrywajg biatka regulujace limfocyty T, gtownie CD4, CD25, Treg [226].

Bialko Treg wykazuje zwigzek ze zwigkszong liczbg kolonii bakteryjnych, przewle-
ktymi zmianami zapalnymi [81] i ekspresja immunosupresyjnych cytokin takich jak
IL10, IL17 1 TGFp [88]. Podczas leczenia infekcji H. pylori nastgpuje znaczy spadek
liczby komorek T i poziomu ekspresji cytokin w sluzowce zotadka. W przypadku raka
zoladka, liczba komorek T jest ulega znacznemu zwigkszeniu zarowno w §luzowce jak i
we krwi obwodowej [56]. Szczegdlnie, stosunek komoérek Thl do Th2, ktory jest naj-
wyzszy w bezobjawowym niezycie zotadka wykazuje duzy spadek w metaplazji i neo-
plazji nabtonowej i gruczolakoraku Zotadka. Jest to zwigzane ze wzrostem ilosci komo-
rek T w krwi obwodowej i utrzymywaniu si¢ wysokiego poziomu bialka CagA sprzyja-
jacych przewleklemu zapaleniu zaleznego od komoérek T [231]. Badania wykazatly, ze
zwigkszona liczba komorek T z ekspresja genu FOXP3 i niskim poziomem CD4, CD25,
CD117 zwigzana jest z naczyniows, limfatyczng i odlegla inwazja komorek raka zotad-
ka. Podwyzszona liczba komorek T koreluje wigkszym stopniem zaawansowania guza
[164].

1.15.10. Komdrki macierzyste w raku Zolgdka

Chociaz procesy transformacji nowotworowej moga nastagpi¢ na poziomie pojedyn-
czej komorki, wigkszos¢ rakoéw sktada si¢ z roznorodnych populacji komorek nasladuja-
cy model hierarchiczny linii komorek macierzystych. Hipoteza komorek macierzystych
raka nie jest catkowicie nowa, a istnienie komorek macierzystych raka odkryto w ostrej
biataczce szpikowej, a nastgpnie potwierdzono ich istnieniec w guzach litych m.in. w
nowotworach piersi, mozgu, prostaty, trzustki oraz zotadka [88]. Komorki macierzyste
raka to komorki, ktoére posiadajg zdolno§¢ samoodnawiania si¢ i powoduja powstanie
linii heterogennych komoérek nowotworowych, ktore tworza guz. Istotng cecha komoérek
macierzystych raka jest odpornos¢ na terapi¢ antynowotworowa. Komorki te wykazuja
ekspresje¢ biatek transportujacych ATP (ATP-binding cassette family of transporter pro-
teins), ktore wypompowuja z komorki leki chemoterapeutyczne [32].

W przypadku raka zotadka, Haraguchi i wps. [69] badajac subpopulacje SP (side
population) komodrek macierzystych wykazali, ze komorki SP stanowity 0,6-2,2% komo-
rek raka. Komorki SP charakteryzuja si¢ ekspresja biatek transportujacych ABCG2
(ATP-binding cassette, subfamily G, group 2) i ABCBI1 (ATP-binding cassette, subfami-
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ly B, member 1) oraz wykazuja zdolno§¢ do chemoopornosci, samoodnowienia oraz
réznicowania i wysokiego potencjatu rakotworczego [61]. Wykazujg rowniez podwyz-
szony poziom czynnikéw adhezji komorkowej, co wigze si¢ z wysoka zdolnoscia nacie-
kania otrzewnej oraz tworzenia przerzutow [154].

Identyfikacja markerow powierzchniowych komorek macierzystych raka jest wazna,
w badaniu biologii i znaczenia klinicznego nowotworéw zotadka. Zidentyfikowano
wiele markeréw powierzchniowych komoérek nowotworéw roznych narzaddéw np.: w
ostrej biataczce szpikowej CD34" i CD38", dla raka piersi CD44%, CD247"iski ESA (epi-
thelial-specific antigen), CD44", CD24", ESA™ dla raka trzustki, CD44", integryna
a2/B1" dla raka prostaty, w nowotworach mézgu i odbytnicy CD133" [4, 224]. Chociaz
w raku zofadka, specyficznych markeré6w powierzchniowych nie zidentyfikowano, to
komorki raka zotadka z obecnoscig antygenu CD44 wykazuja wlasnosci komorek macie-
rzystych 1 moga pobudzaé¢ komorki CD44-ujemne. Zablokowanie ekspresji genu CD44
spowodowato zmniejszong zdolnos¢ tworzenia kolonii sferoidalnych, ktora jest charak-
terystyczna dla komorek macierzystych raka i wolniejszy wzrost guza u myszy z niedo-
borem odpornosci. Komorki SP raka Zzotadka charakteryzuja si¢ silng ekspresja CD44,
integryny a2, a5, B3, B5 oraz markerow komorek macierzystych, takich jak Oct3 i 4 oraz
Sox2. Ostatnie badania donosza, ze inne markery komorek macierzystych raka, takie jak
CD24, CD133, CD166, SSEA1 (stage-specific embryonic antigen-1) i SSEA4 nie wyka-
zuja zwiazku z procesem kancerogenezy w raku zotadka [210].

Komorki macierzyste raka posiadaja zdolno$¢ samoodnawiania podobnie jak prawi-
dlowe komorki macierzyste. Clark i Fuller [31] przedstawili dwie $ciezki rozwoju takich
komoérek. W pierwszej, mutacje onkogenow inaktywuja mechanizmy ograniczajace
rozrost prawidlowych komorek macierzystych, powodujac powstanie komorek macie-
rzystych raka. Sugeruje si¢, ze roznica pomiedzy normalnymi komérkami macierzystymi
i komérkami macierzystymi raka wynika ze stopnia zaleznosci od niszy komorki oraz
przystosowania do mikrosrodowiska, w ktorym te komorki si¢ znajduja.

W drugim, mutacje mutacje onkogenne moga prowadzi¢ do nieprawidtowej aktywa-
¢ji mechanizmu regulujacego samoodnowienie komoérek macierzystych w komorkach
przejsciowe-wzmacniajacy (TA; transient-amplifying; [117]). W badaniach komorek
macierzystych zotadka, wykazano, ze mutacje mitochondrialnego DNA wystepuja juz w
normalnej btonie sluzowej i metaplazji jelitowej, co daje wyobrazenie o tym, jak rozwija
si¢ proces kancerogenezy. Jednak nie zostalo jeszcze rozstrzygnigte, czy komorki macie-
rzyste raka zotadka rozwijaja si¢ z normalnych komoérek macierzystych lub przejsciowo-
wzmacniajacych komorek progenitorowych [136].

1.15.11. Kliniczne i molekularne czynniki rokownicze w raku zolgdka
Do klinicznych czynnikéw rokowniczych w raku zoladka naleza:

1. Czynniki zalezne od chorego:

e wiek (gorsze rokowanie u chorych ponizej 35 roku zycia niz u chorych powyzej
60 roku zycia)

e plec (lepsze rokowanie u kobiet niz u me¢zczyzn)

e przedoperacyjny stan odzywienia (gorsze rokowanie u chorych z niedozywie-
niem nowotworowym niz u chorych bez cech niedozywienia)
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przedoperacyjny stan ukladu immunologicznego (chorzy z obnizona wartoscia
limfocytow we krwi obwodowej rokuja gorzej niz chorzy z prawidtowymi war-
tosciami limfocytow)

2. Czynniki zalezne od przeprowadzonego leczenia:

radykalnos¢ zabiegu wedhug klasyfikacji R — UICC (Mi¢dzynarodowej Unii
Przeciwrakowej) (chorzy po zabiegach nieradykalnych: R1-mikroskopowo lub
R2-makroskopowo rokuja zdecydowanie gorzej niz chorzy po zabiegach RO-
mikro-/makroskopowo radykalnych)

rodzaj zabiegu (chorzy po calkowitym wycieciu zotadka rokuja lepiej niz po
czesciowym wycieciu)

zakres wycigcia weztow chlonnych (chorzy po limfadenektomii D2 rokuja lepiej
niz po limfadenektomii D1)

rodzaj leczenia uzupetniajacego (chorzy ze ztymi czynnikami rokowniczymi
wymagajacy leczenia uzupetniajacego leczeni chemioradioterapig pooperacyjna
rokuja lepiej niz leczeni tylko chemioterapia poza chorymi, u ktorych stwier-
dzono obecno$¢ receptora Her2)

3. Czynniki zalezne od patologii guza:

lokalizacja i rozmiar guza (raki okolicy potaczenia przetykowo-zoladkowego
rokuja gorzej niz raki trzonu zotadka; male guzy ponizej 5 cm $rednicy rokuja
lepiej niz te powyzej 5 cm $rednicy)

typ nacieku wedlug Borrmanna (typ polipowaty rokuje lepiej niz typ naciekaja-
cy tzw. linitis plastica)

stopien zroznicowanie histologicznego (nacieki dobrze zréznicowane- G1 roku-
ja lepiej niz zle zréznicowane-G3)

typ histologiczny wedtug klasyfikacji Laurena (typ jelitowy rokuje lepiej niz typ
rozlany)

glebokos¢ nacieku czyli cecha T wedhug UICC (nacieki T1 rokuja zdecydowa-
nie lepiej niz T2, a te lepiej niz T3 1 T4)

ilo§¢ zmienionych przerzutowo we¢ztéw chtonnych (N1-przerzuty w 1-6 regio-
nalnych weztach chtonnych rokuja lepiej niz N2-przerzuty w 7-15 wezlach
chlonnych i dalej lepiej niz N3- przerzuty w wigcej niz 15 regionalnych weztach
chlonnych)

stosunek ilosci weztow chtonnych zmienionych do catkowitej ilo$ci usunigtych
weztow chlonnych (jesli ten wspotczynnik jest ponizej 0,2 to rokowanie jest
lepsze, niz gdy jest on powyzej 0,2)

obecnos¢ przerzutow odleglych czyli cecha M wedtug UICC (chorzy bez prze-
rzutéw odlegtych — MO rokuja lepiej niz chorzy z przerzutami odleglymi-M1
czyli po operacjach paliatywnych)

obecnos¢ nacieku okotonerwowego jest ztym czynnikiem rokowniczymi
obecnos¢ nacieku limfatycznego i Zylnego jest ztym czynnikiem rokowniczymi.

Sposrod wymienionych klinicznych cech rokowniczych dla raka zotadka najwigksze
znaczenie maj3: radykalnos¢ zabiegu (klasyfikacja R) stosunek ilo$ci weztéw chtonnych
zmienionych do catkowitej ilosci usunigtych weztow chionnych oraz glgbokos¢ nacieku
(cecha T)
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Jednym z bardziej interesujacych podejs¢ do molekularnej identyfikacji czynnikow
rokowniczych o znaczeniu prognostycznym byta seria prac, zapoczatkowana przez
Perou [163] i Sorlie [199]. Autorzy analizowali przebieg kliniczny raka piersi w odnie-
sieniu do profilu ekspresji genow badanego metoda mikromacierzy. Nie byt to jednak
ani profil ,,przypadkowy”, ani tez profil selekcjonowany pod katem zwigzku z rokowa-
niem choroby. Wzigto pod uwagg te geny, ktorych ekspresja wykazywata duzag zmien-
no$¢ w obrebie raka piersi, w tym w poréwnaniu do uktania nienowotworowego sutka i
wielu wycinkow pobranych z guza. Stwierdzono, ze podtypy molekularne raka piersi
wyodregbnione w ten sposob istotnie roéznig si¢ rokowaniem, a podziat choroby na 4
grupy (podtyp luminalny A i B, podtyp HER2 i podtyp bazalny) jest obecnie podstawa
systemu klinicznej stratyfikacji ryzyka we wczesnym raku piersi i jest w Europie ruty-
nowo stosowany w praktyce kliniczne;j.

Jednym z pierwszych badan dotyczacych raka zotadka jest opublikowana juz w
2004 r. przez Jinawath i wsp. analiza dotyczaca roznic mi¢dzy rozlanym i jelitowym
typem raka zotadka (Jinawath N 1 wsp. Oncogene PubMed 15273739). W §lad za ta
analiza pojawity si¢ pierwsze proby wykorzystania badania mikromacierzowego do
identyfikacji genéw powigzanych z rokowaniem w tej chorobie, np. Kim i wsp. (Clin
Cancer Res 2005 PubMed 15701830), jednak postep badan tego type w raku zotadka
wydaje si¢ wolniejszy niz w innych nowotworach. Nastgpne publikacje dotyczace po-
wigzania ekspresji gendw z rokowaniem dotyczyly m.in. znaczenia czasteczki CD117
(Lee HJ i wsp. Gastroenterology 2010), CXCL1 (Xu i wsp. Int J Cancer 2012 PubMed
21387301) czy tez HOXA10 (Sentani i wsp. 2012, Carcinogenesis 2012 PubMed
22411957).

Jednym z ostatnich badan w ktorych wykorzystano technike profilowania ekspresji
gendéw za pomocg mikromacierzy DNA jest opublikowana w grudniu 2013 analiza Yin i
wsp. (Plos One, PubMed 24312559). Praca ta oparta jest o wczesniejsze badania auto-
row dotyczace roznic miedzy ekspresja genow w raku zotadka w poréwanniu do zmian
ktére nie ulegly transformacji nowotworowej 1 znaczeniu genéw kodujacych rézne wa-
rianty kolagenu. Badanie wykonano za pomoca wilasnej mikromacierzy zawierajacej
nieco ponad 1000 wybranych transkryptow potencjalnie istotnych dla raka zotadka.
Autorzy podejmuja probe identyfikacji ich znaczenia prognostycznego i pokazuja ze jest
to potencjalnie mozliwe; rownoczesnie jednak opracowany przez nich test nadal nie jest
optymalny do zastosowania w diagnostyce klinicznej — pole pod krzywa charakterystyki
operacyjnej odbiornika (ROC, receiver-operating characteristic curve) jest wzglednie
niskie (AUC=0,56), a dyskryminacja czasu przezycia w uzyskanych grupach staba. Do-
datkowo, wykonana analiza nie uwzlednia znaczenia czynnikow klinicznych istotnych
dla rokowania ani roznic w ekspresji badanych genéw pomiedzy normalng $luzéwka
zotadka a utkaniem raka. Ten ostatni czynnik moze mie¢ duze znaczenie, gdyz tylko
geny wykazujace duzg réznice ekspresji migdzy rakiem a jego otoczeniem sa ,,odporne”
na nieuniknione w rutynowych warunkach pobierania materiatu zanieczyszczenie utka-
nia guza podscieliskiem i otaczajacymi tkankami ktore nie ulegly petnej transformacji
nowotworowej.

We wczesniej wykonanych przez nas badaniach (Kedzior K. — praca magisterska pt
Analiza poziomu ekspresji wybranych genéw w raku zoladka. Stojcev Z, Kedzior K i
wsp. Comparison of gene expression changes of cell adhesion and angiogenesis-related
genes in gastric cancer. Manusktypt w przygotowaniu) analizowali$my szereg wybra-
nych na podstawie dostgpnego pismiennictwa gendw potencjalnie o istotnych zmianach
w ekspresji w raku zotagdka (geny ACK, ,CCL18, CD36, COL1A, COL4A2, COL6A3,
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FN1, LAMC2, MAPK1, OPCML, PDGFD, PIM1, RNASE1, RRM2, SLAM, SLC2AI1,
SPARC, SPP1, TFF1, THBS2, TIMP1, TOP2A, YESI). PotwierdzilisSmy, ze cz¢$¢ z
tych gendéw wykazuje istotne roznice migdzy ekspresja w raku zotadka a zdrowa, nie-
zmieniong nowotworowo Sluzowka zotadka. To wstgpne doniesienie stanowito punkt
wyjsécia do dalszych badan nad poszukiwaniem markerow o znaczeniu rokowniczym,
czemu poswigcona jest niniejsza rozprawa.
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2.

CEL PRACY

Celem pracy jest ocena ekspresji profilu ekspresji genow w raku zotadka pod katem
ich potencjalnego znaczenia prognostycznego, w tym zwigzku z zaawansowaniem cho-
roby i czasem przezycia pacjenta. Analiza znaczenia prognostycznego bedzie odbywac
si¢ w kontekscie roznic migdzy ekspresja genu w utkaniu raka w stosunku do sasiaduja-
cej blony $luzowej zotadka, gdyz maja one kluczowa rol¢ dla skonstruowania trafnego
testu diagnostycznego.

Szczegbdtowe cele pracy obejmuja:

1.

Poszukiwanie genow powigzanych z zaawansowaniem raka zotadka, stopniem
zréznicowania i innymi cechami histoklinicznymi za pomocg techniki mikro-
macierzy DNA

Poszukiwanie genow powiazanych z czasem przezycia chorych na raka zoladka
za pomocg techniki mikromacierzy DNA

Analize rokowniczego znaczenia ocenianego wczesniej panelu genéw poten-
cjalnie istotnych dla raka zotadka: ACK, CCL18, CD36, COL1A, COL4A2,
COL6A3, FNILAMC2, MAPK1, OPCML, PDGFD, PIMIRNASE1, RRM2,
SLAM, SLC2A1, SPARC, SPP1, TFF1, THBS2, TIMP1, TOP2A, YESI.

Oceng ekspresji wybranych gendw o potencjalnym znaczeniu rokowniczym
pomigdzy utkaniem raka zotadka a $luzowka nowotworowo niezmieniong oraz
oceng wplywu degradacji RNA na wyniki oceny ekspresji tych genow.
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3. MATERIAL I METODY
3.1. Pacjenci i material badany
3.1.1.  Ogdlna charakterystyka materiatu klinicznego

W okresie od 1 stycznia 2003 roku do 31 grudnia 2008 roku w Oddziale Chirurgii
Onkologicznej Wojewoddzkiego Szpitala Specjalistycznego im. Janusza Korczaka
w Stupsku Autor operowal 57 kolejnych chorych z powodu zweryfikowanego gruczola-
koraka (adenocarcinoma) zotadka, u ktérych pobrano probki do badan genetycznych.
Wsrod zoperowanych chorych byty 23 kobiety (40,5%) i 34 me¢zczyzn (59,5%); wiek:
46 — 84 lata ($redni wiek: 64,2 lata).

W analizowanej grupie chorych wykonano 50 (88%) gastrektomii czyli catkowitego
wyciecia zotadka (gastrectomia totalis), za$ u 7 chorych (12%) subtotalng resekcje zo-
tadka gorng lub dolng (resectio ventriculi subtotalis superior/inferior).

Ostateczny stopien zaawansowania (pTNM) okreslono w oparciu o wynik badania
histopatologicznego pooperacyjnego wedtug klasyfikacji Migdzynarodowej Unii Prze-
ciwrakowej (Union Internationale contre le Cancer — UICC), stwierdzajac:

Stopien [A - 0 chorych

Stopien IB  — 2 chorych (3,5%)
Stopien II - 14 chorych (24,5%)
Stopien ITIA — 17 chorych (30%)
Stopien I1IB — 17 chorych (30%)
Stopien IV — 7 chorych (12%)

Chorzy ze zlymi czynnikami rokowniczymi (znaczne zaawansowanie loko-
regionalne: pT3/4, N+, wspolczynnik zajetych weztdéw chtonnych do usunigtych powy-
zej 0,2; cecha M1 — przerzuty odleglte) otrzymywali pooperacyjna chemioterapi¢ wedtug
programu PELF (cisplatyna, epirubicyna, leukoworyna, 5-fluorouracyl).

Wsrdod zoperowanych chorych stwierdzono 6 pooperacyjnych zgonow (10,5%) do
30 dnia po operacji. Byli to chorzy o znacznym zaawansowaniu loko-regionalnym (sto-
pien IIIB) lub w stadium rozsianym (stopien 1V), u ktorych byly nagle wskazania do
operacji (objawy wysokiej niedrozno$ci, krwawienie z gornego odcinka przewodu po-
karmowego). Przezycie $rednie dla calej grupy zoperowanych chorych (z wylaczeniem
zgondw pooperacyjnych) wyniosto 32 miesigce (zakres: 2-90 miesigcy), za$ odsetek
chorych ktorzy przezyli 5 lat wyniost 17,6%.

3.1.2.  Pozyskiwanie i przechowywanie materiatu klinicznego do badan

Badaniu poddano catkowity RNA wyizolowany z materiatu pobranego od chorych
na raka zotadka pooperacyjnie. Ze $wiezo pobranego materiatu, przed jego umieszcze-
niem w formalinie, pobierano wycinek guza oraz wycinek utkania makroskopowo nie-
zmienionej $ciany zotadka (gtéwnie blona sluzowa). Pobrany material byt umieszczany
w roztworze stabilizujacym RNAlater (Qiagen) Odczynnik ten stabilizuje i chroni RNA
przed degradacja, umozliwiajac dtuzsze przechowywanie bez konieczno$ci zamrazania
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traktowanej tkanki (7 dni w temperaturze 18-25°C, 30 dni w temperaturze 4°C). Nastep-
nie zebrany materiat przechowywano w zamrazarce niskotemperaturowej (-80°C).

W przypadku 54 pacjentdéw dysponowano parg wycinkow (guza oraz tkanki nie-
zmienionej nowotworowo), u 3 chorych dysponowano tylko probka guza.

3.2. Metody badan molekularnych. Izolacja RNA

3.2.1.  Izolacja caltkowitego RNA 7 pooperacyjnych fragmentow raka ;olgd-
ka metodg Chomczynskiego i Sacchi

Do izolacji catkowitego RNA z fragmentow pooperacyjnych wykorzystano najczg-
Sciej stosowana w laboratoriach metod¢ Chomezynskiego i Sacchi. Metoda ta w poczat-
kowym etapie polega na lizie komoérek w obecnosci TRIzolu, ktory jest mieszaning feno-
lu, izoamylu i izotiocyjanianu guanidyny. Nastepuje rozbicie blon komérkowych i uwol-
nienie bialek oraz kwasow nukleinowych. Kwasny odczyn fenolu powoduje denaturacje
i wytracenie biatek, w tym rybonukleaz (RNaz) powodujacych degradacje RNA, oraz
DNA. Nastepnie tak uzyskany material poddaje si¢ ekstrakcji w obecnos$ci chloroformu.
Podczas wirowania nast¢puje rozdzial mieszaniny na trzy fazy: wodng, w ktdrej znajduje
si¢ RNA, interfazg oraz faz¢ fenolu, w ktorych znajduja si¢ DNA 1 biatka.

W celu zahamowania degradacji RNA powodowanej przez rybonukleazy, kazdora-
Zowo przygotowywano naczynia i odczynniki wolne od RNaz. Mozdzierze, thuczki i
homogenizatory, wykorzystane do krojenia i rozdrabniania tkanki, myto detergentem
oraz ptukano 5 M NaOH i 70% roztworem alkoholu etylowego, inkubowano w 0,1%
roztworze dietylopoliweglanu (DEPC). Nastgpnie poddawano sterylizacji w wysokiej
temperaturze.

Przed przystapieniem do izolacji sterylne skalpele chtodzono w temperaturze
-100°C. Fragmenty preparatu o masie ok. 30-50 mg odcinano sterylnym skalpelem,
umieszczano w mozdzierzu i rozcierano w obecnosci ciektego azotu do momentu uzy-
skania jednorodnego proszku. caly proces przebiegat bez rozmrozenia materiatu. Do
roztartego materiatlu dodawano 1 ml roztworu denaturujacego (solution D) z B-ME (1 ml
solution D: 7,2 ul B-ME) i rozcierano w homogenizatorze (Fast Prep™ FP 120). Homo-
genat przenoszono do sterylnej proboéwki obj. 15 ml (Falcon, Sarsted). Dodawano 100 ul
2 M octanu sodu o pH 4,0. Wymieszano i dodano 1 ml fenolu wysycanego woda, po-
nownie mieszano i dodano 200 pl mieszaniny chloroform — alkohol izoamylowy (w
stosunku 49:1). Wytrzasano 10 sekund i inkubowano na lodzie przez 15 minut. Nastep-
nie wirowano 25 minut przy 10000g w temperaturze 4°C (wiréwka 3K30 firmy Sigma,
stosowano we wszystkich wirowaniach). Po zwirowaniu faz¢ wodng przenoszono do
nowej probowki i dodawano izopropanolu o objgtosci rownej objetosci otrzymanej fazy
wodnej. Otrzymang mieszaning inkubowano w temperaturze -20°C co najmniej przez
godzing. Nastepnie wirowano 20 minut przy 10000g w temperaturze 4°C. Odciggano
supernatant a pozostaty osad oczyszczano i trawiono DNazg I.
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3.2.2.  Oczyszczanie i ocena jakosci RNA

W nastgpnym etapie catkowity RNA, uzyskany za pomocg metody Chomczynskego
i Sacchi, podano procesowi oczyszczania i trawienia DNaza [ z wykorzystaniem zestawu
Micro Kit (Qiagen). Procedura ta wykorzystuje kolumny, ktore zawieraja ztoze krze-
mionkowe posiadajace wilasciwos¢ selektywnego wiazania RNA. Probki poddawano
lizie w obecnosci buforu denaturujacego RLT, zawierajacego izotiocyjanian guanidyny
(GITC), ktory inaktywuje RNazy. Nastepnie dodaje si¢ etanolu w celu wytworzenia
odpowiednich warunkéw do zwigzania RNA ze zlozem. Kolejnym krokiem jest usuwa-
nie zanieczyszczen z probki wykorzystujac bufory czyszczace RW1 I RPE. Na koniec
RNA wyptukuje si¢ za pomoca wody wolnej od RNaz. Procedura ta pozwala uzyskaé
czagsteczki RNA pozbawione zanieczyszczen o dtugosci powyzej 200 nukleotydow.

Do wyizolowanego catkowitego RNA dodawano 350 pl mieszaniny buforu RLT
i B-ME w proporcji 1 ml RLT: 10 pl B-merkaptoetanolu a nastgpnie 96% etanolu
(250 pl). Catos¢ doktadnie mieszano i przenoszono na kolumng i wirowano 15 sekund
przy 9000g (10000rpm; wirowka typu 1-5 firmy Sigma, uzywana we wszystkich wi-
rowaniach). RNA ponownie ulega zwiazaniu z membrang krzemionkowa. Przesacz
wylano i dodano 350 pl buforu RW1, wirowano 15 sekund przy 8000g, przesacz po-
nownie odlano. Nastgpnie do 10 pl DNazy I dodano 70 pl buforu RDD, calo$¢ nanie-
siono na §rodek membrany i inkubowano przez 15 s w temperaturze pokojowej. Po
inkubacji dodano 350 pl buforu RW1 i wirowano 15 s przy 9000+g. Kolumny przeto-
zono na nowe probowki (2 ml), dodano 500 pl buforu RPE i wirowano 15 sekund przy
9000g, przesacz odlano. Ponownie dodano 500 pl buforu RPE i wirowano 2 min przy
9000g. Kolumny przeniesiono na nowe opisane probowki (1,5 ml), wyptukiwano z
nich RNA dodajac 33 ul wody wolnej od RNaz i wirujac 1 minute przy 8000 g. Z
uzyskanych 33 pl RNA pobrano 2,5 pl do pomiaru spektrofotometrycznego i oceny
jakosciowej z uzyciem bioanalizatora, reszt¢ materialu zamrozono przechowywano w
temperaturze -70°C.

Do wyznaczenia st¢zenia RNA skorzystano z prawa Lamberta-Beera:
A=¢gxc

gdzie: A — absorbancja, & — molowy wspolczynnik absorpeji [dm* mol!-cm™'], x — gru-
bo$¢ warstwy absorbujgcej [cm], ¢ — stezenie molowe [mol/dm?].
Po przeksztalceniu:

c=A/(ex)

Absorbancje A wyznaczono metoda spektrofotometryczng przy dtugosci fali 260 nm
(A260).

Metoda spektrofotometryczng sprawdzano takze czystos¢ RNA. Wartos¢ wspot-
czynnika Ajso/Azso, ktora miescita si¢ w przedziale 1,8-2,2 co oznacza, ze absorbancja
przy maksimum dla kwasow nukleinowych (A260) jest 2x wigksza niz absorbancja tta i
zanieczyszczen. Do pomiaru cze¢sci probek uzyto spektrofotometr ND-1000 NanoDrop.

Do oceny jakosci RNA zastosowano technologi¢ oparta na elektroforezie mikroka-
pilarnej fragmentow czasteczek RNA na podstawie ich wielko$ci. Elektroforeza ta za-
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chodzi na szklanym chipie, ktory zawiera potaczone ze soba mikrokanaty i zbiorniki.
Analize wykonano na bioanalizatorze (system Lab-on-a-Chip, urzadzenie Agilent Bioa-
nalyzer 2100). Jako wzorzec wielkosci wykorzystano marker RNA 6000 Nano Ladder.
Ryc. 28 przedstawia przyktadowe zdjecie zelu po elektroforezie 12 prébek RNA izolo-
wanego z tkanek zotadka.

[5] [s]

Ladder zol54  zol56  z0l53  zol43  zol44  zol52  zol49  zolS0 zol48  zolS1 O zol47  zol4s

70— - 70
65 — - 65
60 — - 60
55 — -55
50— - 50
45 — —45
40— | —40
35— -35
30—: - 30
25— -5
20 - - 20

Ryc. 27. Przykladowy obraz zelu. W $ciezkach widoczne sa dwa prazki odpowiadajace podjed-
nostkom 28S i 18S RNA rybosomalnego.

Fig. 27. Sample gel image. Two stripes equivalent to subunits 28S and 18S of ribosomal RNA can
be seen in the lanes.

Za pomocg zestawu RNA 6000 Nano Assay (Agilent Technologies) badano probki o
stezeniu RNA powyzej 50 ng/ul. Zestaw ten umozliwia jednoczesna analizg 12 probek.
Do 65 pl Zelu (RNA 6000 Nano Gel Matrix) dodano 1 pl barwnika (RNA 6000 Nano
Dye Concentrate). Do 65 pl zelu (RNA 6000 Nano Gel Matrix) dodano 1 pl barwnika
(RNA 6000 Nano Dye Concentrate), cato§¢ doktadnie wymieszano z wykorzystaniem
worteksu (IKA WORKS), a nastgpnie wirowano 10 minut przy 13000-g (wirowka
5415D firmy Eppendorf). Plytke (RNA Nano Chip) umieszczono w statywie (Chip Pri-
ming Station). Na ptytke w odpowiedni dotek naniesiono 9 ul zelu z barwnikiem fluore-
scencyjnym. Wykorzystujac pompke ze statywu rozprowadzono rownomiernie zel w
kapilarach. Nastepnie rozpipetowano po 9 pl mieszaniny zel-barwnik do kolejnych
dwoch dotkow. Do pozostatych 13 dotkéw natozono po 5 pl znacznika (RNA 6000
Nano Marker). Do 12 dotkéw naktadano po 1 pl badanego RNA i do pozostatego dotka
1 pl markera. Probki i marker przed nalozeniem inkubowano w temperaturze 70°C przez
2 minuty.

Probki o stgzeniu RNA ponizej 50 ng/pl analizowano za pomocg zestawu RNA
6000 Pico Assay (Agilent Technologies). Do 65 pul zelu (RNA 6000 Pico Gel Matrix)
dodano 1 pl barwnika (RNA 6000 Pico Dye Concentrate). Doktadnie wymieszano wy-
korzystujac vortex (IKA WORKS) i wirowano (10 min, 13000 g wirdéwka 5415D firmy
Eppendorf). Ptytka (RNA Pico Chip) zostala nastgpnie umieszczona w statywie (Chip
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Priming Station). W odpowiednie miejsce naniesiono 9 ul zelu z barwnikiem fluore-
scencyjnym i przy uzyciu pompki ze statywu zel zostat rownomiernie rozprowadzony w
kapilarach. Nastepnie rozpipetowano po 9 pl mieszaniny zel-barwnik do 2 kolejnych
dotkow. Do oznaczonego dotka dodano 9 ul roztworu kondycjonujacego (RNA 6000
Pico Conditioning Solution). Do pozostatych 12 dotkéw natozono po 5 pl znacznika
(RNA 6000 Pico Marker). Do 11 dotkéw natozono po 1 pl badanego RNA i do ozna-
czonego dotka 1 pl markera. Zarowno probki jak i marker przed nalozeniem inkubowa-
no przez 2 minuty w 70°C.

W obu przypadkach elektroforezg przeprowadzono na bioanalizatorze Agilent 2100,
a jako wynik otrzymano elektoforogram okreslajacy stopien degradacji badanych probek
RNA.
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Rye. 28. U goéry elektroforogram probki nr 46 (bardzo dobra jakos¢ RNA — RIN 8,8). Ponizej
probka 80 (RIN 2,8 — RNA niskiej jakos$ci). M — marker; 5S, 18S, 28S — podjednostki rybosomal-
nego RNA, F-frakcja szybkiego regionu.

Fig. 28. Above: electrophorogram for sample no. 46 (very good RNA quality — RIN 8.8; below:
sample 80 (RIN 2.8 — poor quality RNA). M — marker; 58S, 188, 28S — subunits of rvbosomal RNA,
F — fast region fraction.
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Elektroforeza mikrokapilarna wyizolowanych probek RNA, przeprowadzona na
bioanalizatorze, a uzyskane wyniki w postaci elektroforogramu $wiadczyly o jakosci
uzyskanego materiatu. Ilo$¢ zmierzonej fluorescencji, przedstawionej na wykresie elek-
troforezy zalezy od ilosci RNA danej wielkosci. Algorytm oprogramowania na podsta-
wie parametrow takich jak: wspétczynnik calkowitego RNA, wysokos¢ piku 28S,
wspoélczynnik powierzchni pod pikiem 28S, poréwnanie powierzchni pikéw 28S i 18S
do powierzchni pikow szybkiego regionu (region pomi¢dzy pikami 5S i 18S), wartosé¢
regresji liniowej w koncowym punkcie szybkiego regionu, ilos¢ wykrytych fragmentow
RNA w szybkim regionie, obecnos¢ lub brak piku 18S (stabsza lub mocniejsza degrada-
cja RNA) oraz stosunek catkowitej sredniej wartosci wysokosci pikow do ich mediany,
oblicza warto$¢ wspotczynnika RIN (RNA Intergrity Number). Wspotczynnik RIN okre-
$la jako$¢ probki, stopien jej degradacji, jego warto$¢ miesci si¢ w zakresie od 1 do 10,
gdzie warto$¢ 1 to RNA catkowicie zdegradowane a 10 RNA doskonatej jakosci [187].

3.3. Analiza ekspresji genéw za pomoca mikromacierzy
oligonukleotydowych

Do badania réznic w ekspresji genéw pomig¢dzy rakiem i niezmieniong nowotworo-
wo $luzowka zotadka wykorzystano oligonukleotydowe macierze wysokiej gestosci
firmy Affymetrix (typ HG U133 2.0). Macierze te zbudowane sg ze krzemionkowej
ptytki, na ktora nanosi si¢ za pomoca techniki fotolitografi, 25 nuklotydowe sondy i
wykorzystuja zjawisko hybrydyzacji migdzy song a badanymi czasteczkami RNA. Jeden
gen jest reprezentowany przez zestaw (tzw. Spot) 11-16 sond o petnej komplementarno-
Sci (perfect match) oraz sond réznigcych si¢ jednym nukleotydem (mismatch). Sygnat
powstajacy w wyniku hybrydyzacji z sonda mismatch traktowany jest jako tlo, a jego
warto$¢ odejmowana jest od sygnatu sondy perfectmach. Analiza sktada si¢ kilku eta-
pow:

1. synteza pierwszej nici DNA z probek catkowitego RNA;

2. synteza drugiej nici cDNA;

3. synteza znakowanego biotyng cRNA;

4. fragmentacja cRNA 1 przygotowanie koktajlu hybrydyzacyjnego;
5. hybrydyzacja na macierzy;

6. ptukanie i skanowanie macierzy.

Pierwszego dnia procedury wykonuje si¢ punkty od a do ¢, drugiego d i e, a trzecie-
go wykonuje si¢ plukanie i skanowanie macierzy.

Badanie przeprowadzono na 8 probkach raka zoladka i 8 probkach niezmienionej
nowotworowo §luzéwki zotadka z wykorzystaniem macierzy typu HG U133 2.0 (tab.
8A i B) oraz 25 probekach raka zotadka z wykorzystaniem macierzy typu HG 133A 2
(tab. 9A 1 B). Zbidr 16 macierzy raka i zdrowej Sluzoéwki dobrano tak, by zagwaranto-
wac optymalng jako$¢ wybranych do badania probek RNA, tak by czynnik jako$ciowy
nie wptywal na wyniki porownania. Z kolei, zbior 25 probek raka zotadka dobrano tak,
by materiat kliniczny reprezentowat jak najlepiej przekroj zaawansowanych chorych na
operacyjnego raka zotadka i rownoczesénie, by zroznicowac stopien degradacji badanych
probek RNA — tak, by mozliwa byta ocena wptywu tego czynnika na wyniki badania
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ekspresji wybranych gendéw stanowigcych potencjalne markery kliniczne (celem badania
byta selekcja markerow potencjalnie odpornych na degradacje¢ RNA). Stad, w badane;j
grupie uwzgledniono 10 chorych o bardzo wysokiej jakosci RNA (RIN powyzej 7), 10
chorych o homogennie przecigtnej jakosci RNA (RIN w zakresie 6-7) oraz mniejsza
grupe¢ 5 chorych wykazujacych duzg degradacj¢ RNA (RIN okoto 2).

Tabela 8a. Probki analizowane z wykorzystaniem macierzy HG U133 2.0
Table 8a. Samples analyzed using a microarray HG U133 2.0

NR Status | SteZenie RNA RIN
(ng/pl)
3 T 652.42 8.1
4 N 423.69 7.9
6 N 120.93 7.0
9 T 636,42 83
12 N 666,60 6.9
16 T 1263.39 92
17 N 446,67 73
26 T 2509,00 7.9
31 N 243 34 7.7
33 N 318.58 7.1
54 T 1097.00 8.6
58 T 733.18 7.9
71 N 147.07 7.4
77 N 153,24 7.9
83 T 1939.40 7.9
o8 T 24628 8.0

Tabela 8b. Podsumowanie stopnia degradacji — probki analizowane z wykorzystaniem macierzy
HG U133 2.0
Table 8b. Summary of degradation level — sample analyzed with the microarray HG U133 2.0

Numer probki

RIN
T N
7-10 3,9,16,26,54,58,88,98 | 4,6,17,31,33,71,77
6-7 0 12
<6 0 0
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Tabela 9a. Probki analizowane z wykorzystaniem macierzy HG_U133_A 2
Table 9a. Samples analyzed using a microarray HG U133 A 2
Stezenie Stezenie
NR Status RNA RIN NR Status RNA RIN
(ng/ph) (ng/ph)
20 T 100,13 6,7 90 T 210,32 6,9
30 T 354,58 7,5 92 T 718,12 6,7
34 T 844,67 6,8 94 T 537,5 6,4
48 T 64,81 7,1 96 T 100,13 6,7
52 T 718,12 6,7 106 T 254,14 6,7
64 T 1376,1 7,7 112 T 1917,7 2,2
68 T 199,22 6,9 114 T 320,6 2,7
70 T 463,96 7,7 116 T 860,4 7,3
74 T 17,52 6,9 124 T 641,76 2,6
76 T 1263,39 9,2 126 T 347,19 2,7
78 T 1736 7,7 132 T 761,27 7,3
82 T 1489,4 7,8 134 T 497,84 2,6
86 T 1939,4 7,9
Tabela 9b. Podsumowanie stopnia degradacji — probki analizowane z wykorzystaniem macierzy

HG U133 A 2
Table 9b. Summary of degradation level — sample analyzed with the microarray HG_U133_A 2

RIN Numer probki
7-10 30, 48, 64, 70, 76, 78, 82, 86, 116, 132
6-7 20, 34, 52, 68, 74, 90, 92, 96, 94, 106
<6 112, 114, 124, 126, 134
3.3.1.  Synteza znakowanego i fragmentowanego aRNA (Gene Chip 3'IVT

Express Kit)

W pierwszym etapie przygotowano rozcienczenia kontroli Poly-A (Poly-A-RNA
controls — SPIKE-IN), uzywanego do okreslenia jakosci hybrydyzacji. Sporzadzono 4
serie kolejnych rozcienczen:

1.

2.

rozcienczenie pierwsze 1:20 — 2 pl Poly-A Control Stock i 38 ul Poly-A

Dil Buffer;
rozcienczenie drugie 1:50 — 2 pl rozcienczenia pierwszego i 98 ul Poly-A
Dil Buffer;
rozcienczenie trzecie: 1:50 — 2 pl rozcienczenia drugiego i 98 ul Poly-A
Dil Buffer;

rozcienczenie czwarte 1:4 — 5 pl rozcienczenia trzeciego i 15 pl Poly-A Dil

Buffer.

Przygotowano mieszaning sktadajaca si¢ z catkowitego RNA (0,25 ng) i kontroli

Poli-A:
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Tabela 10. Sktad mieszaniny RNA/kontrola Poly-A.
Table 10. Components of the RNA/Poly-A control mix.

Skladnik mieszaniny Objetosé

Probka catkowitego RNA 0,25 pg zmienna

Rozcienczona kontrola Poly-A 2 ul
Woda wolna od RNaz zmienna
Koncowa objetosé Sul

Kolejnym etapem byla synteza pierwszej nici cDNA. W tym celu przygotowano
mieszaning reakcyjng skladajacg o objetosci 5 ul (na jedng probke) si¢ z 4 ul buforu
(First-Strand Buffet Mix) i 1 ul odwrotnej transkryptazy (First-Strand Enzyme Mix).
5 ul mieszaniny rozpipetowano do probowek reakcyjnych (objetosé 0,2 ml) i dodano
5 pl mieszaniny catkowite RNA/kontrola Poly-A. Calos¢ doktadnie wymieszano i inku-
bowano przez 2 h w temperaturze 42°C w termocyklerze PTC-100 firmy MJ Research
(termocykler uzywany we wszystkich etapach.

Nastepnie przeprowadzono syntez¢ drugiej nici cDNA. Do probowek zawierajacych
zsyntetyzowang pierwsza ni¢ cDNA dodano 20 ul mieszaniny reakcyjnej (tab. 11), ca-
os¢ doktadnie wymieszano i inkubowano 1h w 16 °C a nastgpnie 10 min w 65°C.

Tabela 11. Sktad mieszaniny do syntezy drugiej nici cDNA.
Table 11. Components of the mix for the synthesis of the second cDNA thread.

Skladnik mieszaniny Objetos¢
Secondo-Strand Enzym MIX 2 ul
Second-Strand Buffer MIX 5ul
Woda wolna od RNaz 13 ul
Koncowa objetosé 20 pl

Po otrzymaniu drugiej nici cDNA nastgpuje synteza znakowanego biotyng aRNA.
W tym celu sporzadzono mieszaning reakcyjng w sktadzie:
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Tabela 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej do syntezy aRNA.
Table 12. Components of reaction mix for aRNA synthesis.

Skladnik mieszaniny Objetosé
IVT biotyn Label 4 ul
IVT Labeling Buffer 20 ul
IVT Enzyme Mix 6 ul
Koncowa objetosc 30 pl

Catos¢ doktadnie wymieszano, wirowano, rozpictowano po 30 ul do probowek zawie-
rajacych dwuniciowe cDNA, a nastgpnie inkubowano 16h w temperaturze 40°C. Otrzyma-
ne aRNA poddano procesowi oczyszczania. Probki aRNA najpierw inkubowano przez 10
minut w temperaturze 55°C. Nastgpnie do kazdej probki dodano 10 pl roztworu zawieraja-
cego kulki magnetyczne wigzace RNA (RNA Binding Beads) oraz 50 pl buforu wiagzacego
(aRNA Binding Buffet Concentrate). Tak przygotowane probki aRNA przeniesiono na
plytke (U-bottom Plate) i wymieszano przez pipetowanie. Nastepnie dodano 120 ul 99,8%
etanolu, wymieszano przez pipetowanie i umieszczono na kotysce laboratoryjnej (2 min,
ustawienie 4, Lab-Line Titer Plate Shaker). Ptytke przeniesiono na statyw magnetyczny i
wychwytywano kulki przez 5 min (do czasu uzyskania klarownej mieszaniny). Superna-
tant delikatnie usuni¢to, a do dotkow dodano roztworu pluczacego (aRNA Wash Solution),
plytke umieszczono na kotysce (1 min, ustawienie 7, Lab-Line Titer Plate Shaker). Na-
stepnie plytke ponownie umieszczono na statywie magnetycznym i odciagni¢to powstaty
supernatant. Procedur¢ z uzyciem roztworu phiczacego powtorzono, a nastepnie umiesz-
czono plytke na kotysce laboratoryjnej i mieszano energicznie przez 1 min az do wyparo-
wania reszty etanolu (ustawienie 10).

W celu elucji oczyszczonego aRNA z magnetycznych kuleczek wiazacych dodano 50
pl roztworu aRNA Elurion Solution (wczes$niej roztwor zostat podgrzany do 55°C). Plytke
umieszczono na kotysce laboratoryjnej i mieszano az do catkowitego rozproszenia kulek
magnetycznych (3 min, ustawienie 10, Lab-Line Titer Plate Shaker). Nastepnie plytke
przeniesiono na statyw magnetyczny, a otrzymany klarowny supernatant przeniesiono do
probéwek PCR. Stezenie oczyszczonego aRNA zmierzono uzywajac spektrofotometr
NanoDrop 1000. W kolejnym etapie oczyszczone probki aRNA poddano fragmentacji. Do
poszczegolnych probek dodano 30 pl mieszaniny do reakeji fragmentacki, ktora zawierata:

Tabela 13. Sktad mieszaniny do reakcji fragmentacji aRNA.
Table 13. Components of reaction mix for aRNA fragmentation.

Skladnik mieszaniny Objetos¢

aRNA 12 png (1-23,6 ul)

5x Array Fragmentation Buffer 6,4 ul

Woda wolna od RNaz zmienna (do objetosci 30 ul)
Koncowa objetosé 30 pl
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Catos¢ inkubowano w termocyklerze przez 35 minut w temperaturze 94°C. Nastep-
nie produkt fragmentacji poddano analizie jakos$ci z wykorzystaniem bioanalizatora
(Agilent Bioanalyzer 2100, Agilent RNA 6000 Nano Kit).Produktem prawidtowej reak-
cji fragmentacji sg czasteczki aRNA dtugosci od 35 do 200 zasad z gtownym pikiem na
wykresie elektroforezy miedzy 100-120 zasad

3.3.2.  Hybrydyzacja, plukanie i skanowanie mikromacierzy

Do przygotowania koktajlu hybrydyzacyjnego nalezy uzyc¢:

Tabela 14. Skiad koktajlu hybrydyzacyjnego.
Table 14. Components of the hybridisation cocktail.

Skladnik mieszaniny Objetos¢

Znakowany i pofragmentowany aRNA | 10 ug (26,7 ul)

Control Oligonucleotide B2 3nM) 3,3 ul

20x Hybridization Controls (nalezy

weczeséniej inkubowaé 5 min w 65°C) 10l
2x Hybridization Mix 100 ul
DMSO 20 ul
Woda wolna od RNaz 40 pl
Koncowa objetosé 200 pl

Na przygotowang macierz (doprowadzong wczesniej do temperatury pokojowej) na-
lezy 130 pl nalozy¢ mieszaniny pre-hybrydyzayjna (pre hybridization Mix) i inkubowaé
w piecu hybrydyzacyjnym (GeneChip Hybridization Oven 640) przez 10 minut w tem-
peraturze 45°C przy 60 obr/min. Przygotowana wczesniej mieszaning hybrydyzacyjna
(tab. 16) nalezy inkubowaé 5 minut w temperaturze 99°C, nast¢pnie kolejne 5 minut w
temperaturze 45°C, a po zakonczeniu inkubacji zwirowaé¢ 5 minut przy max obrotach
wirowki. Po zakonczeniu wstgpnej inkubacji macierzy odciggano mieszaning pre-
hybrydyzacyjna i naktadano 130 ul koktajlu hybrydyzacyjnego i inkubowano przez 16h
w temperaturze 45°C przy 60 obr/min.

Tak przygotowane macierze umieszczano w stacji ptuczacej (GeneChip Fluidics
Stadion 450) i plukano wedlug protokotu FS450 0007, a nastgpnie skanowano w urza-
dzeniu GeneChip Scanner. Wyniki otrzymano w postaci pliku cell, ktéry zawiera warto-
$ci sygnatu poszczegolnych sond zawartych na macierzy,
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3.4. Analiza ekspresji gendw za pomoca techniki iloSciowej reakcji PCR w
czasie rzeczywistym

W pracy dokonano takze ponownej analizy wczesniej uzyskanych wynikéw pomia-
ru metodg QPCR ekspresji wybranych gendéw w utkaniu raka zotadka w probkach zgro-
madzonych przez Autora. Wyniki te byly przedmiotem wcze$niejszej analizy dokonane;j
przez mgr Katarzyng Kujawe (Kedzior), opublikowanej w postaci pracy magisterskiej
pod tytulem ,,Analiza poziomu ekspresji wybranych gendéw w raku zotadka” (promotor
prof. Barbara Jarzab). W niniejszej pracy dokonano analizy uzyskanych wartosci ekspre-
sji genow w badanych probkach raka i niezmienionejj nowotworowo $luzowki pod ka-
tem czynnikow zwigzanych z zaawansowaniem nowotworu i czasem przezycia. Ten
aspekt nie byl podejmowany w pracy magisterskiej mgr Katarzyny Kujawy (Kedzior).
Opis metodyczny technik wykorzystanych do uzyskania warto$ci pomiaréw zamiesz-
czono w cytowanej pracy magisterskiej oraz maszynopisie publikacji (Kedzior K. —
praca magisterska pt. ,,Analiza poziomu ekspresji wybranych genéw w raku zotadka”,
Stojcev Z, Kedzior K i wsp. Comparison of gene expression changes of cell adhesion
and angiogenesis-related genes in gastric cancer. Manusktypt w przygotowaniu)

3.5. Bioinformatyczna i statystyczna analiza danych

Dane uzyskane z odczytu mikromacierzy w postaci plikow *.CEL poddano przetwa-
rzaniu wstgpnemu za pomoca algorytmu justRMA. Liste transkryptow (mierzonych za
pomoca zestawow sond, ang. probeset) przefiltrowano, wytaczajac transkrypty o matej
zmiennosci (dla ktorych mniej niz 10% probek wykazywato wigksza niz 1,5-krotng
réznice w stosunku do mediany ekspresji danego genu). Uzyskano w ten sposob osta-
teczng liste 13 190 mierzonych transkryptow.

Porownania miedzy grupami prowadzono za pomocg testu T Iub testu F (w zalezno-
Sci od tego czy pordwnanie dotyczyto dwoch czy tez wigkszej liczby klas). Jako podsta-
wowe kryterium przyjeto poziom istotnosci statystycznej p<0,001 (przyjeto restrykeyjny
poziom p, biorac pod uwage znaczng liczbe poréwnan — przy takich parametrach w
kazdym poréwnaniu oczekuje si¢ ok. 13 transkryptow fatszywie dodatnich). Rownocze-
$nie, by zapewni¢ wystarczajaca pewnos¢ wnioskowania, dla kazdego transkryptu sza-
cowano réwnocze$nie wspotczynnik FDR (False Discovery Rate), jako istotne trakto-
wano wyniki z FDR < 5%.

Analizy wykonano za pomocg system BRB-ArrayTools w wersji 4.3.2 (wersja z
wrzesnia 2013), opracowanego przez Dr. Richarda Simona i zespot. Wykorzystano pa-
kiety systemu R w wersji 3.0.1 (maj 2013). Annotacji gené6w dokonano za pomocg pa-
kietu Bioconductor (www.bioconductor.org) hgul33a2.db (wersja 2.9.0) w listopadzie
2013.
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4. WYNIKI
4.1. Ocena jako$ci uzyskanego RNA pod katem analizy ekspresji genow

Otrzymane ilosci RNA dla probek z utkaniem nowotworowym raka zotadka miesci-
ly si¢ w zakresie od 0,02-3,39 pg/ul (Srednia wynosita 0,63 pg/ul). a dla probek nie-
zmienionych nowotworowo od 0,02-0,45 pg/ul ($rednia wynosita 0,11 pg/pl). Wydaj-
nos$¢ izolacji z fragmentéw guza wynosita $rednio 20,66 ug, a z fragmentdéw tkanki nor-
malnej zotadka wynosita 3,79 ug (tab. 15).

Tabela 15. Stgzenie RNA i wydajnos¢ izolacji probek badanych.
Table 15. RNA concentrations and the yield of isolation of the analysed samples.

Tumor Normal
Zakres st¢zenia
RNA (ug/pl) Liczba Wydajnos¢ Liczba Wydajnos¢
probek Izolacji (ng) probek Izolacji (ng)
>2 2 97,40 0 —
1-2 10 48,80 0 —
0,8-1 3 28,87 0 —
0,7-0,8 4 24,73 0 —
0,6-0,7 2 21,24 0 —
0,5-0,6 2 18,50 0 —
0,4-0,5 4 15,59 2 14,36
0,3-0,4 9 11,41 2 10,39
0,2-0,3 4 8,15 6 7,90
0,1-0,2 6 5,19 13 4,52
0,05-0,1 7 2,37 14 2,33
<0,05 5 1,01 17 0,96

Poniewaz do izolacji kazdorazowo wykorzystano ok. 30 mg tkanki, wydajnos¢
w przeliczeniu na 1 mg tkanki wynosita odpowiednio 0,69 pg i 0,13 pg. Wydajnosé
izolacji z fragmentow raka byla znamiennie wyzsza w porownaniu do fragmentow pra-
widlowego utkania zoladka (ryc. 29, p<0,001, nieparametryczny test Wilcoxona).
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Rye. 29. Porownanie wydajnosci izolacji z probek guza i fragmentow prawidtowej tkanki zotadka.
Fig. 29. A comparison of the yield of isolation from tumor samples and fragments of normal stom-

ach tissue.
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Rye. 30. Porownanie jakosci RNA z probek guza i fragmentéw prawidlowej tkanki zotadka.
Fig. 30. A comparison of the quality of RNA from tumor samples and fragments of normal stom-

ach tissue.

Wartos$¢ wspotczynnika RIN dla probek raka zotadka wynosita od 2,2 do 9,2. W
przypadku fragmentow tkanki niezmienionej nowotworowo warto$¢ ta wynosita od 1,8
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do 7,9 (przedstawiono szczegotowo w rozdziale ,,Material i metody’’). Wykazano istotne
statystycznie roznice w jakosci RNA izolowanego z probek raka i nie zmienionej nowo-
tworowo $ciany zotadka (p=0,008418, test rangowanych znakow Wilcoxona, ryc. 30).

W podsumowaniu tej czesci wynikow stwierdzono, ze — mimo starannego pobrania
po zabiegu operacyjnym — jako§¢ RNA w badanym $wiezo utrwalonym za pomoca
RNAIlater materiale jest zmienna, a czg$¢ probek wykazuje cechy degradacji. Wymaga
to uwzglednienia starannych technik normalizacji dla uwzglednienia wplywu degradacji
na pomiar ekspresji oraz wyboru do dalszych badanmarkeréw odpornych na cechy de-
gradacji.

4.2. Ocena techniczna jakosci wykonanych badan mikromacierzowych

Dokonano oceny jakosci wykonanych badan mikromacierzowych zaré6wno zbioru
25 mikromacierzy raka zotadka, jak i zbioru 16 mikromacierzy raka i zdrowej §luzowki.
W zbiorze 25 mikromacierzy, zawierajacym probki o zréznicowanym stopniu degrada-
cji, 9 mikromacierzy sposrod probek o najwyzszym RIN nie wykazywalo podwyzszenia
wspotczynnikow degradacji genéw wskaznikowych (beta-aktyny i GAPDH) powyzej
poziomu roéznicy w ekspresji miedzy koncem 5’ i 3° powyzej 2,5 raza. Mimo to, analiza
stopnia degradacji za pomocg zarowno wykresu degradacji (Ryc. 31) wskazujacego na
znormalizowang zaleznos$¢ sygnatlu hybrydyzacji sondy w zalezno$ci od odleglosci od
konca transkryptu, jak i wykresow znormalizowanego nieskalowanego btedu standardo-
wego (Normalized Unscaled Standard Error, NUSE, rys.32) oraz wzglgdnego logaryt-
mowanego sygnatu ekspresji (and. Relative Log Expression, RLE, rys. 33) potwierdza
duza homogennos¢ badanego zbioru pod tym wzgledem. Jedynie jedna probka (nr 96)
wykazuje znaczaco rézne nachylenie krzywej degradacji, wyzszy blad standardowy
NUSE oraz wspotczynnik RLE. Mimo obserwowanej degradacji RNA $redniego stopnia
stwierdzanej w czgsci probek mozliwa byla porownawcza analiza badanych mikroma-
cierzy celem oceny, jak degradacja RNA wptywa na potencjalnie istotne klinicznie mar-
kery rokowania w raku zotadka.
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RNA degradation plot
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Ryec. 31. Wykres degradacji RNA w badanych probkach. Na osi X przedstawiono lokalizacje sond
w genie (odlegtos¢ od konca transkryptu), na osi Y wartos¢ ekspresji dla danej sondy. Nachylenie
krzywej wskazuje na stopien degradacji — tylko w jednej probcee, nr 96, jest on globalnie wyraznie

inny niz w pozostatych.

Fig. 31. Chart RNA degradation in the tested samples. The X-axis shows the location of the probes
in the gene (the distance from the end of the transcript), the Y-axis value of the expression for the
probe. The slope of the curve indicates the degree of degradation - in only one sample, No. 96, is

globally distinctly different than the other.
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Normalized Unscaled Standard Errors (NUSE)
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Ryec. 32. Wykres normalizowanego nieskalowanego btgdu standardowego (NUSE). Wskazuje on
na rozrzut pomiardw ekspresji w obregbie sond na kazdej z mikromacierzy w stosunku do catego
zbioru. Macierz nr 96 wykazuje wartos$ci wyraznie odstajace.

Fig. 32. Graph of normalized unscaled standard error (Nuse). Indicates an expression of the
scattering of the measurements within each of the probes on the microarray in relation to the
whole set. Matrix No. 96 shows the clear outliers.
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Rye. 33. Wykres wzglednej wartosci ekspresji po zlogarytmowaniu (RLE). Probka nr 96 wykazuje
silnie odstajaca od calego zbioru $rednig wartos¢ RLE.
Fig. 33. Graph of relative expression values after taking the logarithm (RLE). Sample No. 96
exhibits a strongly projecting from the whole set of the average value of RLE.

Podobnej analizie poddano zbior 16 macierzy (8 probek raka i 8 probek zdrowej
Sluzéwki) — wyjsciowo o bardzo dobrej jakosci RNA, 15/16 probek ze wspotezynnikiem
RIN>7. Analiza techniczna potwierdzita bardzo dobrg jako$¢ probek, wszystkie mikro-
macierze spetniaty surowe wymagania techniczne, a wykresy degradacji, NUSE i RLE
ujawniaty pelng homogenno$¢ zbioru (szczegotowych rycin nie przedstawiono).
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4.3. Analiza ekspresji genow na podstawie badania metoda
mikromacierzy w prébkach raka zoladka w zaleznos$ci od wybranych
parametréw histoklinicznych

Profil ekspresji genéw w grupie 25 probek raka zotadka poddano analizie mikromacie-
rzowej pod katem wybranych czynnikoéw histoklinicznych w ocenianej grupie chorych. W
pierwszym etapie poréwano ekspresje chorych migdzy chorymi ktorzy zachorowali w
miodszym wieku (<65 r.z., grupa 1) w stosunku do chorych starszych (>65 r.z., grupa 2).
Do wybrania granicy wieku postuzyla przecietna wieku w badanej populacji pacjentow.

Stwierdzono, ze przy poziomie odcigcia p<0,001 (kryterium odcigcia bez korekeji na
krotnos$¢ porownan) 14 zestawow sond wykazuje roznice migdzy grupami. Odsetek wyni-
kow fatszywie dodatnich (FDR, False Discovery Rate) w tak wyselekcjonowanej grupie
mozna szacowac na okoto 60%. Wskazuje to na malg istotno$¢ statystyczng réznic powia-
zanych z wiekiem i przemawia za malym udzialem tej cechy w ksztattowaniu profilu
ekspresji genow badanych probek raka zotagdka. Wyniki analiz przedstawiono na wykresie
typu mapy termicznej ryc. 34), wykresie punktowym (ryc. 36) oraz w tab. 16. Przedsta-
wiono takze wyniki nienadzorowanej analizy zbioru metoda skalowania wielowymiarowe-
go pod katem wieku, ktore wskazujg iz ta cecha nie rzutuje na gldwne zrodta zmiennosci w
badanym zbiorze.
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Ryc. 34. Wykres typu mapy termicznej (ang. heatmap) dla roznic w ekspresji genow powiagzanych
z wiekiem chorych (grupa 1 — ponizej 65 r.z., grupa 2 — powyzej 65 r.z.). Ekspresje genow zako-
dowang graficznie (wg skali ponizej wykresu, natezenie koloru niebieskiego odpowiada ekspres;ji
gendw) przedstawiono w wierszach, wszystkie zestawy sond wykazujg istotng statystycznie rdzni-
c¢ (p<0,001). Ekspresja genéw przedstawiona na wykresie zostata poddana normalizacji (centro-
wanie i skalowanie).

Fig. 34. Chart thermal map type (called heatmap) for differences in gene expression associated
with the age of patients (Group 1 — less than 65 years, group 2 — 65 years). Graphically encoded
gene expression (according to the scale below the graph, the intensity of blue color corresponding
to the expression of genes) are shown in the rows, all probe sets show a statistically significant
difference (p<0.001). Expression of genes represented on the graph has been subjected to
standardization (centering and scaling).
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-Log10(p-walues)

Log2(Fold change)

Ryc. 35. Wykres zaleznosci krotnosci réznicy (Log2(Fold change)) przedstawionej na osi X
od znamiennosci statystycznej tej roznicy (-Logl0(p-value)) w zaleznosci od wieku chorych (gru-
pa 1 — ponizej 65 r.z., grupa 2 — powyzej 65 r.z.). Zestawy sond wykazujace istotna statystycznie
ro6znicg zaznaczono kolorem niebieskim (p<0,001).

Fig. 35. A plot of the difference times (log2 (Fold change)) shown on the X axis statistical signifi-
cance of the difference (-logl0 (p-value)) based on the age of the patients (Group 1 — less than 65
vears, group 2 — 65 years). Probe sets showing a statistically significant difference was noted in
blue (p <0.001).
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Ryc. 36. Analiza nienadzorowana metoda skalowania wielowymiarowego. Kropkami koloru
zielonego oznaczono chorych powyzej 65 lat, kolorem czerwonym chorych ponizej 65 lat. Rycina
pokazuje zaleznos¢ trzech pierwszych sktadowych (PC1, PC2, PC3) oddajacych trzy glowne
zrodta zmiennosci na trzech wykresach dwuwymiarowych.

Fig. 36. Unattended analysis of multidimensional scaling method. Green dots indicated patients
over 65 years old, red patients under 65 years of age. Figure shows the dependence of the first
three components (PC1, PC2, PC3) capture the three main sources of variation in the three-
dimensional graphs.
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Tabela 16. Podsumowanie réznic w ekspresji genow w grupie 1 (chorzy do 65 roku Zycia) oraz
grupie 2 (chorzy powyzej 65 roku zycia). Przedstawiono istotno$¢ statystyczng roznicy (p), osza-
cowanie tej istotnosci po korekcji na porownania wielokrotne (odsetek wynikow fatszywie dodat-
nich, FDR — False Discovery Rate), a takze krotnos$¢ roznicy pomigdzy grupa probek raka a prob-
kami normalnej §luzoéwki. W pierwszych kolumnach przedstawiono symbol i nazwe genu oraz
identyfikator zestawu sond na mikromacierzy Affymetrix (ProbeSet).

Table 16. Summary of differences in gene expression in group 1 (patients up to 65 years) and
group 2 (patients above 65 years of age). Presents the statistical significance of the difference (p),
to estimate the significance after correction for multiple comparisons (false-positive rate, FDR,
called False Discovery Rate), and times the difference between the group of cancer samples and
normal mucosa samples. The first column shows the symbol and the name of the gene and the
identification of a set of probes on Affymetrix (ProbeSet).

o— =
£Z 2 s3] e
2 = 3 £E S| £g| ¢
) g 5 e | 25| 25
E 3 2 al §E x S| Be2| T
& z N = && = 2| #E| @k
LANCL2 LanC lantibiotic | 218219 _s_at 1]0,0001295 0,61 0,56 30,58 | 54,65
synthetase
component  C-
like 2 (bacterial)
ITGB3BP integrin beta 3 |205176_s_at 21 0,0001407 0,61 0,54 57,37 | 106,08
binding protein
(beta3-
endonexin)
GRBI10 growth  factor | 209410 s_at 310,0001913 0,61 0,6 20,75 | 34,58
receptor-bound
protein 10
IGF2BP3 insulin-like 203820 s _at 410,0002103 0,61 0,29 8,73 | 30,02
growth factor 2
mRNA  binding
protein 3
HEATR2 HEAT  repeat | 218460 at 51 0,000256 0,61 0,6 | 109,81 182,79
containing 2
GRBI10 growth  factor | 210999 s_at 6 | 0,0003512 0,61 0,53 26,5| 50,24
receptor-bound
protein 10
APOBEC3B apolipoprotein B | 206632 _s_at 7 | 0,0003894 0,61 0,38 14,37 | 37,38
mRNA  editing
enzyme, catalyt-
ic  polypeptide-
like 3B
208310 s _at 810,0004241 0,61 0,53 29,62| 56,14
201973 s at 9 10,0004443 0,61 0,74| 570,66 | 769,54
CELSR3 cadherin, EGF | 205165_at 10 | 0,0004623 0,61 0,57 9,05 15,9
LAG seven-pass
G-type receptor
3
PDSS1 prenyl 220865_s_at 11 |0,0006815 0,78 | 0,47 17,72/| 37,88
(decaprenyl)
diphosphate
synthase, subunit
1
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Ryc. 37. Wykres typu mapy termicznej (ang. heatmap) dla réznic w ekspresji genow w badanych
probkach raka zotadka migdzy kobietami (K) a mezczyznami (M). Ekspresje genow zakodowana
graficznie (wg skali ponizej wykresu, natezenie koloru niebieskiego odpowiada ekspresji gendw)
przedstawiono w wierszach, wszystkie zestawy sond wykazuja istotng statystycznie roznice
(p<0,001). Ekspresja genéw przedstawiona na wykresie zostala poddana normalizacji (centrowa-
nie i skalowanie).

Fig. 37. Chart thermal map type (called heatmap) for differences in gene expression in the test
samples of gastric cancer among women (F) and males (M). The expression of genes encoded
graphically (according to the scale below the graph, the intensity of the blue color corresponds to
the expression of genes) are shown in rows, all probe sets exhibit a statistically significant differ-
ence (p <0,001). Expression of genes represented on the record-August has been subjected to
standardization (centering and scaling).
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W kolejnym kroku badania dokonano analizy zwigzku ekspresji genéw z plcig cho-
rych. Stwierdzono, ze 43 zestawy sond wykazujg réznice mi¢dzy grupami przy poziomie
odcigcia p<0,001 (kryterium odcigcia bez korekcji na krotno$¢ porownan). Odsetek
wynikow fatszywie dodatnich (FDR, False Discovery Rate) dla catej grupy genow oce-
niono na okoto 30%. Jednak, dla pierwszych 10 genow na tej liscie réznice sg silnie
istotne statystycznie, szacowana warto$¢ FDR jest ponizej progu 5%. Wsrdd genow tych
sa znane geny o ckspresji zaleznej od pici (np. XIST), co potwierdza metodyczna po-
prawnosc¢ eksperymentu. Wyniki analiz przedstawiono na wykresie typu mapy termicz-
nej (ryc. 37), wykresie punktowym (ryc. 38) oraz w tab. 17. Przedstawiono takze wyniki
nienadzorowanej analizy zbioru metodg skalowania wielowymiarowego pod katem pici,
nie stwierdzano ewidentnego wpltywu tego czynnika na wyniki badania.

-Log10i(p-values)

Log2(Fold change)

Rye. 38. Wykres zaleznosci krotnosci réznicy (Log2(Fold change)) przedstawionej na osi X od
znamiennoSci statystycznej tej roznicy (-LoglO(p-value)) w zaleznosci od plci chorych. Zestawy
sond wykazujace istotng statystycznie réznicg zaznaczono kolorem niebieskim (p<0,001).

Fig. 38. A plot of the difference times (log2 (Fold change)) shown on the X axis of the statistical
significance of the difference (-logl0 (p-value)) based on the sex of patients. Probe sets showing a
statistically significant difference shaded in non-bieskim (p <0.001).
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Rye. 39. Analiza nienadzorowana metoda skalowania wielowymiarowego. Kropkami koloru
czerwonego oznaczono kobiety, kolorem niebieskim mezczyzn. Rycina pokazuje zalezno$¢ trzech
pierwszych sktadowych (PC1, PC2, PC3) oddajacych trzy gltdwne zrédta zmiennosci na trzech

wykresach dwuwymiarowych.

Fig. 39. Unattended analysis of multidimensional scaling method. Red dots marked woman in blue
men. Figure shows the dependence of the first three components (PC1, PC2, PC3) capture the
three main sources of variation in the three-dimensional graphs.
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Tabela 17. Podsumowanie réznic w ekspresji genow w grupie kobiet (K) oraz mezczyzn (M).
Przedstawiono istotno$¢ statystyczng roznicy (p), oszacowanie tej istotnosci po korekcji na po-
réwnania wielokrotne (odsetek wynikoéw fatszywie dodatnich, FDR, False Discovery Rate), a
takze krotno$¢ roznicy pomiedzy grupa probek raka a probkami normalnej $luzowki. W pierw-
szych kolumnach przedstawiono symbol i nazwe genu oraz identyfikator zestawu sond na mikro-
macierzy Affymetrix (ProbeSet).

Table 17. Summary of differences in gene expression in female (F) and male (M). Presents the
statistical significance of the difference (p), to estimate the significance after correction for multi-
ple comparisons (false-positive rate, FDR, called False Discovery Rate), and times the difference
between the group of cancer samples and normal mucosa samples. The first column shows the
symbol and the name of the gene and the identification of a set of probes on Affymetrix (ProbeSet).
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RPS4Y1 | ribosomal protein | 201909_at 1 <1e-07 <1e-07 |0,016 | 10,09 632,93
S4, Y-linked 1
KDMS5D | lysine (K)-specific | 206700 s_at | 2 <le-07 <le-07 |0,16 |7,85 47,7
demethylase 5D
DDX3Y | DEAD (Asp-Glu- | 205000 at 3 <le-07 <1le-07 |0,097 |6,68 68,53
Ala-Asp) box
polypeptide 3, Y-
linked
XIST X inactive specific | 221728 x_at | 4 <le-07 <le-07 |[17,56 | 129,13 7,35

transcript (non-
protein coding)

XIST X inactive specific | 214218 s at |5 <le-07 <le-07 |[11,37 |73,81 6,49
transcript (non-
protein coding)

DDX3Y | DEAD (Asp-Glu- | 205001 s at | 6 <1e-07 <1le-07 |0,19 11,47 61,12
Ala-Asp) box
polypeptide 3, Y-
linked
TXLNG? | taxilin gamma 2, 214131 at 7 1,00e-07 0 0,47 7,15 15,36
P pseudogene
EIF1AY | eukaryotic transla- | 204409 s at |8 3,00E-07 0 0,19 6,35 33,23

tion initiation
factor 1A, Y-linked

UTYy ubiquitously tran- 208067 x_at | 9 2,12e-05 0,03 0,54 10,44 19,27
scribed tetratrico-
peptide repeat
containing, Y-
linked

CPVL carboxypeptidase, | 208146 _s_at | 10 2,45e-05 0,03 0,39 79,69 202,42
vitellogenic-like
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poziom istotnoS$ci (nieskorygowa-

Srednia geometryczna grupa K

Srednia geometryczna grupa M

g
= 3
£ H E 2
2 E : :
E 8 2 5 =~ 2 g
) z N - = = <
KIAA10 | KIAA1033 215936 _s at [ 11 | 6,21e-05 0,07 0,62 11,7 18,77
33
NOTCH2 | notch 2 N-terminal | 214722 at 12| 0,0001052 0,11 0,45 151,69 | 335,07
NL like
HNMT histamine N- 211732 x_at | 13 | 0,0001066 0,11 0,58 |36,85 63,97
methyltransferase
217164 at 14 |0,0001586 0,14 0,51 33,51 66,09
MAFB v-maf musculoapo- | 218559 s at | 15 | 0,0001766 0,14 0,37 122,68 | 328,63
neurotic fibrosar-
coma oncogene
homolog B (avian)
DAB2 disabled homolog | 201279 s at | 16 | 0,0001784 0,14 0,41 48,18 117,65
2, mitogen-
responsive phos-
phoprotein (Dro-
sophila)
HPS5 Hermansky-Pudlak | 204544 at 17 {0,0001954 0,14 0,58 |38 65,03
syndrome 5
GPR116 | G protein-coupled | 212950 at 18 0,0001972 0,14 0,38 33,71 89,74
receptor 116
GDPD2 | glycerophospho- 220291 at 19 | 0,0002056 0,14 1,53 32,06 20,96
diester phosphodie-
sterase domain
containing 2
EIFIAY | eukaryotic transla- | 204410 _at 20 0,0002205 0,15 0,44 6,2 14,03
tion initiation
factor 1A, Y-linked
GPR116 | G protein-coupled | 212951 at 21 | 0,0002304 0,15 0,52 [22,52 43,51
receptor 116
N4BP2L | NEDD4 binding 214753 at 22 |0,0002571 0,15 0,4 46,62 115,99
2 protein 2-like 2
NLGN4 | neuroligin 4, Y- 207703 _at 23 1 0,0003129 0,18 0,76 | 6,89 9,08
Y linked
GNS glucosamine (N- 212335 at 24 | 0,0003429 0,19 0,61 43,19 70,67
acetyl)-6-sulfatase
NR2F6 nuclear receptor 209262 s at | 25 0,0003914 0,21 1,85 291,48 157,22
subfamily 2, group
F, member 6
DAB2 disabled homolog | 210757 x at | 26 | 0,0004072 0,21 0,43 66,59 155,64
2, mitogen-
responsive phos-
phoprotein (Dro-

sophila)
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Symbol genu

Nazwa genu

Zestaw sond

Lp.

poziom istotnoS$ci (nieskorygowa-

—~
>
=

FDR

Krotno$¢ réznicy

Srednia geometryczna grupa K

Srednia geometryczna grupa M

ENTPD3

ectonucleoside
triphosphate dipho-
sphohydrolase 3

206191 _at

27

0,000453

0,22

2,11

19,48

9,22

SUPT6H

suppressor of Ty 6
homolog (S, cere-
visiae)

208831 x_at

28

0,0004981

0,23

54,21

38,71

MESDI

major facilitator
superfamily do-
main containing 1

218109 s at

29

0,0005143

0,23

0,62

354,94

572,47

218702_at

30

0,0006066

0,26

1,38

15,82

11,49

N4BP2L
2

NEDD4 binding
protein 2-like 2

221899 at

31

0,0006117

0,26

0,54

299,56

558,96

NRP1

neuropilin 1

212298 at

32

0,0006819

0,27

0,42

40,61

96,42

EIF1AX

eukaryotic transla-
tion initiation
factor 1A, X-linked

201019 s_at

33

0,0007032

0,27

1,59

409,74

257,97

SH2B3

SH2B adaptor
protein 3

203320 _at

34

0,0007108

0,27

46,11

79,41

TSPAN4

tetraspanin 4

209264 s _at

35

0,0007312

0,27

26,26

55,33

ATPSI

ATP synthase, H+
transporting,
mitochondrial Fo
complex, subunit E

207335 _x_at

0,0007313

0,27

406,8

312,02

LAIRI

leukocyte-
associated immu-
noglobulin-like
receptor 1

210644 s _at

37

0,0007684

0,27

0,44

28,72

65,07

QKI

QKI, KH domain
containing, RNA
binding

214543 x_at

0,0007986

0,27

0,7

19,65

28

ALDH3
Al

aldehyde dehydro-
genase 3 family,
member Al

205623 _at

39

0,0008048

0,27

3,22

44,81

13,93

CC2D1A

coiled-coil and C2
domain containing
1A

207083 _s_at

40

0,0008091

0,27

1,24

9,27

7,45

MIDI1IP1

MID] interacting
protein 1

218251 _at

41

0,0008364

0,27

1,64

41,32

25,27

DOCK9

dedicator of cyto-
kinesis 9

212538 _at

42

0,0009012

0,28

0,39

35,27

90,76

PPP6R3

protein phosphatase
6, regulatory
subunit 3

217928 s_at

43

0,0009925

0,3

105,08

75,24
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Podstawowg cecha kliniczng chorych poddang ocenie w ramach badania byty rézni-
ce w wyjSciowym zaawansowaniu choroby, ktore wysoce rzutuja na wyniki leczenia
operacyjnego raka zotadka. Poddano analizie zwigzek z ekspresjg genow zaawansowania
guza pierwotnego oraz zaawansowania przerzutow do regionalnych weztow chtonnych.

Poréwnano profil ekspresji genow u chorych w bardzo wysokim zaawansowaniu
guza pierwotnego (T4) w stosunku do chorych mniej zaawansowanych (T2-3, tylko
dwoch chorych w tej grupie w zaawansowaniu T2).

Stwierdzono, ze przy poziomie odcigcia p<0,001 (kryterium odcigcia bez korekcji
na krotno$¢ porownan) 33 zestawy sond wykazujg réznice migdzy grupami. Odsetek
wynikow fatszywie dodatnich (FDR, False Discovery Rate) dla tej grupy szacowany jest
na okoto 30%, co wskazuje na najwyzej $rednia istotno$¢ statystyczna obserwowanych
réznic.
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Ryec. 40. Wykres typu mapy termicznej (ang. heatmap) dla réznic w ekspresji genéw powigzanych
z zaawansowaniem guza pierwotnego (jako ,,3” oznaczono grupg T2-T3, jako ,,4” grupe T4. Eks-
presj¢ genéw zakodowana graficznie (wg skali ponizej wykresu, natgzenie koloru niebieskiego
odpowiada ekspresji gendw) przedstawiono w wierszach, wszystkie zestawy sond wykazuja istot-
ng statystycznie roznice (p<0,001). Ekspresja gendw przedstawiona na wykresie zostata poddana
normalizacji (centrowanie i skalowanie).

Fig. 40. Figure thermal map type (called heatmap) for the differences in the expression of genes
associated with the primary tumor (as a "3" indicates a T2-T3, as "4" a T4. Graphically encoded
gene expression (according to the scale below the graph, the intensity of blue color corresponds to
the expression of genes) are shown in the rows, all probe sets show a statistically significant dif-
ference (p <0.001). gene expression shown in the graph has been subjected to normalization
(centering and scaling).
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Tumor

-Log10(p-values)

Log2(Fold change)

Ryc. 41. Wykres zaleznosci krotnosci roznicy (Log2(Fold change)) przedstawionej na osi X od
znamiennosci statystycznej tej roznicy (-LoglO(p-value)) w zaleznosci od zaawansowania guza
pierwotnego. Zestawy sond wykazujace istotng statystycznie rdznice zaznaczono kolorem niebie-
skim (p<0,001).

Fig. 41. A plot of the difference times (log2 (Fold change)) shown on the X axis of the statistical
significance of the difference (-log10 (p-value)) based on the primary tumor. Probe sets showing a
statistically significant difference was noted in blue (p <0.001).

Wyniki analiz przedstawiono na wykresie typu mapy termicznej (ryc. 40), wykresie
punktowym (ryc. 42) oraz w tab.18. Przedstawiono takze wyniki nienadzorowanej anali-
zy zbioru metoda skalowania wielowymiarowego pod katem zaawansowania guza pier-
wotnego, ktore wskazujg iz cecha ta moze rzutowaé na gltéwne zrédla zmiennoSci w
badanym zbiorze — w obrebie pierwszej gtownej sktadowej (PC1) wyodrebniaja si¢ dwa
klastry, w tym klaster po stronie lewej wykresu zawiera praktycznie jedynie guzy bar-
dziej zaawansowane.
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Ryc. 42. Analiza nienadzorowana metoda skalowania wielowymiarowego. Kropkami koloru
pomaranczowego oznaczono chorych T2-T3, kolorem fioletowym chorych T4. Rycina pokazuje
zalezno$¢ trzech pierwszych sktadowych (PC1, PC2, PC3) oddajacych trzy glowne Zrodta zmien-
nosci na trzech wykresach dwuwymiarowych.

Fig. 42. Unattended analysis of multidimensional scaling method. Orange dots indicates patients
T2-T3, T4 patients in purple. Figure shows the dependence of the first three components (PCI,
PC2, PC3) capture the three main sources of variation in the three-dimensional graphs.
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Tabela 18. Podsumowanie roznic w ekspresji gendw w grupie T2-3 oraz grupie T4. Przedstawiono
istotno$¢ statystyczna réznicy (p), oszacowanie tej istotnosci po korekcji na porownania wielokrotne
(odsetek wynikow fatszywie dodatnich, FDR, False Discovery Rate), a takze krotno$¢ roznicy pomig-
dzy grupa probek raka a probkami normalnej $luzowki. W pierwszych kolumnach przedstawiono
symbol i nazwe genu oraz identyfikator zestawu sond na mikromacierzy Affymetrix (ProbeSet).

Table 18. Summary of differences in gene expression in group 3, and T2-T4 group. Presents the statisti-
cal significance of the difference (p), to estimate the significance after correction for multiple compari-
sons (false-positive rate, FDR, called False Discovery Rate), and times the difference between the group
of cancer samples and normal mucosa samples. The first column shows the symbol and the name of the
gene and the identification of a set of probes on Affymetrix (ProbeSet).
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Cllorf49 | chromosome 11 open re- 203257 s_at |1 | 2,55E-05 |[0,31|1,87| 124,01 | 66,24
ading frame 49
LRP4 low density lipoprotein 212850 s at |2 6,26E-05 | 0,31 | 1,96 | 20,29 10,33

receptor-related protein 4

MESDI1 major facilitator superfamily | 218109 s at [3 | 0,0001694 | 0,31 | 0,58 | 326,26 | 566,15
domain containing 1

NFE2 nuclear factor (erythroid- 209930 s at |4 |0,0001697 | 0,31 | 1,69 | 13,89 8,24
derived 2), 45kDa
SLC25A14 | solute carrier family 25 211855 s at |5 |0,0001766|0,31 | 1,43 | 22,78 15,98

(mitochondrial carrier,
brain), member 14

GATA3 GATA binding protein 3 209604 s at | 6 | 0,000198 |0,31|0,39| 15,13 39,09

RNASEG6 | ribonuclease, RNase A 213566 _at 7 10,0002365 | 0,31 | 0,32 | 46,26 142,49
family, k6

SAMHDI | SAM domain and HD 204502 _at 8 10,0002609 | 0,31 | 0,44 | 30,48 69,3
domain 1

CD74 CD74 molecule, major 209619 at 9 10,0002631 | 0,31 | 0,36 | 892,15 | 2485,84

histocompatibility complex,
class IT invariant chain

CD86 CD86 molecule 210895 s at | 10 | 0,0003021 | 0,31 | 0,37 | 21,72 59,47
ARHGDIB | Rho GDP dissociation 201288 at 11 |0,0003336 | 0,31 | 0,41 | 172,03 | 420,48
inhibitor (GDI) beta

201601 x_at| 12 | 0,0003407 | 0,31 | 0,43 | 544,69 | 1262,73

Cl170rf62 | chromosome 17 open re- 218130 _at 13 10,0004163 | 0,31 | 0,57 | 44,07 77,33
ading frame 62

33132 at 14 | 0,00042 0,31 | 1,51]98,55 65,27

SP110 SP110 nuclear body protein | 208012 _x_at | 15 | 0,0004785 | 0,31 | 0,48 | 65,96 136,15

DBNDD1 | dysbindin (dystrobrevin 222234 s at | 16 | 0,0004839 | 0,31 | 1,36 | 23,21 17,03
binding protein 1) domain
containing 1

DACHI1 dachshund homolog 1 205471 s_at | 17 | 0,0005065 | 0,31 | 1,52 | 13,61 8,93
(Drosophila)
RAB6B RAB6B, member RAS 210127 _at 18 | 0,0005408 | 0,31 | 1,8 | 12,93 7,17

oncogene family
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CRAT carnitine O-acetyltransferase | 209522 s at | 19 | 0,0006079 | 0,31 | 1,61 | 54,98 34,22
SP110 SP110 nuclear body protein | 209762 _x_at | 20 | 0,0006436 | 0,31 | 0,5 | 56,72 113,75
CYBB cytochrome b-245, beta 203923 s_at | 21 | 0,0006567 | 0,31 | 0,3 | 91,36 306,03
polypeptide
MBD2 methyl-CpG binding domain | 202484 s_at | 22 | 0,0006874 | 0,31 | 0,62 | 176,75 | 283,3
protein 2

AKRICI aldo-keto reductase family | 216594 _x_at | 23 | 0,0006887 | 0,31 [ 4,5 | 912,03 | 202,55
1, member C1

204670_x_at | 24 | 0,0007082 | 0,31 | 0,35 | 702,69 | 2003,03

MOBIA MOB kinase activator 1A 214812 s at | 25 | 0,0007432 | 0,31 | 0,71 | 248,62 | 348,79

HLA- major histocompatibility 211990 at 26 |0,0007768 | 0,31 | 0,39 | 1385,49 | 3563,15
DPA1 complex, class II, DP alpha
1
IFIT5 interferon-induced protein 203596_s at | 27 | 0,0008075 | 0,31 | 0,59 | 42,43 72,17
with tetratricopeptide re-
peats 5
RFK riboflavin kinase 203225 s at | 28 | 0,0008371 | 0,31 | 2,05 | 170,93 | 83,26

GPAAI1 glycosylphosphatidylinositol | 215690 x_at | 29 | 0,0009034 | 0,31 | 1,6 | 206,81 | 129,36
anchor attachment 1

215193 x_at [ 30 | 0,0009152 | 0,31 | 0,33 | 468,65 | 14232

HLA-DRA | major histocompatibility 208894 at 31 |0,0009215 | 0,31 | 0,32 | 642,42 | 1989,21
complex, class II, DR alpha

ABCC5 ATP-binding cassette, sub- | 209380 _s_at | 32 | 0,0009652 | 0,31 | 1,77 | 65,4 36,89
family C (CFTR/MRP),
member 5

PIK3R3 phosphoinositide-3-kinase, | 202743 _at 33 10,0009992 | 0,31 | 0,44 | 28,71 65,13
regulatory subunit 3 (gam-
ma)

Drugim elementem wyjsciowego zaawansowania choroby poddanym analizie by} sto-
pien zaawansowania lokoregionalnych przerzutow weztowych. Dokonano zaréwno analizy
chorych bez przerzutow do weztdw (NO) w stosunku do chorych z przerzutami (N1-3) jak i
poréwnania chorych o nizszym i wyzszym zaawansowaniu (ré6znica NO-1 vs N2-3).

Dokonano poréwnania ekspresji gendéw w grupie chorych bez przerzutéw wezto-
wych (NO) w stosunku do chorych z przerzutami (N1-3). Nie ujawniono zadnych genow
istotnie statystycznie rdznicujacych migdzy oboma grupami — na wynik tego poréwnania
znaczgco moze wptywac fakt, ze grupa NO badana za pomocg mikromacierzy liczyta
tylko 4 chorych, co istotnie ostabia statystyczna moc poréwnania.

Biorac powyzszy wynik pod uwagg, jako glowne poréwnanie przeprowadzono ana-
liz¢ miedzy grupa NO-1 i grupa N2-3. Stwierdzono, ze dla r6znicy NO-1 vs N2-3 tylko 3
geny (TIMM13, MEP1A i APOBEC3B) spetniaja minimalne kryterium (p<0,001, bez
korekeji na krotno§¢ poréwnan), a analiza odsetka wynikow fatszywie dodatnich (FDR)
wskazuje na bardzo duze ryzyko przypadkowosci uzyskanych wynikow.
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Ryec. 43. Wykres typu mapy termicznej (heatmap) dla réznic w ekspresji genow powigzanych z
zaawansowaniem we¢ztowym (grupa NO-1, oznaczona ,,0”, oraz grupa N2-3, oznaczona ,,17).
Ekspresje genow zakodowang graficznie (wg skali ponizej wykresu, natezenie koloru niebieskiego
odpowiada ekspresji genow) przedstawiono w wierszach, wszystkie zestawy sond wykazujg istot-
ng statystycznie réznice (p<0,001). Ekspresja gendw przedstawiona na wykresie zostala poddana
normalizacji (centrowanie i skalowanie).

Fig. 43. Figure thermal map type (called heatmap) for the differences in the expression of genes
associated with advancing node (NO-one group, designated "0", and a group of N2-3, labeled "1").
The expression of genes encoded graphically (according to the scale below the graph, the intensity
of the blue color corresponds to the expression of genes) are shown in rows, all probe sets show a
statistically significant difference (p <0.001). Expression of genes represented on the graph has
been subjected to standardization (centering and scaling).
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Ryc. 44. Wykres zaleznosci krotnosci roéznicy (Log2(Fold change)) przedstawionej na osi X od
znamiennosci statystycznej tej roznicy (-Logl0(p-value)) w zalezno$ci od zaawansowania wezto-
wego. Zestawy sond wykazujace istotng statystycznie réznice zaznaczono kolorem niebieskim
(p<0,001).

Fig. 44. A plot of the difference times (log2 (Fold change)) shown on the X axis of the statistical
significance of the difference (-logl0 (p-value)) based on the node's advancement. Probe sets
showing a statistically significant difference was noted in blue (p <0.001).
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Wiyniki analiz przedstawiono na wykresie typu mapy termicznej (ryc. 43), wykresie
punktowym (ryc. 45) oraz w tab. 19. Przedstawiono takze wyniki nienadzorowanej ana-
lizy zbioru metoda skalowania wiclowymiarowego pod katem zaawansowania weztowe-
go, ktore wskazujg iz ta cecha potencjalnie moze naktada¢ si¢ na dwa gtowne klastry
probek wyodrgbniane przez 1 glowng sktadowa (lewy klaster grupuje znacznie wigcej
chorych o wyzszym zaawansowaniu weztowym).
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Ryc. 45. Analiza nienadzorowana metoda skalowania wielowymiarowego. Kropkami koloru
z6ltego oznaczono chorych NO-1, a chorych N2-3 kolorem czerwonym. Rycina pokazuje zalez-
no$¢ trzech pierwszych sktadowych (PC1, PC2, PC3) oddajacych trzy gtdéwne zrodta zmiennosci
na trzech wykresach dwuwymiarowych.

Fig. 45. Unattended analysis of multidimensional scaling method. The yellow dots determined NO-
1 patients, and three patients N2-red. Figure shows the dependence of the first three components
(PC1, PC2, PC3) capture the three main sources of variation in the three-dimensional graphs.
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Tabela 19. Podsumowanie roéznic w ekspresji genéw w zaleznosci od zaawansowania weztowego.
Przedstawiono istotno$¢ statystyczng roznicy (p), oszacowanie tej istotnosci po korekcji na po-
réwnania wielokrotne (odsetek wynikoéw fatszywie dodatnich, FDR, False Discovery Rate), a
takze krotno$¢ roznicy pomiedzy grupa probek raka a probkami normalnej $luzowki. W pierw-
szych kolumnach przedstawiono symbol i nazwe genu oraz identyfikator zestawu sond na mikro-
macierzy Affymetrix (ProbeSet).

Table 19. Summary of differences in gene expression depending on the level node. Presents the
statistical significance of the difference (p), to estimate the significance after correction for multi-
ple comparisons (false-positive rate, FDR, called False Discovery Rate), and times the difference
between the group of cancer samples and normal mucosa samples. The first column shows the
symbol and the name of the gene and the identification of a set of probes on Affymetrix (ProbeSet).
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TIMM13 translocase of 218188 s at 1 0,0003232 1 1,49 | 137,53 92,05
inner mitochon-
drial membrane
13 homolog
(yeast)
MEPIA meprin A, alpha 206000 _at 2 0,000815 1 2,75 120,93 7,61
(PABA peptide
hydrolase)
APOBEC3B apolipoprotein B | 206632 _s_at 3 0,0009467 1 2,36 | 39,06 16,55
mRNA editing
enzyme, catalytic
polypeptide-like
3B

Analizie poddano takze stopien zréznicowania badanych rakow zotadka oceniany w
pooperacyjnym badaniu histopatologicznym (grading). 35 gendéw (zestawow sond) wy-
kazywato roznice powigzane ze stopniem zroznicowania. Dla catej tej listy odsetek wy-
nikow fatszywie dodatnich (FDR, False Discovery Rate) oszacowano na 37%, jednak
kilka genow o najwyzszej istotno$ci wykazywato wartosci FDR wskazujace na wysokie
prawdopodobienstwo roznicy, w tym cztery geny FDR<5%. Wyniki analiz przedstawio-
no na wykresie typu mapy termicznej (ryc. 46) oraz w tab. 20. W analizie nienadzoro-
wanej stopien zroznicowania nie wydawat si¢ mie¢ zwiazku z glownymi wzorcami
zmiennosci w badanej grupie.
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Ryc. 46. Wykres typu mapy termicznej (heatmap) dla réznic w ekspresji gendw powigzanych ze
stopniem zroznicowania. Ekspresje genow zakodowang graficznie (wg skali ponizej wykresu,
natezenie koloru niebieskiego odpowiada ekspresji gendw) przedstawiono w wierszach, wszystkie
zestawy sond wykazuja istotng statystycznie roznice (p<0,001). Ekspresja gendw przedstawiona
na wykresie zostata poddana normalizacji (centrowanie i skalowanie). Wyraznie wida¢ ze gtowne
réznice dotycza odrgbnosci grupy G1 od dwoch pozostatych podgrup.

Fig. 46. Chart thermal map type (called heatmap) for differences in gene expression associated
with the degree of differentiation. The expression of genes encoded graphically (according to the
scale below the graph, the intensity of the blue color corresponds to the expression of genes) are
shown in rows, all probe sets show a statistically significant difference (p <0.001). Expression of
genes represented on the graph has been subjected to standardization (centering and scaling). It is
evident that the main differences are distinct groups G1 from the other two subgroups.
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Ryc. 47. Analiza nienadzorowana metoda skalowania wielowymiarowego. Kropkami koloru
zielonego oznaczono probki G1, niebieskiego G2 a czerwonego G3. Rycina pokazuje zalezno$¢
trzech pierwszych sktadowych (PC1, PC2, PC3) oddajacych trzy gldwne zrédta zmiennosci na
trzech wykresach dwuwymiarowych.

Fig. 47. Unattended analysis of multidimensional scaling method. Green dots marked samples G1,
G2 blue and red G3. Figure shows the dependence of the first three components (PCI, PC2, PC3)
capture the three main sources of variation in the three-dimensional graphs.
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Tabela 20. Podsumowanie roznic w ekspresji genow w zaleznosci od stopnia zréznicowania
histologicznego guza. Przedstawiono istotno$¢ statystyczna roznicy (p), oszacowanie tej istotnosci
po korekeji na pordwnania wielokrotne (odsetek wynikow fatszywie dodatnich, FDR, False Di-
scovery Rate), a takze krotno$¢ réznicy pomigdzy grupg probek raka a probkami normalnej $lu-
zowki. W pierwszych kolumnach przedstawiono symbol i nazwe genu oraz identyfikator zestawu
sond na mikromacierzy Affymetrix (ProbeSet).

Table 20. Summary of differences in gene expression, depending on the degree of histological
differentiation of the tumor. Presents the statistical significance of the difference (p), to estimate
the significance after correction for multiple comparisons (the percentage of false positives, FDR,
called False Discovery Rate), and times the difference between the group of cancer samples and
normal mucosa samples. The first column shows the symbol and the name of the gene and the
identification of a set of probes on Affymetrix (ProbeSet).
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AHSAI AHAL, activator of | 201491 at 1 1,50e-06 0,02 | 162,02 | 198,41 | 359,65
heat shock 90kDa
protein ATPase
homolog 1 (yeast)
CXCR2 chemokine (C-X-C | 207008 _at 2 [3,50e-06 0,02 | 205,84 |[20,72 | 18,05
motif) receptor 2
FPR2 formyl peptide 210772 _at 3 3,60e-06 0,02 | 22,5 8,76 9,01
receptor 2
HCAR3 hydroxycarboxylic | 205220 _at 4 7,10e-06 0,02 | 152,08 11,4 18,05
acid receptor 3
AQP9 aquaporin 9 205568 at 5 3,15¢-05 0,08 | 498,89 43,87 72,1
CTBS chitobiase, di-N- 218923 at 6 |4,51e-05 0,09 | 64,36 33,67 29,73
acetyl-
TNFRSF10C tumor necrosis 211163 s at |7 |4,72e-05 0,09 | 28,81 8,09 8,78
factor receptor
superfamily, mem-
ber 10c, decoy
without an intracel-
lular domain
PHACTRI1 phosphatase and 213638 at 8 8,17e-05 0,11 | 3047 9,7 12,72
actin regulator 1
CXCRI chemokine (C-X-C | 207094 _at 9 |832e-05 0,11 |22,7 10,8 11,33
motif) receptor 1
CSF3R colony stimulating | 203591 _s_at | 10 | 9,69¢-05 0,11 | 57,07 12,95 16,03
factor 3 receptor
(granulocyte)
208785 s at |11 |9,85¢-05 0,11 [ 313,18 |142,22 |162,1
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FABP7 fatty acid binding 205030_at 12 | 9,93e-05 0,11 | 13,14 7,32 8
protein 7, brain
ZDHHC18 zinc finger, DHHC- | 212860_at 13 |0,0001116 |0,11 | 63,79 33,36 | 44,06
type containing 18
GADDA45GIP1 | growth arrest and 212891 s at |14 |0,0001446 | 0,13 | 45,39 57,25 | 85,23
DNA-damage-
inducible, gamma
interacting protein 1
TM4SF4 transmembrane 4 L | 209937 _at 15 [0,0001509 |0,13 |348,27 |13,14 |7,23
six family member
4
CD58 CD58 molecule 211744 s at |16 |0,0001735 | 0,14 | 160,92 | 60,66 |45,63
TREM1 triggering receptor | 219434 at 17 |0,0001747 | 0,14 | 108,45 16,87 22,12
expressed on mye-
loid cells 1
NOPI10 NOP10 ribonucleo- | 217962 _at 18 |0,0001898 | 0,14 | 1219,09 | 778,75 | 911,34
protein
ELAC2 elaC homolog 2 (E. | 201767 s at | 19 | 0,0002305 | 0,16 | 48,88 57,33 | 83,18
coli)
CD58 CD58 molecule 216942 s at |20 |0,0002553 | 0,17 | 106,5 44,72 130,74
DEF8 differentially ex- 219646_at 21 |0,0003352 | 0,21 | 42,25 41,81 |70,58
pressed in FDCP 8
homolog (mouse)
FPR2 formyl peptide 210773 s at |22 |0,0003992 | 0,24 | 18,33 9,24 9,66
receptor 2
CASP5 caspase 5, apopto- | 207500_at 23 10,0004158 | 0,24 | 12,87 7,53 8,23
sis-related cysteine
peptidase
S100A9 S100 calcium 203535 _at 24 10,0004335 | 0,24 | 1231,3 | 143,29 | 270,05
binding protein A9
G0S2 GO/Glswitch 2 213524 s_at |25 |0,0004519 |0,24 |427,17 |78,82 |92,51
CHSTS carbohydrate (N- 221164 x_at |26 |0,0004696 | 0,24 |27,83 10,32 | 10,67
acetylglucosamine
6-0) sulfotransfera-
se 5
CHMP7 charged multivesi- | 212313 at 27 |0,0005884 | 0,29 | 63,55 47,67 | 74,32

cular body protein 7
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FGR Gardner-Rasheed 208438 s at |28 |0,0006321 | 0,3 |124,47 |26,29 |443
feline sarcoma viral
(v-fgr) oncogene
homolog
GPR97 G protein-coupled | 220404 _at 29 10,0006605 |0,3 |35,86 1594 | 17,1
receptor 97
LILRA2 leukocyte immuno- | 207857 _at 30 |0,0008129 |0,35 | 34,04 13,08 | 14,13
globulin-like recep-
tor, subfamily A
(with TM domain),
member 2
204006 _s_at |31 [0,0008312 |0,35 | 138,14 | 18,88 |2581
CYBS5R4 cytochrome b5 219079 _at 32 10,0009022 | 0,37 | 94,15 40,98 |53,36
reductase 4
ERCCS excision repair 202414 at 33 |0,0009215 |0,37 | 36,29 46,68 |29,76
cross-
complementing
rodent repair defi-
ciency, complemen-
tation group 5
VNN2 vanin 2 205922 at 34 |0,0009506 |0,37 | 78,18 16,66 | 12,87
PILRA paired immuno- 219788 at 35 |0,0009848 | 0,37 | 41,01 14,99 | 19,22

globin-like type 2
receptor alpha

4.4. Analiza ekspresji genéw na podstawie badania metoda
mikromacierzy w préobkach raka zoladka w zaleznosci od czasu
przezycia chorych i glownych Zrodel zmiennosci w ekspresji genow

W kolejnym kroku dokonano analizy zwigzku ekspresji genow z catkowitym cza-
sem przezycia chorych. Nie zidentyfikowano zadnych genéw, dla ktorych zwiazek bytby
statystycznie istotny przy p<0,001. Podobnie, znalezione réznice w ekspresji kiedy prze-
analizowano je po korekcji na krotnos¢ poréwnan metodg FDR nie byly zupeknie istotne
(FDR>10%). Na ryc. 48 przedstawiono krzywe przezycia calkowitego dla 6 genow wy-
kazujacych najwigksza skale roznic — wynik ten nalezy jednak interpretowac z ostrozno-

Scig.




Wyniki 91

CLTH, 206284 _x_al, p = 0 00800000000000001 CXCR4, 2092071 _x_al, p= 0014
el S L R * 4 1 } + | T At
- =24
g = E =
£ = i =1
H 3
i !
- £ -
.En = s =9
2 =4
oven-gapressed (n = 12} I over-aaprensed in = 12)
S o -~ underaxpeessed in = 1) | S o 7 underopessedin= 1)
T T T T T g T T T T T T T T
L] " n = 0 80 L] ™ L] w m » an 50 L] ™
time L)
GK3P, 215066 3_al, p=0017 PHMAT, 218224 _al, p = 0.02
T et -
ed' M - - ‘
-
§ e § e
1° 1°
2 1 2
] { ]
H ! H
24 ] £ =4
. lepin st »
evRr-aapraBsad(n = 12) evRr-aapraBsad n = 12)
= o "7 undeapiessedin= 11} S o ~--  undenaupessedin £ 11}
T T T T T T T T T T T T T
L] " m » an 50 L] ™ L] " m » an 50 L] ™
e e
AHNAKZ, 2120092_al, p = 0 023 PIPLA, 219654 _al, p = 0.08
b . B e + v T ey
et iaierirrbiitny
= =
§ o] § o]
1° 1°
2 2
] ]
H H
- Me 3 - Me 3
@ @
evar-aapraasas n = 12 evar-aapraasas n = 12
= o "7 undeapiessedin= 11} S o - undenaupessedin= 11}
T T T T T T T T T T T T T T
L] " m » an 50 L] ™ L] " m » an 50 L] ™
e e

Ryc. 48. Roznice w ekspresji genow zwiazane potencjalnie z czasem przezycia catkowitego
chorych. Na kazdej z rycin przedstawiono dwie krzywe, dla chorych z ekspresja genu powyzej
mediany (czerwona) oraz ponizej mediany (niebieska). Nad wykresem podano nieskorygowana
istotno$¢ statystyczng obserwowanej roznicy.

Fig. 48. Differences in gene expression associated with the possible overall survival of patients.
On each of the figures shows two curves for patients with above median gene expression (red) and
below the median (blue). Above the graph are given uncorrected statistical significance of the
observed difference.

Biorgc pod uwage ze wyniki wczesniej przeprowadzonych analiz wskazywaty ze
zaawansowanie lokoregionalne choroby (cecha T i cecha N) moga by¢ powigzane z
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glownymi zréodlami zmiennosci w badanej grupie chorych, zdecydowano si¢ przeanali-
zowac roznice miedzy dwoma glownymi klastrami w analizie nienadzorowanej (ryc.

49).
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Ryc. 49. Analiza nienadzorowana metoda skalowania wielowymiarowego. Rycina pokazuje za-
lezno$¢ trzech pierwszych sktadowych (PC1, PC2, PC3) oddajacych trzy gtdéwne zrédta zmienno-
$ci na trzech wykresach dwuwymiarowych. Kropkami koloru czerwonego oznaczono lewy klaster,
nazwany ,,grupa 17, kropkami niebieskimi prawy klaster nazwany ,,grupa 2”.

Fig. 49. Unattended analysis of multidimensional scaling method. Figure shows the dependence of
the first three components (PCI, PC2, PC3) capture the three main sources of variation in the
three graphs dwuwymiarowych.Kropkami red color indicates the left cluster, named "Group 1",
dotted blue right cluster called "group 2".

Lewy klaster, potencjalnie zwigzany z wigkszym wyjsciowym zaawansowaniem
nowotworu, opisano jako ,,grupa 1” (na rycinie kolor czerwony), klaster prawy jako
grupa 2 (na rycinie kolor niebieski).

Potwierdzono, ze réznica miedzy dwoma badanymi klastrami w zakresie ekspres;ji
gendéw jest duza. Przy poziomie odcigeia p<0,001 (kryterium odcigcia bez korekcji na
krotno$¢ poréwnan) 1175 zestawow sond wykazuje réznice migdzy grupami. Odsetek
wynikow falszywie dodatnich (FDR, False Discovery Rate) w tak wyselekcjonowanej
grupie mozna szacowa¢ na okoto 0,01%. Wskazuje to na duza istotnos¢ statystyczna
réznic powiazanych z wiekiem i1 przemawia za udziatem tej cechy w ksztattowaniu pro-
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filu ekspresji genéw badanych probek raka zoladka. Wyniki analiz przedstawiono na
wykresie typu mapy termicznej (ryc. 50), wykresie punktowym (ryc. 51) oraz w tab. 21
Przedstawiono takze wyniki nienadzorowanej analizy zbioru metodg skalowania wielo-
wymiarowego pod katem wieku, ktore wskazuja iz ta cecha rzutuje na gltéwne zrodia
zmiennos$ci w badanym zbiorze.

Grupa

-Log10(p-values)

Log2({Fold change)

Ryc. 50. Wykres zaleznosci krotnosci roéznicy (Log2(Fold change)) przedstawionej na osi X od
znamiennosci statystycznej tej roznicy (-Logl0(p-value)) migedzy grupa 1 i grupa 2 chorych. Ze-
stawy sond wykazujace istotng statystycznie réznic¢ zaznaczono kolorem niebieskim (p<0,001).
Fig. 50. A plot of the difference times (log2 (Fold change)) shown on the X axis of the statistical
significance of the difference (-log10 (p-value)) between group 1 and group 2 patients. Probe sets
showing a statistically significant difference was noted in blue (p <0.001).
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Ryc. 51. Wykres typu mapy termicznej (heatmap) dla roznic w ekspresji genéw powig-
zanych z roznica migdzy dwoma gtownymi klastrami w analizie nienadzorowane;.
Ekspresje genéw zakodowang graficznie (wg skali ponizej wykresu, nat¢zenie koloru
niebieskiego odpowiada ekspresji genéw) przedstawiono w wierszach, wszystkie zesta-
wy sond wykazuja istotng statystycznie réznice (p<0,001). Ekspresja gendw przedsta-
wiona na wykresie zostata poddana normalizacji (centrowanie i skalowanie).

Fig. 51. Chart thermal map type (called heatmap) for differences in gene expression
associated with the difference between the two main clusters in the analysis unattended.
Graphically encoded gene expression (according to the scale below the graph, the
intensity of blue color corresponding to the expression of genes) are shown in the rows,
all probe sets show a statistically significant difference (p <0.001). Expression of genes
represented on the graph has been subjected to standardization (centering and scaling).
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Tabela 21. Podsumowanie réznic w ekspresji genow w grupie 1 oraz grupie 2. Przedstawiono
istotnos¢ statystyczna roznicy (p), oszacowanie tej istotnosci po korekcji na poréwnania wielo-
krotne (odsetek wynikow falszywie dodatnich, FDR, False Discovery Rate), a takze krotno$c¢
roéznicy pomigdzy grupa probek raka a probkami normalnej sluzowki. W pierwszych kolumnach
przedstawiono symbol i nazwe¢ genu oraz identyfikator zestawu sond na mikromacierzy Affyme-
trix (ProbeSet). Z catej grupy 1175 zestawdéw sond przedstawiono tylko 100 pierwszych.

Table 21. Summary of differences in gene expression in group 1 and group 2 Presents the statisti-
cal significance of the difference (p), to estimate the significance after correction for multiple
comparisons (false-positive rate, FDR, called False Discovery Rate), and times the difference
between the group of cancer samples and normal mucosa samples. The first column shows the
symbol and the name of the gene and the identification of a set of probes on Affymetrix (ProbeSet).
In the entire group of 1175 probe sets are shown only the first 100.
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MEOX1 mesenchyme home- 205619 | 1 <le-07 | <le-07 2,78 32,72 11,78
obox 1 _s_at
MANICI1 mannosidase, alpha, 214180 | 2 <1e-07 | <l1e-07 2,88 51,8 18,01
class 1C, member 1 _at
JAM2 junctional adhesion 219213 |3 <1e-07 | <1e-07 5,34 111,9 20,94
molecule 2 _at
FMO1 flavin containing 205666 | 4 <1e-07 | <le-07 5,38 62,19 11,56
monooxygenase | _at
DCLK1 doublecortin-like 205399 | 5 <1e-07 | <le-07 443 57,77 13,05
kinase 1 _at
SMAGP small cell adhesion 209679 | 6 <1e-07 | <l1e-07 0,26 47,46 181,07
glycoprotein _s at
RGL1 ral guanine nucleotide | 209568 | 7 <le-07 | <l1e-07 3,84 219,35 57,08
dissociation stimula- | _s_at
tor-like 1
LPARI lysophosphatidic acid | 204036 | 8 <le-07 | <le-07 4,05 1184 29,23
receptor 1 _at
S1PR1 sphingosine-1- 204642 | 9 <1e-07 | <l1e-07 2,79 72,53 25,95
phosphate receptor I | _at
CDO1 cysteine dioxygenase, | 204154 | 10 <1e-07 | <1e-07 3,34 33,21 9,94
type | _at
SFRP1 secreted frizzled- 202037 | 11 <1e-07 | <le-07 10,22 168,03 16,44
related protein 1 _s_at
ITIHS inter-alpha-trypsin 219064 | 12 <le-07 | <1e-07 4,1 115,13 28,05
inhibitor heavy chain | _at
family, member 5
GHR growth hormone 205498 | 13 <1e-07 | <le-07 3,85 35,8 9,31
receptor _at
FZD4 frizzled family recep- | 218665 | 14 <1e-07 | <l1e-07 2,34 132,48 56,65
tor 4 at
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SVEP1 sushi, von Willebrand | 213247 | 15 <1le-07 | <le-07 5,18 147,31 28,46
factor type A, EGF _at
and pentraxin domain
containing 1
ZNF423 zinc finger protein 214761 | 16 <1e-07 | <le-07 3,76 40,29 10,72
423 _at
THBD thrombomodulin 03888 | 17 <1le-07 | <le-07 2,85 60,07 21,08
at
GJA4 gap junction protein, 0687_ | 18 <1e-07 | <le-07 1,77 36,68 20,7
alpha 4, 37kDa at
PKP3 plakophilin 3 209873 | 19 <1e-07 | <le-07 0,28 31,85 112,34
s_at
OMD osteomodulin 205907 | 20 <1e-07 | <le-07 4,09 45,33 11,07
_s_at
COLI14A1 | collagen, type XIV, 212865 | 21 <1e-07 | <le-07 7,52 237,77 31,63
alpha 1 s_at
ELF3 E74-like factor 3 (ets | 210827 | 22 <1e-07 | <le-07 0,13 44,8 333,77
domain transcription | _s_at
factor, epithelial-
specific )
AOX1 aldehyde oxidase 1 205083 | 23 <1e-07 | <1e-07 4.8 40,84 8,5
at
SPINT1 serine peptidase 202826 | 24 <1e-07 | <le-07 0,19 34,69 180,65
inhibitor, Kunitz type | _at
1
SH3BP5 SH3-domain binding | 201811 | 25 <1e-07 | <le-07 2,84 267,32 94,25
protein 5 (BTK- x_at
associated)
OLFM1 olfactomedin 1 205591 | 26 <1e-07 | <le-07 2,44 24,15 9,92
at
AP1IM2 adaptor-related pro- 5517_ | 27 <1e-07 | <le-07 0,38 20,57 54,43
tein complex 1, mu2 | at
subunit
CH25H cholesterol 25- 206932 | 28 <1le-07 | <le-07 3,87 72,22 18,68
hydroxylase _at
ERG v-ets erythroblastosis | 211626 | 29 <1e-07 | <1e-07 1,68 14,52 8,63
virus E26 oncogene x_at
homolog (avian)
ELF3 E74-like factor 3 (ets | 201510 | 30 <1e-07 | <le-07 0,19 33,07 174,26
domain transcription | _at
factor, epithelial-
specific )
SEPT6 septin 6 214298 | 31 1,00e-07 | 1e-07 3,15 111,43 35,33
_x_at
BCL2 B-cell 203685 | 32 1,00e-07 | 1le-07 3,57 57,61 16,14

CLL/lymphoma 2
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DCLK1 doublecortin-like 215303 | 33 1,00e-07 | 1e-07 1,72 10,65 6,19
kinase 1 _at
PDEIA phosphodiesterase 208396 | 34 1,00e-07 1e-07 3,69 71,91 19,48
1A, calmodulin- s_at
dependent
IGF1 insulin-like growth 209540 | 35 1,00e-07 | 1e-07 14,38 327,91 22,81
factor 1 (somatome- | _at
din C)
BMX BMX non-receptor 206464 | 36 1,00e-07 le-07 1,68 14,77 8,8
tyrosine kinase _at
ADHI1B alcohol dehydrogen- 209612 | 37 1,00e-07 1e-07 10,65 157,47 14,79
ase 1B (class I), beta s_at
polypeptide
NFIB nuclear factor I/B 213029 | 38 1,00e-07 | 1e-07 3,38 556,81 164,91
at
1L33 interleukin 33 09821 | 39 1,00e-07 | 1e-07 3,9 43,66 11,18
at
CELF2 CUGBP, Elav-like 02158 | 40 1,00e-07 | 1e-07 2,52 36,55 14,52
family member 2 _s at
LHFP lipoma HMGIC 218656 | 41 1,00e-07 | 1e-07 4,94 274,98 55,62
fusion partner s_at
LINCO0034 | long intergenic non- 219563 | 42 1,00e-07 le-07 3,53 121,68 34,49
1 protein coding RNA | _at
341
201810 | 43 1,00e-07 | 1e-07 2,6 158,16 60,74
_s at
DPT dermatopontin 213068 | 44 1,00e-07 | 1e-07 5,67 87,93 15,49
at
CORO2B coronin, actin binding | 209789 | 45 1,00e-07 le-07 1,62 10,99 6,81
protein, 2B _at
AP1IM2 adaptor-related pro- 218261 | 46 1,00e-07 1e-07 0,33 20,46 61,28
tein complex 1, mu2 | _at
subunit
LPARI lysophosphatidic acid | 204037 | 47 1,00e-07 | 1e-07 2,69 66,84 24,83
receptor 1 _at
DARC Duffy blood group, 208335 | 48 1,00e-07 | 1e-07 8,42 267,82 31,81
chemokine receptor s_at
LEPR leptin receptor 209894 | 49 1,00e-07 | 1e-07 7,42 79,85 10,76
at
LDOCI1 leucine zipper, down- | 204454 | 50 1,00e-07 le-07 2,69 66,49 24,73
regulated in cancer | | at
FABP4 fatty acid binding 203980 | 51 1,00e-07 | 1e-07 16,9 527,21 31,19
protein 4, adipocyte _at
SDPR serum deprivation 218711 | 52 1,00e-07 | 1e-07 2,13 22,37 10,5
response s at
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c7 complement compo- 202992 | 53 1,00e-07 1e-07 14,45 510,05 35,29
nent 7 _at
ADHIB alcohol dehydrogen- | 209613 | 54 1,00e-07 | 1e-07 12,51 183,05 14,63
ase 1B (class I), beta s_at
polypeptide
PDE2A phosphodiesterase 204134 | 55 1,00e-07 le-07 2,41 37,7 15,62
2A, cGMP-stimulated | _at
CDCP1 CUB domain contai- | 218451 | 56 1,00e-07 le-07 0,3 28,63 95,05
ning protein 1 _at
SRPX sushi-repeat contain- | 204955 | 57 2,00e-07 1e-07 9,39 318,68 33,92
ing protein, X-linked | _at
CHRDLI1 chordin-like 1 209763 | 58 2,00e-07 le-07 7,07 221,55 31,33
at
TEK TEK tyrosine kinase, | 206702 | 59 2,00e-07 le-07 2,51 29,49 11,76
endothelial _at
SORD sorbitol dehydrogena- | 201563 | 60 2,00e-07 1e-07 0,24 36,16 152,8
se at
PECAMI1 platelet/endothelial 208982 | 61 2,00e-07 | 1e-07 3,58 1111,6 | 310,77
cell adhesion mole- _at
cule 1
MANICI mannosidase, alpha, 218918 | 62 2,00e-07 | 1e-07 3,24 64,16 19,81
class 1C, member 1 _at
IGF1 insulin-like growth 09541 | 63 2,00e-07 le-07 15,28 407,62 26,67
factor 1 (somatome- at
din C)
MEOX2 mesenchyme home- 206201 | 64 3,00e-07 | 1e-07 4,79 44,5 9,29
obox 2 s_at
SEMA3G sema domain, immu- | 219689 | 65 3,00e-07 le-07 2,73 42,41 15,55
noglobulin domain _at
(Ig), short basic
domain, secreted,
(semaphorin) 3G
212414 | 66 3,00e-07 le-07 4,01 171,8 42,82
_s at
CRBN cereblon 218142 | 67 3,00e-07 le-07 1,72 78,71 45,72
_s_at
TOMM34 | translocase of outer 201870 | 68 3,00e-07 1e-07 0,48 47,01 98,77
mitochondrial mem- | _at
brane 34
SLIT3 slit homolog 3 (Dro- | 203812 | 69 3,00e-07 le-07 2,53 50,4 19,93
sophila) _at
RBMS3 RNA binding motif, 206767 | 70 4,00e-07 le-07 1,91 22,83 11,97
single stranded inter- | _at

acting protein 3
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SELP selectin P (granule 206049 | 71 4,00e-07 1e-07 422 68,96 16,34
membrane protein _at
140kDa, antigen
CD62)
SSBP2 single-stranded DNA | 210829 | 72 4,00e-07 le-07 1,88 34,27 18,26
binding protein 2 _s_at
204359 | 73 4,00e-07 | 1e-07 6,74 222,7 33,04
at
ANK?2 ankyrin 2, neuronal 202920 | 74 4,00e-07 le-07 5,5 89,62 16,3
at
215039 | 75 4,00e-07 | 1e-07 2,81 31,8 11,33
at
GPR183 G protein-coupled 205419 | 76 4,00e-07 le-07 4,01 125,81 31,36
receptor 183 at
RAB25 RAB25, member RAS | 218186 | 77 4,00e-07 | 1e-07 0,16 37,56 231,74
oncogene family _at
S100P S100 calcium binding | 204351 | 78 5,00e-07 | le-07 0,091 206,48 | 2273,11
protein P _at
MEF2C myocyte enhancer 209200 | 79 5,00e-07 1e-07 3,62 170,79 47,15
factor 2C _at
210749 | 80 5,00e-07 | 1e-07 0,28 101,81 370,12
_x_at
203799 | 81 5,00e-07 | le-07 3,34 225,13 67,46
at
TTLLI12 tubulin tyrosine 216251 | 82 6,00e-07 | le-07 0,37 27,95 75,63
ligase-like family, _s_at
member 12
NPR1 natriuretic peptide 32625 |83 7,00e-07 | 0,00011 1,91 31,27 16,39
receptor A/guanylate | at
cyclase A (atrionatriu-
retic peptide receptor
A)
TMEM97 | transmembrane 212282 | 84 7,00e-07 | 0,00011 0,22 83,73 373,5
protein 97 _at
NRN1 neuritin 1 18625 | 85 7,00e-07 | 0,00011 3,28 44,23 13,5
at
MAGEH! | melanoma antigen 18573 | 86 9,00¢-07 | 0,00013 2,63 113,51 43,16
family H, 1 _at
TCF4 transcription factor 4 12385 | 87 9,00e-07 | 0,00013 2,94 95,83 32,62
at
SOX17 SRY (sex determining | 219993 | 88 9,00e-07 | 0,00013 1,53 16,92 11,08
region Y)-box 17 at
HSPB2 heat shock 27kDa 205824 | 89 9,00e-07 | 0,00013 2,2 40,67 18,52
protein 2 _at
ESRP1 epithelial splicing 219121 | 90 1,00e-06 | 0,00014 0,22 20,35 91,81
regulatory protein 1 s _at
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THBD thrombomodulin 203887 | 91 1,00e-06 | 0,00014 39 132,84 34,1
_s at
SPR sepiapterin reductase | 203458 | 92 1,00e-06 | 0,00014 0,51 64,09 126,42
(7.8- _at
dihydrobiopter-
in:NADP+ oxidore-
ductase)
NOVAL neuro-oncological 205794 | 93 1,10e-06 | 0,00015 1,64 14,38 8,79
ventral antigen 1 _s at
SYNEI spectrin repeat con- 209447 | 94 1,10e-06 | 0,00015 2,96 127,98 43,19
taining, nuclear _at
envelope |
FAMI107A | family with sequence | 209074 | 95 1,10e-06 | 0,00015 2,06 34,27 16,62
similarity 107, mem- | _s_at
ber A
PERP PERP, TP53 apopto- | 217744 | 96 1,10e-06 | 0,00015 0,17 47,41 276,37
sis effector _s_at
MEF2C myocyte enhancer 209199 | 97 1,10e-06 | 0,00015 3,18 219,05 68,91
factor 2C _s_at
206042 | 98 1,10e-06 | 0,00015 2,1 53,5 25,46
_x_at
FBXL5 F-box and leucine- 209005 | 99 1,20e-06 | 0,00016 2,14 75,76 35,44
rich repeat protein 5 _at
PAK3 p21 protein 214607 | 100 | 1,20e-06 | 0,00016 2,06 21,89 10,61
(Cdc42/Rac)- _at
activated kinase 3

Dokonano takze analizy, czy dwa glowne klastry wyodrebnione w analizie niena-
dzorowanej ro6znig si¢ przezyciem catkowitym (ryc. 52). Nie stwierdzono takich rdznic

(p=0.8)
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Ryec. 52. Krzywe przezycia catkowitego badanych chorych w grupie 1 (krzywa czerwona) oraz w
grupie 2 (krzywa niebieska). Na osi X przedstawiono czas przezycia catkowitego w miesigcach, na
osi Y odsetek chorych przezywajacych bez zdarzenia (zgonu).

Fig. 52. Overall survival curves of the patients in group 1 (red curve) and group 2 (blue curve).
The X-axis shows the overall survival time in months, the Y-axis the percentage of patients surviv-
ing without an event (death,).

4.5. Porownanie ekspresji genow w raku zoladka i sasiadujacej
niezmienionej nowotworowo $luzowce zoladka metoda
mikromacierzy

Kolejnym krokiem analizy bylo badanie, wykonanie w niezaleznej grupie probek
ocenianych metoda mikromacierzy, jaka jest skala réznic migdzy utkaniem raka zotadka
i utkaniem $luzoéwki niezmienionej nowotworowo.

Dokonano poréwnania profilu ekspresji w 14 probkach — o$miu probkach raka Zo-
fadka i 6 probkach pobranych ze $ciany zotadka z okolicy guza. W pierwszym etapic
poréwnanie wykonano nienadzorowang metoda skalowania wielowymiarowego (MDS,
multidimensional scaling). Wyraznie zauwazalne jest, ze roznica rak — zdrowe tkanki
jest dominujacym zrodtem zréznicowania w analizowanym zbiorze danych, widocznym
w pierwszej sktadowej (PC1, ryc. 53). Druga i trzecia sktadowa (PC2 i PC3) nie wigzaty
si¢ z roznicami mi¢dzy dwiema badanymi grupami (na wykresie pokazujacym réwno-
czesnie PC2 i PC3 nie wida¢ zadnego rozgraniczenia tych dwdch grup.

W nastepnym kroku przeprowadzono nadzorowang analiz¢ danych. Z 54675 zesta-
wow sond na mikromacierzy HG-U133 Plus 2.0 wyselekcjonowano te ktére spetniaja
kryterium réznicy miedzy grupami p<0,001, bez korekcji na krotno$¢ porownan (w
takiej analizie oczekuje si¢ okoto 55 cech fatszywie dodatnich). Stwierdzono Ze réznica
dotyczy 2546 zestawdw sond — jest znaczaco wicksza niz liczba potencjalnych wynikoéw
falszywie dodatnich. Wynik ten potwierdza oczekiwana, duza skale réznic migdzy utka-
niem raka i zdrowej btony §luzowej zotadka.

Wyniki wizualnie przedstawiono na wykresie (ryc. 53) zaleznos$ci krotnosci zmiany
od jej istotnosci statystycznej (kolorem niebieskim zaznaczono wyniki istotne, p<0,001).
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Log2(Fold change)

Ryec. 54. Wykres zalezno$ci krotnosci roznicy (Log2(Fold change)) przedstawionej na osi X od
znamiennosci statystycznej tej roznicy (-Logl10(p-value)). Zestawy sond wykazujace istotng staty-
stycznie réznicg¢ zaznaczono kolorem niebieskim (p<0,001). Krotno$¢ réznicy ponizej 0 oznacza
zmniejszong ekspresje w probkach raka, powyzej 0 zwigkszenie tej ekspresji w stosunku do pro-
bek nienowotworowych.

Fig. 54. Relationship between the logarithm of fold change (Log2(Fold change)) shown on the X
axis and of the statistical significance of the difference (-Logl0(p-value)). Probe sets showing a
statistically significant difference are marked in blue (p<0.001). Negative values indicate a de-
creased expression in cancer samples, while positive values reflect an increased expression, as
compared to non-cancerous samples.

We wczesniejszych badaniach wyodrgbniliSmy grupe genow, ktora ocenialiSmy pod
katem roznic w ekspresji genéw (Stojcev Z, Kedzior K i wsp. Comparison of gene ex-
pression changes of cell adhesion and angiogenesis-related genes in gastric cancer. Ma-
nusktypt w przygotowaniu). Ten sam zestaw gendw wybrany na podstawie wczesniej-
szego przegladu pismiennictwa, poddano analizie pod katem roéznic w zbiorze badanym
technikg mikromacierzy. Sposréd tych gendéw 8 spetniato zatozone wyzej kryterium
nieskorygowanej roznicy p<0,001. Dwa z tych genéw wykazywat silnie istotne obnize-
nie ekspresji w utkaniu raka, w tym jeden (RNASE1) o duzej skali (ponad siedmiokrot-
ne); réznica dla genu PDGFD byta okoto dwukrotna. Pozostate szes¢ genow (SPPI,
THBS2, RRM2, CCL18, COL6A3 i TIMP1 wykazywato zwigkszong ekspresje w utka-
niu raka w stosunku do otaczajacych tkanek zdrowych. Najwigksza skal¢ roznic obser-
wowano dla genu SPP1 (34-krotne zwigkszenie ekspresji) oraz genu CCL18 (szesnasto-
krotne zwigkszenie ekspresji).Geny THBS2 i RRM2 wykazywaly okoto 6-7 razy zwigk-
szong ekspresje w raku, a COL6A3 i TIMP1 czterokrotne zwigkszenie ekspresji.
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Dla sze$ciu gendw w porownaniu badanych 14 prébek nie obserwowano zadnych
istotnych roznic — byly to: YES1, ACK1, PIM1, LAMC2, OPCML, SLAMF]1.

Z kolei, dla 9 gendéw obserwowano ,,posrednie” wartosci roznicy mi¢dzy utkaniem
raka a niezmieniong nowotworowo $luzéwka. Geny te wykazywaly réznice ktore uznane
bylyby za statystycznie istotne w analizie statystycznej, jednak o granicznej istotnosci
przy interpretacji masowych danych genomicznych. Dla cze$ci z nich (w tym COL1A2,
CD36 czy SPARC) obserwowana duza krotno$¢ roznic oraz szacowane ryzyko wyniku
falszywie dodatniego (mierzone wartoscia FDR, ang. false discovery rate) ponizej 5%
uzasadniajg interpretacj¢ obserwowanych roéznic jako istotnych. Dla innych jak
COL4A2, TFF1, SLC2A1, FN1 uzyskane wyniki analizy genomicznej nalezy traktowaé
ostroznie, bioragc pod uwage okoto 10% ryzyko wyniku fatszywie dodatniego. Szczegol-
ng sytuacje obserwowano dla genu MAPK1, dla ktorego jedna z sond na macierzy U133
Plus 2.0 wykazywata trend w kierunku zwigkszonej ekspresji w raku zotadka, za§ inna
sonda wskazywata na wynik przeciwny — obnizenie ekspresji.

Tabela 22. Podsumowanie réznic w ekspresji genow pomiedzy grupa probek §luzowki zotadka
(N) oraz raka zotadka (T). Przedstawiono istotnos¢ statystyczng roznicy (p), oszacowanie tej istot-
nosci po korekcji na pordwnania wielokrotne (odsetek wynikow fatszywie dodatnich, FDR, False
Discovery Rate), a takze krotno$¢ roznicy pomiedzy grupa probek raka a probkami normalnej
sluzoéwki. W pierwszej kolumnie przedstawiono nazwe genu, a w drugiej jego symbol wg HUGO,
nr wg bazy Entrez oraz identyfikator zestawu sond na mikromacierzy Affymetrix (ProbeSet).
Table 22. Summary of differences in the expression of genes between stomach mucosa samples (N)
and gastric cancer samples (T). Statistical significance of the difference (p), evaluation of the
significance after multiple comparison correction (FDR, i.e. False Discovery Rate), and the loga-
rithm of fold change between the cancer samples and normal mucosa samples are shown. Column
one specifies the gene name, while column two its symbol according to HUGO, number according
to the Entrez system and identifier of the probe set on the Affymetrix microarray (ProbeSet).

Symbol Krot-
Nazwa genu Entrez ID p Ranga FDR N T nosé
ProbeSet réznicy
ribonuclease, RNASEL 1,50e-06 98 0,000828 | 5024,02 707,12 0,14
RNase A family, 1 6035
(pancreatic) 201785 at
platelet derived PDGFD 1,08¢-05 302 0,00196 57,37 26,76 0,47
growth factor D 80310
222860 s at
secreted phospho- SPP1 3,88¢e-05 564 0,00376 28,48 969,6 34,04
protein 1 6696
209875 s at
thrombospondin 2 THBS2 0,0001554 | 1102 0,00771 57.8 440,71 7,62
7058
203083 _at
ribonucleotide RRM2 0,0001981 1238 0,00875 173,69 1088,32 6,27
reductase M2 6241
209773 s _at
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Symbol Krot-
Nazwa genu Entrez ID p Ranga FDR N T nosé
ProbeSet réznicy
chemokine (C-C CCL18 0,0004763 | 1840 0,0142 69,6 1112,13 15,98
motif) ligand 18 6362
(pulmonary and 32128 at
activation-
regulated)
collagen, type VI, COLG6A3 0,0007043 | 2217 0,0174 631,83 2364,83 3,74
alpha 3 1293
201438 _at
TIMP metallopep- | TIMP1 0,0007655| 2291 0,0183 773,58 3128,66 4,04
tidase inhibitor 1 7076
201666_at
mitogen-activated MAPK1 0,0015418 | 3029 0,0278 72,03 132,87 1,84
protein kinase 1 5594
1552264 a at
mitogen-activated MAPK1 0,0283545 | 9961 0,156 1212,15 901,82 0,74
protein kinase 1 5594
224621 at
collagen, type I, COL1A2 0,0021518 | 3460 0,034 978,18 4520,9 4,62
alpha 2 1278
202404 s _at
CD36 molecule CD36 0,0031206 | 4013 0,0425 299,02 69,43 0,23
(thrombospondin 948
receptor) 228766 at
topoisomerase TOP2A 0,00368 4330 0,0465 6,89 10,09 1,46
(DNA) II alpha 7153
170kDa 237469 _at
secreted protein, SPARC 0,0041943 | 4587 0,05 978,09 3028,1 3,1
acidic, cysteine- 6678
rich 200665_s_at
(osteonectin)
collagen, type IV, COLA4A2 0,0086762| 6243 0,076 66,45 134,3 2,02
alpha 2 1284
211966 _at
trefoil factor 1 TFF1 0,0144172| 7600 0,104 14986,69 | 949,66 0,063
7031
205009 _at
solute carrier SLC2A1 0,0292921 10090 0,159 111,24 230,71 2,07
family 2 (facilitat- 6513
ed glucose 201250 s at
transporter), mem-
ber 1
fibronectin 1 FNI 0,0315221| 10412 0,165 857,17 | 2650,67 3,09
2335
216442 x_at
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Symbol Krot-
Nazwa genu Entrez ID p Ranga FDR N T nosé
ProbeSet réznicy
v-yes-1 Yamaguchi | YESI 0,0613999 | 13820 0,243 7,19 7,99 1,11
sarcoma viral 7525

oncogene homolog | 210917 at
1

tyrosine kinase, TNK2 (ACK1) |0,0716667 | 14753 0,266 164,48 214,14 1,3
non-receptor, 2 10188
203839 s at
pim-1 oncogene PIM1 0,0904746 | 16292 0,304 149,1 202,93 1,36
5292
209193 at
laminin, gamma 2 LAMC2 0,093632 | 16560 0,309 13,94 28,53 2,05
3918
207517 at
opioid binding OPCML 0,1323819 | 19291 0,375 17,08 14,63 0,86

protein/cell adhe- 4978
sion molecule-like | 206215 at

signaling lympho- SLAMF1 0,5791206 | 39833 0,795 55,77 44,65 0,8
cytic activation 6504

molecule family 206181 _at

member 1

4.6. Analiza wplywu degradacji RNA na profil ekspresji genow w badaniu
technika mikromacierzy

Porownano probki ktore nie wykazywaty zadnych cech degradacji RNA w ocenie
jako$ciowej mikromacierzy w stosunku do probek z cechami pewnej degradacji, poszu-
kujac genow wykazujacych roznice w ekspresji migdzy tymi grupami. Stwierdzono
istotne statystycznie roznice dla 563 zestawow sond (FDR<5%), w tab. 23 przedstawio-
no 88 najbaardziej istotnych, o FDR<0,5%. Z jednej strony liczba ponad 500 transkryp-
tow wykazujacych rdéznice jest niewatpliwie istotna, z drugiej strony, stanowia one tylko
4,3% z wszystkich 13190 transkryptéw poddawanych analizie. Jak pokazata szczegolo-
wa analiza, w badanej grupie genéw wykazujacych rdznicg poziomu ekspresji zwigzang
z degradacja byla wzgledna réwnowaga transkryptow ktorych ekspresja w probkach
zdegradowanych bylta nizsza oraz takich, w ktorych ekspresja ta byta wyzsza. Wigkszos¢
transkryptow na ktore degradacja wykazywata znaczacy wpltyw charakteryzowata si¢
niskim albo co najwyzej $rednim poziomem ekspresji.

Nalezy zwroci¢ uwage ze wsrdd sond wykazujacych istotne réznice sg obecne sondy
kontrolne, a takze liczne geny rybosomalne ktére potwierdzajg rzetelno$¢ przeprowa-
dzonego poroéwnania. Z drugiej strony, dla wigkszosci z listy badanych genow wykazu-
jacych roznice zalezne od degradacji ich skala nie przekraczala dwukrotnej zmiany.
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Tabela 23. Podsumowanie roéznic w ekspresji genéw pomiedzy grupa probek badanych na mi-
kromacierzach bez zadnych cech degradacji w stosunku do probek wykazujacych cechy degrada-
cji. Przedstawiono istotno$¢ statystyczng roznicy (p), oszacowanie tej istotnosci po korekcji na
poréwnania wielokrotne (odsetek wynikow fatszywie dodatnich, FDR, False Discovery Rate), a
takze krotno$¢ réznicy pomiedzy grupa probek raka a probkami normalnej sluzowki. W pierwszej
kolumnie przedstawiono nazwg genu, a w drugiej jego symbol wg HUGO, a w trzeciej identyfika-
tor zestawu sond na mikromacierzy Affymetrix (ProbeSet).

Table 23. Summary of differences in gene expression between the group of samples tested on the
microarray without any degradation in characteristics relative to the sample exhibiting the char-
acteristics degradation. Presents the statistical significance of the difference (p), to estimate the
significance after correction for multiple comparisons (false-positive rate, FDR, called False
Discovery Rate), and times the difference between the group of cancer samples and normal muco-
sa samples. The first column shows the name of the gene, and in the second the symbol for HUGO,
and in the third set identifier probes on Affymetrix (ProbeSet).
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Cé6orf62 chromosome 213872 at 1 |3,00e-07 | 0,00132 | 6,27 | 128,72 20,53
6 open read-
ing frame 62
HDAC7 histone 217937 s_ 2 | 4,00e-07 | 0,00132 | 0,56 34,79 62,68
deacetylase 7 at
NGF nerve growth | 206814 at 3 | 4,00e-07 | 0,00132 | 0,55 9,26 16,72
factor  (beta
polypeptide)
TRPV6 transient 206827 s 4 |4,00e-07 | 0,00132 | 0,51 14,08 27,55
receptor at
potential
cation chan-
nel, subfamily
V, member 6
TAOK2 TAO kinase 2 | 204878 s 5 | 6,00e-07 | 0,00158 | 0,53 32,32 61,07
at
SUNI1 Sadl and | 206487 at 6 | 1,40e-06 | 0,00264 | 2,55 35,94 14,11
UNC84
domain
containing 1
GATC glutamyl- 214711 at 7 | 1,40e-06 | 0,00264 | 1,7 16,87 9,93
tRNA(GIn)
amidotrans-
ferase, subunit
C
DUX1 double home- | 208176 at 8 | 2,00e-06 | 0,00287 | 0,52 1791 34,7
obox 1
MBD3 methyl-CpG 202463 s 9 |2,30e-06 | 0,00287 | 0,55 29,8 54,24
binding at
domain
protein 3
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SIRT2 sirtuin 2 220605 _s_ 10 | 2,30e-06 | 0,00287 | 0,55 48,97 88,81
at
GSN gelsolin 214040 s 11 | 2,60e-06 | 0,00287 | 1,9 30,45 15,98
at
LAMP1 lysosomal- 201551 s 12 | 3,30e-06 | 0,00287 | 3,11 70,31 22,63
associated at
membrane
protein 1
- - 216694 at 13 | 3,60e-06 | 0,00287 | 0,53 17,13 32,1
SLC6A2 | solute carrier | 216611 s 14 | 3,80e-06 | 0,00287 | 0,42 20,81 50,03
family 6 | at
(neurotrans-
mitter  trans-
porter, nora-
drenalin),
member 2
- - 217476 _at 15 | 4,00e-06 | 0,00287 | 0,61 8,79 14,36
PDLIM7 | PDZ and LIM | 214122 at 16 | 4,10e-06 | 0,00287 | 0,53 14,45 27,32
domain 7
(enigma)
C1D C1D nuclear | 200056_s_ 17 | 430e-06 | 0,00287 | 1,65| 123,95 74,9
receptor at
corepressor
FUZ fuzzy homo- | 221187 s_ 18 | 4,80e-06 | 0,00287 | 0,58 19,16 33,26
log (Dro- | at
sophila)
CIZ1 CDKNIA 213976_at 19 | 5,20e-06 | 0,00287 | 0,67 10,06 14,97
interacting
zinc finger
protein 1
- - AFFX- 20 | 5,20e-06 | 0,00287 | 0,47 | 1046,15 2211,6
BioDn-3 at
CLCN7 chloride 209235 _at 21 | 5,40e-06 | 0,00287 | 0,65 47,65 73,04
channel,
voltage-
sensitive 7
SLC22A | solute carrier | 220554 at 22 | 5,60e-06 | 0,00287 | 0,69 12,88 18,71
7 family 22
(organic anion
transporter),
member 7
GRIKS5 glutamate 217509 x_ | 23 | 5,60e-06 | 0,00287 | 0,51 33,36 65,81
receptor, at
ionotropic,
kainate 5
CPNE7 copine VII 219707 at 24 | 5,80e-06 | 0,00287 | 0,56 21,97 39,39
FOXO0O4 forkhead box | 205451 at 25 |5,80e-06 | 0,00287 | 0,49 22,61 46,2

04
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203670 at 26 | 5,90e-06 | 0,00287 | 0,46 12,62 27,7
- AFFX-12- 27 | 6,10e-06 | 0,00287 | 0,48 | 961,55 1991,08
Ec-bioD-
5 at
CDCS5L cell division | 209055 s 28 | 6,20e-06 | 0,00287 | 1,84 17,09 9,26
cycle 5-like at
CFB complement 211920 at 29 |6,30e-06 | 0,00287 | 0,6 20,72 3425
factor B
TRPMS transient 220226 at 30 | 6,80e-06 | 0,00299 | 0,67 10,69 15,85
receptor
potential
cation chan-
nel, subfamily
M, member 8
MAGTI1 magnesium 210596 _at 31 | 7,50e-06 | 0,00313 | 1,77 55,71 31,48
transporter 1
H3F3A H3  histone, | 213826 s 32 | 7,60e-06 | 0,00313 | 0,31 3321 107,75
family 3A at
OSGIN1 oxidative 219475 at 33 | 8,30e-06 | 0,00324 | 0,47 20,06 42,59
stress induced
growth inhibi-
tor 1
LARP4B | La ribonucle- | 208953 at 34 | 8,50e-06 | 0,00324 | 2,49 51,89 20,88
oprotein
domain
family, mem-
ber 4B
TMCO3 transmem- 220240 s 35 | 8,60e-06 | 0,00324 | 2,01 25,55 12,7
brane and | at
coiled-coil
domains 3
AFFX-12- 36 | 8,90e-06 | 0,00324 | 0,48 | 142691 2946,31
Ec-bioD-
3 at
PNPLA2 | patatin-like 212705 x_ 37 |9,10e-06 | 0,00324 | 0,47 23,67 50,43
phospholipase | at
domain
containing 2
210425 x_ 38 |9,40e-06 | 0,00325 | 2,68 39,8 14,84
at
--- AFFX- 39 19,70e-06 | 0,00325 | 0,39 | 156,46 402,21
BioC-5 at
C2lorf2 chromosome 203996 s 40 | 9,90e-06 | 0,00325 | 0,59 17,46 29,65
21 open | at
reading frame
2
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PROSC proline  syn- | 214545 s _ 41 | 1,01e-05 | 0,00325 | 2,15 48,24 22,46
thetase co- | at
transcribed
homolog
(bacterial)
RPL27A | ribosomal 212044 s 42 | 1,11e-05 | 0,00345 | 0,34 50,71 148,51
protein L27a at
- AFFX- 43 | 1,13e-05 | 0,00345 | 0,47 | 450,84 956,25
BioDn-5 at
CIAO1 cytosolic iron- | 217501 at 44 | 1,19¢-05 | 0,00345 | 1,51 98,47 65,19
sulfur protein
assembly 1
SPN sialophorin 216980 _s_ 45 | 1,21e-05 | 0,00345 | 0,59 13,22 22,31
at
PTAFR platelet- 206278 _at 46 | 1,22¢-05 | 0,00345 | 0,45 15,71 35,08
activating
factor receptor
HRH3 histamine 221663 x_ | 47 | 1,25¢-05 | 0,00345 | 0,6 11,65 19,27
receptor H3 at
PEX11B | peroxisomal 202658 at 48 | 1,29¢-05 | 0,00345 | 1,76 99,74 56,58
biogenesis
factor 11 beta
MPHOS M-phase 221771 _s_ 49 | 1,35¢-05 | 0,00345 | 2,2 34,53 15,7
PH8 phosphopro- at
tein 8
ARPC4 actin  related | 211672_s_ 50 | 1,40e-05 | 0,00345 | 2,76 92,5 33,54
protein  2/3 | at
complex,
subunit 4,
20kDa
ARSF arylsulfatase F | 214490 at 51 | 1,41e-05 | 0,00345 | 0,66 9,99 15,15
VRTN vertebrae 220536 at 52 | 1,41e-05 | 0,00345 | 0,53 15,86 29,85
development
associated
RPLP2 ribosomal 200908 _s_ 53 | 1,43¢-05 | 0,00345 | 0,34 | 20,32 59,21
protein, large, | at
P2
AFFX- 54 | 1,46e-05 | 0,00345 | 0,44 | 188,18 428,47
BioC-3 at
AFFX-r2- 55 | 1,48¢-05 | 0,00345 | 0,41 | 234,03 571,86
Ec-bioC-
5 at
213690 _s_ 56 | 1,49¢-05 | 0,00345 | 0,51 19,66 38,68

at
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LRCH4 leucine-rich 221956 _at 57 | 1,55¢-05 | 0,00345 | 0,56 31,57 55,95
repeats  and
calponin
homology
(CH) domain
containing 4
NOXS5 NADPH 220641 _at 58 | 1,56e-05 | 0,00345 | 0,55 18,87 34,08
oxidase, EF-
hand calcium
binding
domain §
RARB retinoic  acid | 208412 s 59 | 1,57e-05 | 0,00345 | 0,71 7,85 11,01
receptor, beta | at
209768 _s_ 60 | 1,57e-05 | 0,00345 | 0,52 9,09 17,51
at
AFFX- 61 | 1,71e-05 | 0,00351 | 0,4 104,2 262,58
BioB-M at
CPNE3 copine III 202118 _s_ 62 | 1,73¢-05 | 0,00351 | 1,69 19,02 11,26
at
- AFFX- 63 | 1,79¢-05 | 0,00351 | 0,56 | 2556,39 | 4570,56
CreX-5_at
- - AFFX-r2- 64 | 1,80e-05 | 0,00351 | 0,41 88,44 214,29
Ec-bioB-
3 at
TAB2 TGF-beta 210284 s 65 | 1,80e-05 | 0,00351 | 1,56 35,21 22,6
activated at
kinase
1/MAP3K7
binding
protein 2
DNAJCS | DnaJ (Hsp40) | 212491 s_ 66 | 1,80e-05 | 0,00351 | 0,63 76,03 119,97
homolog, at
subfamily C,
member 8
DICERI dicer 1, | 206061 s 67 | 1,83¢-05 | 0,00351 | 1,63 17,31 10,59
ribonuclease at
type 111
DLG4 discs, large | 210684 s_ 68 | 1,85¢-05 | 0,00351 | 0,52 17,92 34,15
homolog 4 | at
(Drosophila)
220956_s_ 69 | 1,85¢-05 | 0,00351 | 0,66 51 77,38
at
213642 at 70 | 1,89¢-05 | 0,00351 | 0,34 78,5 233,72
AP1S1 adaptor- 205196 s 71 | 1,89¢-05 | 0,00351 | 2,07 47,05 22,76

related protein
complex 1,
sigma 1
subunit

at
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- - 220096 _at 72 | 1,95¢-05 | 0,00357 | 0,55 12,3 22,43
- - AFFX-r2- 73 | 2,04e-05| 0,00369 | 0,46 | 272,96 597,87
Ec-bioC-
3 at
GPR144 G protein- | 216289 at 74 | 2,13e-05| 0,0038 | 047 16,63 35,51
coupled
receptor 144
RABEP2 | rabaptin, RAB | 219057 _at 75 | 2,17¢-05 | 0,00382 | 0,56 19,1 34,02
GTPase
binding
effector
protein 2
HIPIR huntingtin 209559 at 76 | 2,29¢-05 | 0,00394 | 0,63 29,07 459
interacting
protein 1
related
0GGl1 8-oxoguanine | 205301 _s 77 | 2,30e-05 | 0,00394 | 0,58 19,18 32,81
DNA glyco- | at
sylase
-— - AFFX- 78 | 2,38¢-05 | 0,00402 | 0,61 | 324047 | 531507
CreX-3 at
ING4 inhibitor ~ of | 218234 at 79 | 2,42¢-05 | 0,00404 | 0,67 2543 37,78
growth fami-
ly, member 4
FUT7 fucosyltrans- 217696 _at 80 | 2,49¢-05 | 0,00405 | 0,49 24,69 50,68
ferase 7
(alpha  (1,3)
fucosyltrans-
ferase)
CELF3 CUGBP, 215045 at 81 |2,49-05 | 0,00405 | 0,46 21,55 46,36
Elav-like
family mem-
ber 3
UBE3A ubiquitin 213291 _s_ 82 | 2,54e-05 | 0,00409 | 1,49 | 121,86 81,87
protein ligase | at
E3A
MARCK | myristoylated | 201668 x_ 83 |2,59-05| 0,00412 | 1,87 | 25,68 13,7
S alanine-rich at
protein kinase
C substrate
- - AFFX- 84 | 2,86e-05 | 0,00448 | 0,42 58,64 138,07

BioB-5 at
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NFATC2 | nuclear factor | 217526 at 85 |2,89¢-05| 0,00448 | 2,33 63,67 27,29
1P of activated
T-cells,
cytoplasmic,
calcineurin-
dependent 2
interacting
protein
SEPTS- SEPTS5- 209769 s 86 | 3,16e-05 | 0,00485 | 0,53 17,14 32,42
GP1BB GP1BB at
readthrough
HSDI17B | hydroxyster- 219113 x_ 87 | 3,28¢-05 | 0,00495 | 0,6 16,23 26,88
14 oid (17-beta) | at
dehydrogen-
ase 14
MED18 mediator 219730 _at 88 | 3,30e-05 | 0,00495 | 1,45 9,27 6,41
complex
subunit 18

4.7. Analiza wplywu rdéznic mi¢edzy utkaniem raka i niezmienionej
$Sluzowki oraz roznic zwiazanych z degradacja RNA na ekspresje
badanych gendéw istotnych dla raka zoladka

We wezesniejszej czgséei pracy zidentyfikowano szereg genow, ktore powigzane sg z
réznicami w istotnych czynnikach histoklinicznych raka zotadka czy znaczacych globalnych
réznic w profilu ekspresji genow. Postawiono pytanie czy na ekspresj¢ tych gendw wplywaja
réznice pomig¢dzy utkaniem raka zotadka i otaczajgcej go niezmienionej nowotworowo Slu-
zO6wKki oraz czy wplyw ma ewentualna degradacja RNA. Oba te czynniki mogg mie¢ istotne
znaczenie dla ewentualnego diagnostycznego wykorzystania badanych genow.

W pierwszym kroku przeanalizowano réznice posrod 187 transkryptow wezesniej ziden-
tyfikowanych w pracy jako potencjalnie istotnych dla réznych cech histoklinicznych Iub
genetycznych raka zoladka pomigedzy badanymi probkami raka i niezmienionej nowotworo-
wo $luzowki. Zidentyfikowano 14 transkryptow wykazujacych takie roznice (p<0,001,
wszystkie z FDR<5%). Cz¢$¢ z tych genow wykazywato znaczaco wyzsza ekspresj¢ w utka-
niu raka (na te geny zanieczyszczenie otaczajaca sluzowka bedzie miato relatywnie niewielki
wplyw), jednak w czesci badanych genéw stwierdzono sytuacje odwrotng — ekspresja genu
w zdrowej $luzéwce jest wyzsza niz w utkaniu raka (np. gen receptora leptyny LEPR, z 10-
krotnie nizsza ekspresjag w raku). Dla tych gendw nawet niewielkie zanieczyszczenie probki
raka otaczajagcymi tkankami niezmienionymi nowotworowo bedzie znaczaco wptywalo na
wynik badania genomicznego, nie sa to wigc dobrzy kandydaci jesli rozwazaé potencjalne
wykorzystanie jako biomarker.
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Tabela 24. Podsumowanie réznic w ekspresji 187 genéw wczesniej wymienionych w pracy po-
miedzy grupa probek raka i probek otaczajacej Sluzowki. Przedstawiono istotnosé statystyczna
roznicy (p), oszacowanie tej istotnosci po korekcji na poréwnania wielokrotne (odsetek wynikow
falszywie dodatnich, FDR, False Discovery Rate), a takze krotno$¢ réznicy pomigdzy grupa pro-
bek raka a probkami normalnej $luzowki. W pierwszej kolumnie przedstawiono nazwe¢ genu, a w
drugiej jego symbol wg HUGO, a w trzeciej identyfikator zestawu sond na mikromacierzy Affy-
metrix (ProbeSet).

Table 24. Summary of differences in the expression of 187 genes in the previously mentioned work
between the group of cancer samples and samples of the surrounding mucous membranes. Pre-
sents the statistical significance of the difference (p), to estimate the significance after correction
for multiple comparisons (false-positive rate, FDR, called False Discovery Rate), and times the
difference between the group of cancer samples and normal mucosa samples. The first column
shows the name of the gene, and in the second the symbol for HUGO, and in the third set identifier
probes on Affymetrix (ProbeSet).
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ALDH3 aldehyde 205623 at 1 5,50e-06 0,00103 | 0,067 54,42 815,7
Al dehydrogenase
3 family,
member Al
PDSSI prenyl 220865 s a | 2 6,16e-05 0,00385 | 3,11 211,26 | 67,88
(decaprenyl) t
diphosphate
synthase,
subunit 1
LEPR leptin receptor | 209894 at 3 6,18e-05 0,00385 | 0,1 62,7 613,58
NOVALI neuro- 205794 s a | 4 0,0001049 | 0,0049 0,47 27,17 58
oncological t
ventral antigen
1
1L33 interleukin 33 | 209821 at 5 0,000291 0,00867 | 0,22 92,99 428,32

GADD4 | growth arrest | 212891 s a | 6 0,0003021 | 0,00867 | 1,86 276,37 | 148,28
5GIP1 and DNA- | t
damage-
inducible,
gamma inter-
acting protein
1

ILF3 interleukin 208931 s a | 7 0,0003463 | 0,00867 | 1,85 322 174,42
enhancer t
binding factor
3, 90kDa
GPR109 | G protein- | 205220 _at 8 0,0003707 | 0,00867 | 5,19 86,97 16,74
B coupled

receptor 109B

NA NA 208785 s_a | 9 0,0007048 | 0,0123 1,77 715,96 | 404,73
t
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NA NA 204006 s a | 10 | 0,0007265 | 0,0123 4,65 113,86 | 24,47
t
LDOC1 leucine zipper, | 204454 at 11 | 0,0008078 | 0,0123 0,44 86,27 195.,5
down-
regulated  in
cancer |
PAK3 p21  protein | 214607 at 12 | 0,0008958 | 0,0123 0,41 62,83 152,62
(Cdc42/Rac)-
activated
kinase 3
FZD4 frizzled homo- | 218665 at 13 | 0,0009641 | 0,0123 0,52 120,97 | 230,82
log 4 (Dro-
sophila)
ADHIB | alcohol dehy- | 209613 s a | 14 | 0,0009757 | 0,0123 0,071 44,75 631,37
drogenase 1B | t
(class I), beta
polypeptide

4.8. Analiza zwiazku z czasem przezycia dla panelu gen6w badanego
technika QPCR

We wczesniejszych etapach pracy zidentyfikowano wiele genow powigzanych z bio-
logicznym charakterem raka zotadka, w tym histopatologicznym stopniem zrdznicowa-
nia i zaawansowaniem guza pierwotnego. Mimo to, nie zidentyfikowano genow wiaza-
cych si¢ z rokowaniem chorego ani bezposrednio (oceniajac catkowity czas przezycia)
ani posrednio (oceniajgc tendencj¢ do przerzutowania w postaci zaawansowania przerzu-
tow weztowych). Na uzyskane wyniki nie mialy bezposredniego wptywu ani réznice
migdzy utkaniem raka i niezmienionej nowotworowo §luzowki, ani réznice zwiazane ze
stopniem degradacji probki.

Wysunigto hipoteze, ze zwickszenie liczebnosci proby moze wplynaé na identyfika-
cje¢ potencjalnych markerow. Stad, poddano re-analizie wczesniej uzyskane metoda
ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (QPCR) wyniki pomiaru ekspresji wy-
branych genow w utkaniu raka zotadka (szerszy opis w rozdziale Metody). Wyniki ana-
lizowano zarowno w samej probcee raka, jak 1 po odniesieniu ekspresji w raku w stosun-
ku do niezmienionej nowotworowo $luzoéwki. Analizowano ekspresje 23 gendéw: ACK,
CCL18, CD36, COL1A, COL4A2, COL6A3, FN1, LAMC2, MAPKI1, OPCML,
PDGFD, PIM1, RNASEI, RRM2, SLAM, SLC2A1, SPARC, SPP1, TFF1, THBS2,
TIMP1, TOP2A, YES1. Wigkszo$¢ z badanych gendéw nie wykazywata rdéznic powigza-
nych z czasem catkowitego przezycia. Brak ewidentnie istotnych réznic potwierdzono
dla 20 z 23 badanych genow — danych tych nie prezentowano szczegétowo.
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Dla dwdch z badanych genéw (RRM2 i TIMP1) wykazano istotne statystycznie lub
graniczne réznice powigzane z rokowaniem. Wszystkie trzy geny rownoczesnie roznity
si¢ ekspresjg pomigdzy utkaniem raka a zdrowa $luzoéwka. Stad ich ekspresj¢ analizowa-
no zaréwno bez uwzglednienia ekspresji w tkance zdrowej, jak i jako stosunek wartosci
w obu probkach.

Dla genu RRM2 nie obserwowano istotnej statystycznie réznicy migedzy probkami
raka pod katem zwiazku z rokowaniem jesli porownywano je bezposrednio (tab. 25,
p=0,28). Kiedy jednak analizy dokonano korygujac wartosci w stosunku do probek nor-
malnej $luzéwki zotadka, stwierdzono znamienng réznice¢ zwigzang z gorszym rokowa-
niem u chorych o wyzszych wartosciach ekspresji RRM2 (p=0,048). W drugim ze sto-
sowanych testow (test Wilcoxona) wartos¢ ta byta granicznie istotna (p=0,073).

Drugi z genoéw, TIMP1, podobnie jak RRM2 nie wykazywatl roznic w ekspresji
zwigzanych z czasem calkowitego przezycia w poréwnaniu bezposrednim (tab. 26,
p=0,78). Po uwzglednieniu ekspresji genow w utkaniu §luzéwki nowotworowo niezmie-
nionej stwierdzono trend w kierunku réznic w ekspresji (p=0,12 w teécie log-rank, istot-
na statystycznie roznica w tesciec Wilcoxona p=0,028). Na réznice migdzy oboma testa-
mi statystycznymi wptywa przebieg krzywych przezycia, ktore wyraznie zblizaja si¢ do
siebie (brak réznic w odsetku przezywajacych po 5 latach obserwacji.

Tabela 25. Wyniki analizy ekspresji dla genu RRM2.
Table 25. Results of gene RRM?2 expression analysis.

A. Analiza przezycia metoda Kaplana-Meiera w grupach niskiej i wysokiej ekspresji genu —
dane dla guza (T)

10
e
A
@ 0.4- 7]
0z L S
o.ﬂ- L] L] L] L] L] L] L] L]
g 10 B N & 2D 0 0B W = -1
08 =1

Analiza catkowitego czasu przezycia (OS) w grupach ekspresji ponizej mediany (-1) oraz powyzej
lub rownej medianie (1) dla pomiaru RRM2 T
Podsumowanie analizy przezycia

Grupa Liczba Liczba obs. Srednia Btad standardowy
zgonow cenzurowanych $redniej
-1 20 6 27,2481 5,19951
1 16 7 32,0729(!) 5,11858
Razem 36 13 31,1866(!) 4,05821
Podsumowanie wartoSci kwantylowych
Grupa Mediana 5 centyl 95 centyl 25% zgonow 75% zgonow
czasu przezycia
-1 23 11 27 6 36
1 26 12 48 11 62

Razem 23 16 36 11 47
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Porownanie czasu przezycia miedzy grupami

Test chi2 Stopnie swobody p
Log-Rank 1,1584 1 0,2818
Wilcoxon 0,3865 1 0,5341

B. Analiza przezycia metoda Kaplana-Meiera w grupach niskiej i wysokiej ekspresji genu —
stosunek T/N (Ratio

Surviving

¢ 10 B2 BN 4 2D & 0w B T
s -1

Analiza catkowitego czasu przezycia (OS) w grupach ekspresji ponizej mediany (-1) oraz powyzej
lub réwnej medianie (1) dla pomiaru RRM2_ Ratio

Podsumowanie analizy przezycia

Grupa Liczba Liczba obs. Srednia Blad standardowy
Zgonow cenzurowanych $redniej
-1 14 10 35,7188(!) 4,9984
1 17 3 21,7045(") 3,71494
Razem 31 13 29,4864(") 3,37664
Podsumowanie warto$ci kwantylowych
Grupa Mediana 5 centyl 95 centyl 25% zgondw 75% zgonow
czasu przezycia
-1 36 21 62 18 62
1 18 6 27 7,5 27
Razem 24 18 39 11 47

Poréwnanie czasu przezycia miedzy grupami
Test chi2 Stopnie swobody p
Log-Rank 3,9078 1 0,0481*
Wilcoxon 3,2226 1 0,0726
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Tabela 26. Wyniki analizy ekspresji dla genu TIMP1.
Table 26. Results of gene TIMPI expression analysis.

A, Analiza przezycia metoda Kaplana-Meiera w grupach niskiej i wysokiej ekspresji genu —
dane dla guza (T)

18
ond
£
@ 041 =
02— ]=
a;- L] L] L] L] L] L] L] L]
0 10 2 ¥ &H D D 0 BN D e |
o5 =1

Analiza catkowitego czasu przezycia (OS) w grupach ekspresji ponizej mediany (-1) oraz powyzej
lub réwnej medianie (1) dla pomiaru TIMP1 T

Podsumowanie analizy przezycia

Grupa Liczba Liczba obs. Srednia Btad standardowy
zgonow cenzurowanych $redniej
-1 21 6 30,311 521627
1 15 7 25,8536(1) 4,05835
Razem 36 13 31,1866(!) 4,05821
Podsumowanie warto$ci kwantylowych
Grupa Mediana 5 centyl 95 centyl 25% zgonow 75% zgonow
czasu przezycia
-1 23 16 36 9 47
1 24 11 46 11 48
Razem 23 16 36 11 47

Poroéwnanie czasu przezycia mi¢dzy grupami
Test chi2 Stopnie swobody P
Log-Rank  0,0794 1 0,7782
Wilcoxon 0,0011 1 0,9738
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B, Analiza przezycia metoda Kaplana-Meiera w grupach niskiej i wysokiej ekspresji genu —
stosunek T/N (Ratio

Burdving
g
T

T T T T T T T T
¢ 190 B BN &4 L D 0 W W s |
o8 =1

Analiza catkowitego czasu przezycia (OS) w grupach ekspresji ponizej mediany (-1) oraz powyzej
lub réwnej medianie (1) dla pomiaru TIMP1_Ratio

Podsumowanie analizy przezycia

Grupa Liczba Liczba obs. Srednia Blad standardowy
Zgonow cenzurowanych $redniej -1 15
8 35,2944 " 4,50511
1 16 5 21,1361 ) 3,96194
Razem 31 13 29,4864 " 3,37664
Podsumowanie wartosci kwantylowych
Grupa Mediana 5 centyl 95 centyl 25% zgonow 75% zgonow
czasu przezycia
-1 27 21 47 21 47
1 18 6 26 6 39
Razem 24 18 39 11 47

Poréwnanie czasu przezycia miedzy grupami
Test chi2 Stopnie swobody p
Log-Rank 2,4078 1 0,1207
Wilcoxon 4,8187 1 0,0282%*
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5. DYSKUSJA

5.1. Podsumowanie uzyskanych wynikow i ich potencjalnego znaczenia
dla dalszych badan

W ramach wykonanych przeze mnie badan przeprowadzitem profilu ekspresji ge-
néw pod katem poszukiwania ich potencjalnego znaczenia rokowniczego oraz identyfi-
kacji czynnikow mogacych wptywaé na pomiar tej ekspresji. Analizowatem zaréwno
czynniki histokliniczne, bezposrednio lub posrednio zwigzane z rokowaniem chorego,
jak i zmienne mogace potencjalnie zaburza¢ prowadzony pomiar.

Szczegoblnie istotnym wnioskiem jest zidentyfikowanie listy 35 transkryptow poten-
cjalnie wigzacych si¢ ze stopniem zréznicowania nowotworu, z tego cztery o FDR<5%.
Wsrod genow tych byly takie, ktore w jednoznaczny sposdb powiazane sa z kinetyka
proliferacji komorki nowotworowej (np. GO/G1 switch 2), potencjalne geny markerowe
(np. S100A9) oraz wiele innych transkryptow, w tym zwigzanych potencjalnie z reakcja
immunologiczng. Spostrzezenie ze geny oddajace stopien zréznicowania nowotworu —
jak podkreslono w Rozdziale ,,Wstgp” — byto jednym z istotnych czynnikéw ktory
wprowadzit genomiczne czynniki prognostyczne i predykcyjne do zastosowania klinicz-
nego w raku piersi. Stad roznice w ekspresji gendw ktore zaobserwowalem w raku zo-
tadka winny by¢ dalej analizowane pod katem ich znaczenia biologicznego i kliniczne-
go.

Podobna liczbe gendéw (33) roznicujacych otrzymano analizujac poréwnanie grupy
nowotworéw o duzym zaawansowaniu guza pierwotnego (T4) w stosunku do mniej
zaawansowanych. Jednak, nawet najsilniej roznicujace transkrypty w tej analizie charak-
teryzowaly si¢ duza niepewnoscia (FDR okoto 30%), stad nalezy uzyskany wynik trak-
towac z ostroznoscig. Podobnie, praktycznie zadnych genoéw nie zidentyfikowano po-
rownujac chorych o réznym zaawansowaniu przerzutdw weztowych. Nalezy jednak
podkresli¢, ze w analizie tej porownywano gldwnie chorych z mniejszym i wigkszym
zaawansowaniem tych przerzutow, nie wiaczajac wigkszej liczby chorych w ogodle bez
przerzutow weztowych (do analiz wigczono tylko 2 chorych NO). Analiz¢ zaprojektowa-
no celowo by wiacza¢ chorych o wzglgdnie wysokim zaawansowaniu wyj$ciowym,
gdyz podstawowym celem bylo identyfikowanie gendéw powigzanych z catkowitym
czasem przezycia, a analiza wczesnego raka zoladka zmuszataby do znacznego zwigk-
szenia zardwno liczebnosci grupy jak i czasu obserwacji by uzyska¢ konieczng liczbe
zdarzen. Niemniej, nie mozna wykluczy¢ ze ten projekt badania utrudnia identyfikacje
genow powiagzanych z samg tendencja do przerzutowania nowotworu do regionalnych
weztéw chtonnych.

Poprzez nienadzorowana analiz¢ wynikow badania mikromacierzowego wyodreb-
niono posréd badanych probek dwie duze grupy, zasadniczo rdznigce si¢ profilem eks-
presji. Ponad 1100 genow wykazywato silnie istotne roznice migdzy tymi grupami (przy
poziomie istotnosci p=0,001, szacowany metodg FDR odsetek genow fatszywie dodat-
nich nie przekracza 1%). Réznice migdzy tak wyodrebnionymi dwoma grupami rakow
zotadka dotyczyly wielu klas ontologii genow, ale szczegolnie transkryptow powigza-
nych z adhezjg komoérkowsa. Mimo tak znaczacych réznic, dwie badane grupy rakow
zotadka nie roznity si¢ przezyciem calkowitym, a proba zidentyfikowania genéw powia-
zanych z czasem do zgonu w sposob nadzorowany byta obarczona sporym btedem staty-
stycznym.
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Biorac powyzsze wyniki pod uwage i probujac zwigkszy¢ statystyczng moc porow-
nan, analizie poddano wickszg grupe probek badanych wczesniej technika ilosciowej
reakcji PCR w czasie rzeczywistym pod katem roznic migdzy utkaniem raka i tkanki
zdrowej. Korelowano ekspresj¢ badanych 23 genow z czasem do zgonu. Stwierdzono, ze
sposrod trzech genow ktore wykazywaly pewien trend w  kierunku rdznic
(RRM2,SLC2A1 1 TIMP1) po uwzglednieniu niezbgdnych poprawek na krotnos¢ po-
réwnan istotng roznic¢ potwierdzono dla RRM2. Wszystkie trzey geny wykazywaty
negatywne znaczenie prognostyczne zwiazane z wysza ekspresja. Nalezy zwroci¢ uwa-
ge, ze roznice w ekspresji udato si¢ potwierdzi¢ po uwzglednieniu zmienno$ci sygnatu
genu w utkaniu otaczajagcym nowotwor (ekspresja w raku korygowana wzgledem eks-
presji w otaczajacych tkankach genow zdrowych).

Poniewaz skala r6znic pomiedzy badanymi probkami raka zotadka a otaczajaca nie-
zmieniong nowotworowo $luzéwka byta jednoznacznie najwigkszg z obserwowanych
roznic (ponad 2,5 tys. transkryptow z analizowanych 50 tys., analiza bez wstgpnego
filtrowania), zdecydowano si¢ uwzgledni¢ te réznice w ocenie ekspresji gendw zalez-
nych od badanych cech histoklinicznych i oszacowaé, jaki wptyw moze mie¢ ,,zanie-
czyszczenie” utkania nowotworu przez tkanki nienowotworowe — biorac pod uwage
naciekajacy charakter wzrostu raka zanieczyszczenie takie w probkach pobieranych bez
procedur mikrodyssekcji jest nieuniknione. Roznice takie stwierdzono dla kilkunastu ze
zidentyfikowanych prawie 200 gendw zwigzanych z réznymi cechami chorych, zarowno
osobniczymi jak i histoklinicznnymi — jednak nie dotyczylo to zadnego z kluczowych
gendéw. Nalezy jednak podkresli¢, ze w czgéci dotyczacej analizy QPCR zarowno dla
genu RRM2, genu TIMP1 jak i 6 innych gendéw w naszych wczesniejszych badaniach
identyfikowali$my istotne r6znice (RNASE1, PDGFD — znamienne obnizenie ekspres;ji
w tkance raka, SPP1,THBS2, RRM2, CCL18, COL6A3, TIMP1- znamiennie zwigkszo-
na ckspresja w tkance raka). Stad, wydaje si¢ konieczne by w dalszych badaniach
uwzglednia¢ zmienno$é ekspresji genow obserwowana w blonie §luzowej zotadka i
wplyw tej osobniczej zmienno$ci na potencjalne pomiary stezenia biomarkeréw w raku.
Stad, w dalszej czgséci rozdziatu podsumowano dotychczasowe badan analizujacych
utkanie raka zotadka w stosunku do otaczajacych guz tkanek.

5.2. Roznice w ekspresji genow miedzy utkaniem raka i otaczajacymi
niezmienionymi nowotworowo komoérkami blony $luzowej

Etapem wyjsciowym do badan ktére rozpoczatem w 2006 roku byta analiza wszyst-
kich potencjalnych molekularnych markerow raka zoladka. Systematyczny przeglad
literatury ktory wtedy dokonalem zaktualizowatem obecnie, identyfikujac 20 publikacji,
w ktorych glownym celem bylo porownanie rak — tkanki zdrowe. Geny roznicujace te
dwie grupy, przedstawione w tych pracach, zestawiono w tab. 27 i 28.



122 Zoran Stojéev

Tabela 27. Geny roznicujace, poréwnanie pomiedzy probkami raka i prawidlowej $lu-
zowki zotadka.

Table 27. The differentially expressed genes, the comparison between samples of cancer and
normal gastric mucosa.

ACK1 Activated p21cdc42Hs kinase

CA2 Carbonic anhydrase 11

CCNC Cyclin C

CDs5 (DAF) g,e;i:zq ;ccelerating factor for complement (CDS5S5,Cromer blood group
CDC20 CDC20 cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)
CDC6 CDC6 cell division cycle 6 homologue

CDHI1 Cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial)

CDH17 Cadherin 17, LI cadherin (liver-intestine)

COL1Al Collagen, type I, alfa 1

COL1A2 Collagen, type I, alpha 2

COL4A1 Collagen, type IV, alfa 1

COL4A2 Collagen, type IV, alfa 2

COLG6A3 Collagen, type VI, alfa 3

CLDN3 Claudin 3

CTSB Cathepsin B

CTSF Cathepsin F

CTSE Cathepsin E

DTYMK Thymidylate kinase

ERBB2 v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2
FN1 Fibronectin 1

FOXM1 Forkhead box M1

INHBA inhibin, beta A

KRT7 Keratin 7
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LAMC2 Laminin, gamma 2

MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1

MDK Midkine (neurite growth-promoting factor 2)

MMP3 Matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progelatinase)
MMP14 Matrix metallopeptidase 14

MUCI1 Mugcin 1, cell surface associated

OPCML opioid binding protein/cell adhesion molecule-like
PCNA Proliferating cell nuclear antigen

PDGFD Platelet derived growth factor D

RNASE1 Ribonuclease, RNase A family, 1 (pancreatic)

RRM1 Ribonucleotide reductase M1 polypeptide

RRM2 Ribonucleotide reductase M2 polypeptide

SLC2A1 Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 1
SPARC Secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin)
SPP1 (OPN) i?]c;ﬁ;[gﬁ fgizpi(?i)\f;)ttieoig 11)(0steopontin, bone sialoprotein I, early
TFF1 Trefoil factor 1

TFF3 Trefoil factor 3 (intestinal)

THBS2 Thrombospondin 2

TIMP1 Tissue inhibitor of metalloproteinase 1

TOP2A DNA topoisomerase 11

YESI v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral oncogene homolog 1
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Tabela 28. Metaanaliza prac dotyczacych ekspresji genow w raku zoladka.

Table 28. A meta-analysis of work on gene expression in gastric cancer.

Zey::lbol 1 9| 10| 11| 12| 13| 14) 15| 16| 17 18] 19| 20 fviycsztl;;iefj
ACK1 :
CA2 A1 -1 ’
coNe |1 :
o L
€DC20 ’
CDC6 ! ’
CDHI : :
CDH17 ’
COLIAl ] 1 : ’
COL1A2 1 ] : ik ’
COL4Al : ’
COL4A2 ] ’
COL6A3 1 ik :
CLDN3 :
CTSB ! 1 : :
CTSF ! :
CTSE 1 ! ; ’
DTYMK ’
ERBB2 E : ’
FN1 H °
FOXMI ’
INHBA ! ’
KRT7 : ’
LAMC2 |1 : )
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ZZ:::"" 1 4 5| 6| 7 9| 10[ 11| 12| 13| 14| 15 16 17| 18| 19| 20 vaiycsth;iefJ
MAPK 1)1 1 3
MDK 1 1 1 4
MMP3 1)1 4
MMP 14 1 1 3
MUCI 1 1 2
OPCML -1 1
PCNA 1 1 3
PDGFD -1 1
RNASEL |- 1(a) 1 -1 -1 5
RRM1 1 3
RRM2 1 1 3
SLC2A1 |1 1 3
SPARC 1 1 1 1|1 7
SPP1=0OPN| 1 1 3
TFF1 -1 -1 -1 SRS 7
TFF3 1 1 1 1 5
THBS2 1 1 1 5
TIMP1 1 1 1 1|1 5
0
TOP2A 1 4
YESI -1 1

1 — ekspresja genu podwyzszona w utkaniu raka, w poréwnaniu do probek referencyjnych (zdro-

wych)

-1 — ekspresja genu obnizona w utkaniu raka, w poréwnaniu do probek referencyjnych (zdrowych)

a — ekspresja podwyzszona w przerzutach

Wisrdod gendéw o obnizonej ekspresji w raku zotadka zidentyfikowalismy gen CCL18
- ligand 18 chemokiny (chemokine, C-C motif, ligand 18), kodujacy biatko nalezace do
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rodziny chemokin. Geny te skupione sg na dtugim ramieniu chromosomu 17. Chemoki-
na ta wykazuje aktywno$¢ chemotaktyczng wobec dziewiczych limfocytow T, kierujac
je w strong komorek dendrytycznych 1 aktywowanych w weztach chtonnych makrofa-
gow, co sugeruje jej wazng rolg w procesach odpornosci komérkowej i humoralnej [1].

Innym genem, dla ktorego stwierdzono ewidentne podwyzszenie ekspresji w utkaniu
raka byta podjednostka M2 reduktazy rybonukleotydow (RRM2 — Ribonucleotide re-
ductase M2 polypeptide) katalizuje reakcj¢ tworzenia deoksyrybonukleotydow z rybo-
nukleotydéw poprzedzajac synteze¢ DNA w fazie S cyklu komoérkowego [162]. Gen
RRM2 zlokalizowany jest w krotkim ramieniu chromosomu 2 (2p25-p24)

Rybonukleaza 1 rodziny RNaz A, o ekspresji nizszej w utkaniu raka zotadka w sto-
sunku do tkanek otaczajacych (ribonuclease, RNase A family, 1 pancreatic-type,
RNASET1) koduje endonukleazg przecinajgcag wewnetrzne wigzanie fosfodiestrowe dwu-
niciowych czasteczek RNA znajdujace si¢ po stronie 3 zasad pirymidynowych. Gen
RNASE]1 zlokalizowany jest w chromosomie 14q11.2 [167].

Gen TIMP1 (Tissue inhibitor of metalloproteinase 1) koduje inhibitor 1 metalopro-
teazy. Gen ten, lezacy w chromosomie X (Xp11.3-p11.23) nalezy do rodziny metalopro-
teaz TIMP. Bialka kodowane przez t¢ rodzing sa to naturalne inhibitory metaloproteinaz
(MMP), ktére biorg udziat w degradacji macierzy zewnatrzkomérkowej. Oprocz roli
hamujacej aktywno$¢ biatek MMP, biatko kodowane przez gen TIM1 moze regulowaé
proliferacje komorek, a takze wykazuje dzialanie antyapoptotyczne, a jego ranskrypcja
jest indukowana w odpowiedzi na wiele cytokin i hormonéw [135]. Ekspresja tego genu
w moich badaniach byla zwigkszona w utkaniu raka zotadka w stosunku do tkanek ota-
czajacych.

Gen COL6A3 (Collagen, type VI, alfa 3), zlokalizowany w chromosomie 2 (2q37),
koduje tancuch a3 kolagenu 6 [100]. Rowniez to biatko strukturalne wykazywato wyraz-
nie podwyzszong ekspresj¢ w raku zotagdka. Do grupy transkryptow o podwyzszonej
ekspresji nalezal takze gen SPP1 (secreted phosphoprotein 1), ktérego produkt bierze
udzial w wigzaniu osteoklastow do mineralizowanej macierzy kosci. Gen SPP1 zlokali-
zowany w chromosomie (4q22.1) posiada rowniez funkcj¢ cytokiny zwigkszajacej eks-
presj¢ interferonu gamma oraz interleukiny 12 [174].

Biatko THBS2 (Thrombospondin 2) kodowane przez gen zlokalizowany w chromo-
somie 6 (6q27) nalezy do rodziny trombospondyn i jest glikoproteing, ktéra posredniczy
w oddziatywaniach miedzykomorkowych oraz komoérka-macierz zewnatrzkomorkowa.
Ekspresja w raku zotadka tego transkryptu byla podwyzszona. Biatko to funkcjonuje
jako inhibitor wzrostu nowotworu i angiogenezy. THBS2 moze réwniez modulowad
wlasciwosci powierzchni komorek mezenchymalnych bioracych udziat w adhezji 1 mi-
gracji komorek [30].

Trombocytowy czynnik wzrostu D (PDGFD — Platelet derived growth factor D) ko-
duje biatko indukujace syntez¢ DNA i wzrost komdrek w liniach komérkowych. Gen ten
zlokalizowany jest na dlugim ramieniu chromosomu 11 [113], a ekspresja transkryptu
obserwowana przeze mnie byla nizsza w raku zoladka niz w otaczajacych tkankach
niezmienionych nowotworowo.

W czesci genow w badaniu QPCR nie identyfikowano istotnych réznic, mimo wcze-
$niejszych doniesien literaturowych. Dotyczyto to m.in. czasteczki CD36. Gen CD36,
kodujacy jedna z gtéwnych glikoprotein powierzchniowych trombocytéow zlokalizowany
jest w chromosomie 7 (7ql11.2) i jest receptorem trombospondyny 1 (TSB1). Biatko
TSB1 odgrywa wazng role w procesach adhezji komorkowej [66]. Biatko CD36 moze



Dyskusja 127

tez bra¢ udziat w wigzaniu utlenionej formy czasteczek LDL [156] oraz posredniczy¢ w
apoptozie starzejacych si¢ wielojadrzastych makrofagow [184].

Lancuch a2 kolagenu 1 (COL1A2 — Collagen, type I, alpha 2) jest kodowany przez
gen lezacy w dlugim ramieniu chromosomu 7. Kolagen typu pierwszego jest kolagenem
wiokienkowym i wchodzi w sktad tkanki lacznej wystgpujacej w Sciggnach, kosciach,
rogéwece 1 skorze [128].

Podjednostka 2 biatka kolagenowego typu 4 (COL4A2- Collagen, type 1V, alfa 2)
kodowana jest przez gen zlokalizowany w chromosomie 13. Jest glownym sktadnikiem
strukturalnym btony podstawnej. C-koficowa czg$¢ bialka jest inhibitorem angiogenezy i
wzrostu guza [21].

Fibronektyna 1 (FNI-Fibronectin 1, 2q34) koduje glikoproteing obecng w postaci
rozpuszczonej w osoczu w formie dimerow i w multimeréw lub na powierzchni komo-
rek 1 w macierzy zewnatrzkomoérkowej. Fibronektyna bierze udziat w procesach adhezji i
migracji komorkowej, w tym embriogenezy, gojenia ran, krzepnigcia krwi, odpowiedzi
immunologicznej oraz powstawaniu przerzutow komorek nowotworowych [145].

Gen kodujacy biatko Laminina y2 (LAMC2 — Laminin, gamma 2) zlokalizowany
jest w chromosomie 1g25-q31. LAMC2 to nalezy do rodziny glikoprotein macierzy
zewnatrzkomorkowej bedacych glownym, niekolagenowym sktadnikiem btony pod-
stawnej, biorgcym udziat w wielu waznych procesach: adhezji komérkowej, réznicowa-
nia, migracji, sygnatowych oraz przerzutowania [2].

Kinaza Proteinowa 1 aktywowana miogenem (MAPKI1 — Mitogen-activated protein
kinase 1) zlokalizowana jest w chromosomie 22 na jego diugim ramieniu (22q11.21-
q11.22). Gen ten nalezy do rodziny zewnatrzkomoérkowych kinaz regulujacych sygnaty
komodrkowe i1 odgrywajacych istotng role w procesach komorkowych takich jak prolife-
racja, rdznicowanie i regulacja transkrypcji [92].

Gen OPCML (opioid binding protein/cell adhesion molecule-like) potozony w
chromosomie 11 (11q25) koduje podrodzing biatek przeciwciat IGLON, zlokalizowa-
nych w blonie komorkowej i petnigcych funkcje receptora opioidowego. Biatko OPCML
wykazuje duza homologie do innych przeciwciatl, zwtaszcza do komdrkowych czaste-
czek adhezyjnych [192].

Gen PIM1 koduje biatko nalezace do rodzimy kinaz serynowo-treoninowych. Gen
PIM1 ulega ekspresji gtéwnie w komadrkach limfocytow B oraz w liniach komoérek szpi-
ku. Jego nadekspresja, prowadzaca do zwigkszonej proliferacji komoérek) zostata wykry-
ta w nowotworach krwiopochodnych [5] i raku prostaty [42].

Gen SLAMF1 (signaling lymphocytic activation molecule family member 1) poto-
zony jest w chromosomie 1 na jego dtugim ramieniu (1q23.3). Biatko bedace produktem
genu SLAMF1 ulega ekspresji w limfocytach T krwi obwodowej, klonach komérek T, w
niedojrzatych tymocytach i w cz¢séci limfocytow B. Ekspresja SLAMF1 ulega szybkiej
aktywacji w aktywowanych naiwnych komorkach limfocytow T [33].

Zlokalizowany w chromosomie 1 (1p34.2) gen SLC2A1 (solute carrier family 2
member 1, facilitated glucose transporter) koduje biatko bedace gtdéwnym transporterem
glukozy [11].

Zlokalizowany w dtugim ramieniu chromosomu 5 (5q31.3-q32) gen SPARC (secreted
protein, acidic, cysteine-rich) koduje bialko zwiazane z macierza zewnatrzkomorkows.
Bierze udziat w procesach zwapniania kosci, syntezy macierzy zewnatrzkomorkowej, w
zmianach ksztaltu komorki, jak réwniez hamuje postep cyklu komoérkowego [19].

Czynnik TFF1 (Trefoil factor 1) jest biatkiem wydzielniczym, ktore ulega ekspresji
w Sluzéwce zotadka. Jego rola nie do konca jasna. Najprawdopodobniej chroni §luzéwke



128 Zoran Stojéev

zotadka poprzez stabilizowanie warstwy $luzu i wptywajgc na odnawianie si¢ nabtonka.
Gen kodujacy czynnik TFF1 zlokalizowany jest w chromosomie 21 na jego dtugim
ramieniu [68].

Topoizomeraza Il alfa (TOP2A, topoisomerase (DNA) II alpha) potozona jest
w chormosomie 17 (17q21-q22). Topoizomeraza II w komorkach eukariotycznych kon-
troluje topologie DNA oraz procesy transkrypcji, replikacji DNA, rekombinacji i organi-
zacji chromatyny poprzez rozdzielanie topologicznych kompleksow, ktore pozostaja
w DNA po replikacji. Izoforma alfa topoizomerazy II jest wazna dla prawidlowego
funkcjonowania komorki. Oprocz funkcji enzymatycznej, moze petni¢ rolg strukturalng
w organizacji chromatyny posredniczac w zwigzaniu petli chromatyny do biatkopodob-
nych struktur podczas interfazy i mitozy [197].

Gen YES1 (v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral oncogene homolog 1; 18p11.31-
pl1.21) jest homologiczny do genu v-yes wirusa migsaka Yamaguchii koduje biatko
o aktywnosci kinazy tyrozynowej [189].

Analizujac funkcje genow badanych pod katem ich zwiazku z biologia Zzotadka po-
grupowano badane geny na kilka klas funkcjonalnych. Kluczowa z nich byta grupa kinaz
tyrozynowych, bedacych kluczowymi biatkami regulujacymi wewnatrzkomorkowe
szlaki przekazywania sygnatow, a ich aktywnos$¢ jest $cisle kontrolowana. Mutacje ak-
tywujace oraz nadekspresja kinaz powoduje deregulacj¢ sygnalizacji i moze prowadzi¢
do transformacji nowotworowej [98].

Gen ACKI, ktorego koduje biatko o aktywnosci kinazy tyrozynowej, bierze udziat
w procesach transformacji nowotworowej, przezycia komorek, i tworzenia przerzutow.
Gen ACKI najczgsciej jest amplifikowany 1 ulega nadekspresji w wielu typach nowo-
tworéw, a zmiana liczby kopii koreluje z bardziej agresywnym zachowaniem guza
[169].

Aktywowany gen ACK1 przyspiesza proces nowotworzenia komoérek raka prostaty
in vivo, czgsciowo przez pobudzenie degradacji bialka genu supresorowego Wwox.
Zmieniona ekspresja genu ACK1 wigze si¢ z wigksza agresywnoscig guzow i jest kan-
dydatem na genetyczny marker procesu przerzutowania [127].

Innym mechanizmem, poprzez ktéry gen ACK1 moze prowadzi¢ do transformacji
nowotworowej, jest aktywacja genu AKT. Mechanizm ten badano w liniach komoérko-
wych raka trzustki i innych linii komoérkowych nowotworow. Fosforylacja bialka AKT
promuje przezycie komorek. Ponadto traktowanie linii komorkowych inhibitorem AIM-
100, nie tylko hamowato biatko ACK1, ale réwniez fosforylacj¢ biatka AKT, prowadzac
do zatrzymania cyklu komoérkowego w fazie G1, znaczne zmniejszajac proliferacje ko-
morek raka trzustki i aktywowato proces apoptozy [126].

Roéwniez w raku zotadka obserwowany jest znaczny wzrost ekspresji genu ACKI,
ktoéry hamowat aktywnos¢ biatka GAP (GTPazy) i CDC42Hs [230]. Amplifikacja genu
ACKI1 wykazata zwigzek z wystgpowaniem przerzutow do weztow chtonnych u pacjen-
tow chorych na raka zotadka [98].

Kinazy serynowo-treoninowe MAPK reguluja procesy transkrypcji, proliferacji oraz
réznicowania komorek w odpowiedzi na rézne czynniki wzrostu oraz warunki hipoksji
tkanek. Aktywacja genu MAPK1, powoduje transdukcj¢ sygnatu do jadra komérkowego
i zwicksza poziom ekspresji genow zwigzanych z proliferacjag komorek. Wykazano, ze
angiotensyna II i receptor AT1 indukuja sygnaly mitogenne powodujace ekspresj¢ genu
MAPKI1 w raku zotadka [97].
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W badaniu przeprowadzonym przez Baek i wsp. [8] stwierdzono, ze czynnik wzro-
stu EGF indukuje gen uPAR, poprzez aktywacje Sciezek sygnatowych gendéw MAPKI,
AP1 oraz NF-«B, stymulujgc inwazyjno$¢ komorek w linii komorkowej ludzkiego raka
zotadka AGS. Podwyzszona ekspresja genu MAPK1 w raku zotadka wigze si¢ rowniez
ze zjawiskiem niedotlenienia (hipoksji) w raku zotadka, gdzie zapobiega apoptozie in-
dukowanej hipoksja oraz zmniejsza przyczepnos¢ komoérek mieéni gladkich naczyn
krwionosnych do biatek macierzy zewnatrzkomérkowej oraz powoduje oporno$¢ na
chemoterapi¢. Mechanizm ten nie jest do konca poznany, jednak wydaje si¢ by¢ zwiaza-
ny z czynnikiem HIF1 [121].

Plytkowe czynniki wzrostu (PDGFs) reguluja wiele procesow komorkowych, takich
jak proliferacje, transformacje, migracje i przetrwanie komorek, w warunkach prawi-
dlowego rozwoju i patogenezy. Oddzialywaja poprzez aktywacje dwoch strukturalnie
powigzanych receptorow kinaz tyrozynowych — a-PDGF (PDGFR) oraz B-PDGFR.
Izoformy genéw PDGF, wykazuja podwyzszony poziom ekspresji w roznych typach
nowotworow i odgrywaja wazng role¢ w rozwoju guza, angiogenezie i tworzeniu przerzu-
tow [233].

Czynnik PDGF-D oddziatuje glownie z receptorem B-PDGFR i aktywuje dalsze ka-
skady sygnatowe, m.in. B-kateniny, Notch-1 i czynnik jadrowy NF-xB przyczyniajac si¢
do transformacji nowotworowej. Gen PDGF-D ulega nadekspresji w wielu typach nowo-
tworéw, w tym trzustki, nerek, prostaty, ptuc, jajnika i mézgu [233].

Wykazano réwniez, ze gen PDGF-D odgrywa wazna rol¢ w rozwoju raka zotadka,
poprzez zwigkszenie wzrostu, inwazji i angiogenezy. Wyniki badan Zhao i wsp. [263]
potwierdzaja, ze aktywacja PDGF-D oraz B-kateniny pobudzaja wzrost komorek nowo-
tworowych zotadka, inwazji i angiogenez¢ przez regulacje ekspresji ré6znych genow,
takich jak cyklina D1, mataloproteinaz oraz VEGF.

Kinaza serynowo-treoninowa PIM1 réwniez odgrywa istotng rolg w procesie trans-
formacji nowotworowej regulujac cykl komoérkowy, hamujac procesy apoptozy oraz
wywotujac lekoopornos¢ w komorkach guza. Nadekspresja genu PIM1 powoduje takze
niestabilno$¢ genomowa (brak punktu kontrolnego wrzeciona kinetycznego w trakcie
podziatu komorki) i poliploidalno$¢ genomu, poprzez deregulacj¢ Cykliny D1, co pro-
wadzi do opdznienia cytokinezy. Aktywacja genu PIM1 wiaze si¢ z rozwojem wielu
nowotworow m.in. biataczki szpikowej, chtoniakow, prostaty oraz nowotworéw glowy i
szyi [242].

Wykazano réwniez, ze nadekspresja genu PIM1 jest zwigzana z gorszym rokowa-
niem chorych na raka zotadka. Ponadto, podwyzszony poziom biatka PIM-1 koreluje z
tworzeniem przerzutow do weztdéw chlonnych, stopniem zaawansowania i klasyfikacja
Laurena [235].

Gen YESI nalezy do rodziny kinaz tyrozynowych SRC, ktore reguluja $ciezki sy-
gnatlowe zaangazowane w regulacje proliferacji, przezycia, réznicowania, adhezji i mi-
gracji komorek. Oprocz aktywnosci kinazy biatko YES1 moze postuzy¢ jako podtoze do
oddziatywan biatko-biatko. Nieprawidlowy poziom ekspresji genu YES1 stwierdzono w
wielu typach nowotworach, w tym ptuc, piersi, jajnika, jelita grubego.

Barraclough i wsp. [12] wykazali, ze podwyzszona ekspresja genu YES1 zwicksza
ruchliwos$ci komorek raka jelita grubego, ale nie wptywa na proliferacje tych komorek.
bardziej zaawansowanych stadiach raka jelita grubego, zwigkszenie poziomu biatek SRC
moze by¢ udzial w rozprzestrzenianiu komorek guza i tworzeniu przerzutéw. Oddzialy-
wanie genéow YESI1 i PI3K prowadzi do inaktywacji syntetazy glikogenu GSK3b oraz



130 Zoran Stojéev

indukcji metaloproteinaz, ktore degraduja macierz zewnatrzkomorkowa utatwiajac ru-
chliwos$¢ komorek 1 powstawania przerzutow.

Inwazja guza i przerzuty sa odpowiedzialne za progresje choroby nowotworowej. W
normalnej tkance, oddzialywanie komorek i sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowe;j
utrzymuja strukture tkanki nabtonkowej. Degradacja sit adhezyjnych pomigdzy komor-
kami Iub komdrkami a macierza zewnatrzkomérkowa, skutkujg naciekaniem otaczaja-
cych guz tkanek i naczyn limfatycznych tworzac przerzuty do odlegtych miejsc [47].

Wsrod kolagendéw — biatek macierzy zewnatrzkomorkowej, najwigcej jest kolagenu
typu 1 (COL1), sktadnika strukturalnego tkanki tacznej, sktadajacego si¢ z dwoch tancu-
chow Al (COL1Al) i jednego A2 (COL1A2). Strukturalna integralnos$ci i biosynteza
kolagenu typu 1 sa niezwykle wazne dla morfogenezy tkanki, wzrost, homeostaza i
naprawy [168].

Hipermetylacja genu COL1A2 opisana zostata w przypadku wielu nowotworow,
gtownie jelita grubego, czerniaka, raka pgcherza moczowego, nerwiaka (neuroblastoma),
rdzeniaka oraz raka piersi. Mori i wsp. [142] wykazali, ze ekspresja genu COL1A2 ulega
zahamowaniu przez metylacj¢ wysp CpG i przyczynia si¢ do proliferacji i migracji ko-
morek guza w raku pegcherza. Ponadto hipermetylacja genu COL1A2 jest bezposrednio
zwigzana z wielko$cig guza 1 przerzutami w rakach glowy i szyi. Sugeruje si¢ réwniez,
ze hipermetylacja genu z COL1A2 guza pierwotnego jest niezaleznym czynnikiem pre-
dykcyjnym przezycia u chorych na raka gltowy i szyi [139].

Typ IV kolagenu (COL4) jest sktadnikiem blony podstawnej, fizycznej bariery, kto-
ra zapobiega inwazji komorek raka poza podscielisko [120]. Wykazano zwigkszona ilo§¢
kolagenu typu IV w réznych nowotworach, gdzie przynajmniej cze¢$ciowo z zwigzana
jest z procesem transformacji poprzez indukowanie angiogenezy, poniewaz tworzenie
nowych naczyn krwiono$nych wymaga syntezy btony podstawnej [72]. Podczas trans-
formacji nowotworowej prawidtowa budowa tkanki jest niszczona przez czynniki wy-
twarzane i wydzielane przez komoérki nowotworowe. Struktura blony podstawnej i sto-
pien jej zaburzenia sg zwigzane z etapem inwazji guza. Kolagen Typ IV jest degradowa-
ny w trakcie inwazji nowotworu i produkty rozktadu odgrywaja wazna rolg w angioge-
nezie, remodelingu tkanki i progresji raka [213]. Znaczny stopien degradacji kolagenu
typu IV, lub calkowita utrata blony podstawnej jest zwiazane z krotszym czasem przezy-
cia, wigksza agresywnoscia nowotworu oraz wysokim wskaznikiem nawrotow choroby
[132].

Oproécz degradacji kolagenu typu IV w blonie podstawnej i wysokim poziomem
ekspresji kolagenu typu IV w podscielisku guza, chorzy na raka maja réwniez znaczaco
podwyzszone st¢zenie COL4 krazacego w surowicy krwi, a nawet w otrzewnej obser-
wowano podwyzszony poziom tego bialka u chorych na raka zotadka i jelita grubego.
Poziom kolagenu typu IV w plynach ciata byt skorelowane z czasem przezycia [104].

Ruan i wsp. [177] wykazali, ze w raku zotadka, kolagen typu IV ulega degradacji, a
poziom kwasu hialuronowego (HA) i COL4 znacznie wzrasta w soku zotadkowym i
surowicy krwi. U chorych na raka zotadka z przerzutami do weztéw chtonnych, poziom
kolagenu typu IV i HA w soku zotadkowym byly znacznie wyzsze niz u chorych bez
przerzutow, podczas gdy w surowicy krwi nie stwierdzono znaczacej roznicy. To moze
wskazywac, ze wykrywanie kolagenu typu IV i HA w soku zotadkowym jest bardziej
czute niz w surowicy. Wyniki te wykazaty, ze kolagen typu IV i HA moga by¢ uznawa-
ne za uzyteczne markery w diagnostyce i ocenie progresji raka zotadka.

Typ VI kolagenu (COL6) tworzy sie¢ mikrofibryl i jest czesto zwigzany z typem I
wiokien kolagenowych. Moze wigzaé je ze sobg, tworzac grubsze widkna kolagenu.
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Zaobserwowano zwickszony poziom kolagen VI w mikrosrodowisku guza co jest istotne
dla oddziatywan macierzy zewnatrzkomoérkowej i komoérek nowotworowych [191],
Ponadto, obecno$¢ sktadnikoéw macierzy zewnatrzkomoérkowej i zwigzanych z nimi
sygnalow moze zmniejszy¢ podatnos¢ komorek guza na apoptoze i moze powodowaé
zwigkszenie opornosci chemioterapeutycznej w raka ptuca [176]. Kolagen VI uczestni-
czy w wiazaniu kilku rodzajow bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej, w tym dekorinu
[236]. Sugeruje si¢, ze to oddziatywanie zwigksza odporno$¢ na chemioterapi¢ raka
[193].

Alternatywny splicing, jest mechanizmem zwigkszania r6znorodnosci biatek. Zaob-
serwowano réwniez, ze proces alternatywnego splicingu genu COL6A3 jest zwigzany z
transformacja nowotworowa trzustki. Wilaczenie eksondéw 3, 4 i 6 koreluje z wicksza
iloscig mRNA i biatka COL6A3. obecnos¢ i wysoki poziom biatka COL6A3 wydaje si¢
korelowac z etapem rozwoju guza [7].

Fibronektyna 1 (FN1) jest glikoproteing, ktdra rowniez jest zaangazowana w proce-
sy adhezji 1 migracji komorek oraz embriogenezy, gojenia ran, krzepnigcia krwi, odpor-
nosci i przerzutowania komoérek nowotworowych. Czasteczka ta najczesciej wystepuje w
blaszce wlasciwej, nerwach 1 warstwach komorek migsni gladkich [238]. Niewiele badan
opisuje potencjalng rolg fibronektyny w powstawaniu nowotworow. Na przyktad w raku
watrobokomorkowym stwierdzono nadekspresj¢ biatka FNI1. Podwyzszony poziom
fibronektyny obserwowano rowniez w 0soczu u pacjentdw z rozpoznanym nowotworem
przewodu pokarmowego oraz glowy i szyi [234]. Udziat w procesach migracji komoérek
nabtonka oraz hamowania apoptozy sugeruje, ze nadekspresja genu FN1 jest zwigzana z
rozwojem roznych rodzajow nowotworow [211].

Waalkes 1 wsp., [228] sugeruja, ze nadeskresja fibronektyny moze stuzy¢ jako mar-
ker agresywnosci, wskazujac wezesng ogdlnoustrojowa progresje pacjentow chorych na
raka brodawkowatego nerki.

Wykazano, ze FN1 razem z innymi genami takimi jak COL1, POSTN i VCAN-
TGEFp ulega nadekspresji w guzach przerzutujacych raka piersi oraz czerniaka (w wyni-
ku oddziatywania pomi¢dzy komoérkami nowotworowymi i fibroblastami), tworzac
skomplikowane sieci fibrylarne w okolicy komorek guza. Podobne interakcje zaobser-
wowano w przerzutach raka watroby i ptuc. Ponadto, bialko FNI jest niezb¢dne dla
wzrostu komorek guza i podscieliska [198].

Lamininy sg duzymi glikoproteinami zewnatrzkomérkowymi, ktoére rowniez stano-
wig wazny sktadnik btony podstawnej i sg zaangazowane m.in. w rozwdj tkanek, gojenie
si¢ ran, a takze transformacj¢ nowotworowa. Laminina-5, sktadajaca si¢ z fancuchow a3,
B3 i y2, ktore sa kodowane przez trzy rozne geny (LAMA3, LAMB3 i LAMC2), ulega
ekspresji w tkance nabtonkowej oraz mikrosrodowisku guza wielu typéw nowotwordw
[133]. Laminina-5 bierze udziat w procesach adhezji, migracji i rozpraszania komorek
silniej niz inne znane biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej. Ekspresja genu LAMC2 i
LAMB3, w potaczeniu z MMP7, odgrywaja kluczowa rolg¢ w rozwoju raka drog zoétcio-
wych, a koekspresja LAMB3 i LAMC2 obserwowana jest w raku ptaskonabtonkowym
jezyka, raka jelita grubego oraz raka podstawnokomoérkowego skory [3, 158].

Wykazano, ze nadekspresja gendéw LAMB3 i LAMC2 czgsto wystepuje w nowo-
tworach zoladka, a demetylacja promotora oraz modyfikacje histonéw byly zwigzane z
nadekspresja obu genoéw, powodujac zwigkszenie proliferacji, migracji komorek guza i
inwazji raka zotadka. Koekspresja w komorkach nowotworowych zotadka tkanek nowo-
tworowych, i oba z nich byly Wyniki sugeruja, ze koekspresji tancuchow lamininy B3 i
v2 jest charakterystyczna dla agresywnego fenotypu komoérek raka zotadka, zwigzanego
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z glebokos$cia inwazji i zaawansowanym stadium nowotworu, co prowadzi do rozwoju
choroby [111, 79].

Obserwowano rowniez, ze monomer lamininy y2 ulega nadekspresji w inwazyjnym
raku jelita, co przypisuje si¢ aktywacji genu LAMC2 przez czynniki TGF1p i HGF.
Odktadanie zewnatrzkomorkowe lub cytoplazmatyczne monomeru lamininy y2 odnoto-
wano w gruczolakoraku zotadka. Wyniki sugeruja, ze cytoplazmatyczne fancuch lamini-
ny y2 odgrywa istotna rol¢ w zotadku ruchliwosci komorek nowotworowych [106].

Kolejnym biatkiem adhezji komorkowej jest OPCML, ktore ulegaja wysokiej eks-
presji w ukladzie nerwowym [52]. Gen OPCML zostat rozpoznany jako gen supresoro-
wy, a jego inaktywacja, przez utrate heterozygotycznosci lub metyzacj¢ promotora, po
raz pierwszy zostala opisana w raku jajnika. Nowsze badania wykazaly réwniez, ze
OPCML jest silnie metylowany w gruczolakoraku ptuc [210] i nowotworach mézgu
[172].

Gen OPCML jest genem stresu regulowanym przez p53, jednakze jego odpowiedz
stres ulega zakloceniu przez metyzacje promotora. Ekspresja OPCML w linii komoérek
nowotworowych prowadzi do silnego hamowania tworzenia kolonii komoérek wykazujac
dziatanie supresorowe. Biatko OPCML moze wigza¢ bezposrednio stymulatory wzrostu
lub czasteczki hamujace proliferacje i modulowa¢ ich funkcje w komorkach nowotwo-
rowych. OPCML moze funkcjonowac jako kinaza tyrozynowa i jest czgsto inaktywowa-
ny epigenetycznie w wielu nowotwordw, a utrata ekspresji tego genu zmniejsza przy-
czepno$¢ miedzykomorkowa oraz tworzenie kompleksow heterodimerycznych, przez co
utrudnia odpowiednig sygnalizacj¢ w S$ciezkach komorkowych, przyczyniajac si¢ do
transformacji nowotworowej [34].

Produkt genu SPARC jest niestrukturalnym sktadnikiem macierzy pozakomorkowej,
ktéry moduluje oddziatywanie komoérek i macierzy, szczegdlnie podczas rozwoju tka-
nek, przebudowy i naprawy [18]. Wiele typow nowotwordw charakteryzuje podwyzszo-
na ckspresja genu SPARC, takich jak rak sutka, prostaty, czerniak oraz glejaki [243].
Obnizony poziom biatka SPARC stwierdzono w rakach jajnika, jelita grubego, trzustki i
ostrej biataczce szpikowej. Obserwacje te sugeruja, ze efekt kancerogenny genu SPARC
jest specyficzny dla réznych typow komorek i moze by¢ zalezna od otoczenia komorki
nowotworowe;j [44].

W raku zoladka stwierdzono nadekspresj¢ genu SPARC. Podwyzszony poziom
biatka SPARC jest zwigzany z agresywnym stadium raka zotadka i jest skorelowany ze
ztym rokowaniem. Wyzsza ekspresja SPARC byl znaczaco zwigzana z progresja nowo-
tworu i zaawansowanych stadium raka zotadka. SPARC moze odgrywaé kluczowsq role
w poczatkowych etapach inwazji guza i przerzutowaniu. Ponadto biatko SPARC moze
wywota¢ ekspresje metaloproteinaz lub innych enzyméw, ktdre biorg udziat w degrada-
cji blony podstawnej i macierzy zewnatrzkomorkowej [252].

Ostatnie badania wykazaty, ze SPARC chroni komorki przed apoptoza wywotang
stresem, w warunkach przez oddziatywania z integryng B1, ktora zwigkszaja aktywnosé
genu ILK oraz innych czynnikoéw przezyciowych [195]. Horie i wsp. [75] wykazali, ze
obnizenie ekspresji genu SPARC hamuje wzrost przez zatrzymanie cyklu komorki w
fazie G1 w komorkach ludzkiego czerniaka. Zaobserwowano réwniez, ze SPARC pro-
muje przezycie komorek glejaka przez aktywacje genu Akt poprzez $Sciezki sygnalizacji
integryn [194]. Wyniki te sugeruja, ze SPARC jest rowniez czynnikiem antystresowym.
Gen SPARC odgrywa wazna rolg¢ w apoptozie i przerzutowaniu raka zotadka, a podwyz-
szony poziom biatka SPARC jest zwigzany ze zmniejszeniem przezywalno$ci u pacjen-
tow chorych na raka zotgdka [229].
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W ostatnim czasie pojawily si¢ rowniez dane, sugerujace udziat genu SPARC w
procesie angiogenezy. Zhang i wsp. [259] wykazali, ze nadekspresja SPARC hamuje
angiogeneze¢ w warunkach in vitro oraz in vivo w potaczeniu ze spadkiem ekspresji me-
taloproteinazy MMP-7 i czynnika VEGF, jak rowniez fosforylacji biatka ERK1/2. Na-
tomiast obnizenie poziomu SPARC pobudzato tworzenie nowych naczyn w guzie.

Biatko SPP1 jest sktadnikiem macierzy zewnatrzkomorkowej i bierze udziat w sze-
regu fizjologicznych i patofizjologicznych procesow obejmujacych migracj¢ komorek,
proliferacj¢, remodeling tkanek, tworzenie kosci. Gen SPP1 jest czgsto ulega nadekspre-
sji w roznych typach nowotworow [54].

Ekspresja genu SPP1 jest znacznie podwyzszona w wigkszos$ci przypadkow raka zo-
fadka. Podwyzszony poziom biatka SPP1 wystepuje zarowno w guzie jak i zmianach
przerzutowych. Niski poziom SPP1 obserwuje si¢ w komoérkach nablonkowych w prze-
wleklym zanikowym zapaleniu btony Sluzowej zotadka, ktore jest przedrakowa zmiang
chorobowa, a normalng blong §luzowa zotadka cechuje brak ekspresji genu SPP1. Wy-
niki te sugeruja, ze OPN moze odgrywac¢ istotng rolg i stuzy¢ jako potencjalny marker
powstawania i progresji raka zotadka [87]. Ponadto Wu i wsp. [240] stwierdzili wyzszy
poziom biatka SPP1 w osoczu pacjentdw chorych na raka zotadka, sugerujac ze stezenie
SPP1 moze by¢ markerem raka zotadka.

Nadekspresja genu SPP1 jest skorelowana z parametrami klinicznymi w raku zotad-
ka, takie jak niski wskaznik apoptozy, wysoki wskaznik proliferacji, niskiej stopien
zrdznicowania, wysoki stopien zaawansowania, inwazja naczyniowa oraz przerzuty
odlegle. Ponadto nadekspresja SPP1 jest niezaleznym predyktorem ztego rokowania i
nawrotu choroby u pacjentdw chorych na raka zotadka [35].

Sugeruje sie, ze kinazy PIK, Akt oraz czynnik HIF1 wspotdziataja z genem SPP1,
ktéry indukuje sygnaly przezyciowe i antyapoptotyczne w nowotworach zotadka i wa-
troby [116, 262]. Sciezka sygnatowa kinaz MEK/ERK1 i 2, moze réwniez by¢ aktywo-
wana przez biatko SPP1 pobudzajac wzrost guza i tworzenie przerzutow [207]. Funkcje
genu SPP1 wiaza si¢ rowniez z aktywacja genu NF-«B, ktory inicjuje ekspresje genow
antyapoptycznych oraz czesto wywotuje opornosci na chemioterapie. SPP1 indukuje
powstawanie przerzutdow nowotwordw przez aktywacje metaloproteinaz takich jak
MMP-2, MMP-9, MMP-7 i innych bialek zwiazanych z inwazja, takich jak czynnik
VEGF i uPA [45].

Inhibitory metaloproteinaz (TIMP) hamujac aktywnos¢ katalityczng przez wigzanie
aktywowanych MMP, chronig macierz zewnatrzkomoérkowa przed niekontrolowang
degradacja [223]. Biatka TIMP mogg rowniez hamowac¢ proliferacje, inwazje, i przerzu-
towanie komorek nowotworowych. Zaburzenia rownowagi metaloproteinaz i ich inhibi-
torow przyczyniajg si¢ do rozwoju nowotwordw [112].

Biatko TIMP1 jest gtdownym inhibitorem aktywnosci metaloproteinazy 9 (MMP9) i
zmniejsza potencjat metastatyczny réznych nowotworow, w tym raka zotadka. Czynniki
transkrypcyjne STAT3 oraz RUNX3 zwickszaja ekspresje genu TIMP1, zmniejszajac
inwazyjno$¢ raka piersi [43]. W liniach komérkowych raka prostaty, ekspresja genu
TIMP1 byta indukowana przez IL10 [202]. Chen i wsp. [26] oraz Wang i wsp. [232]
wykazali, ze zwigkszony poziom biatka TIMP1 w liniach komorkowych raka zotadka
zmniejszaja migracje komorek.

Trombospondyny to glikoproteiny, ktore posrednicza w oddziatywaniach miedzy-
komorkowych oraz komoérka-macierz zewnatrzkomorkowa. Funkcjonuja jako inhibitory
wzrostu i angiogenezy w nowotworach. Gen THBS2 moze rowniez modulowa¢ wtasci-
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wosci powierzchni komoérek mezenchymalnych bioracych udziat w adhezji i migracji
komorek [114].

Wprowadzenie do linii komdérkowych raka plaskonabtonkowego genu TSP-2 ha-
mowato wzrost i angiogenezg [204]. Wykazano rowniez, ze wprowadzenie cDNA genu
TSP-2 do linii komérkowej ludzkiego raka okreznicy oraz trzustki znaczaco obnizato
aktywnos$¢ metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 mRNA [148]. Wyniki te sugeruja, ze TSP-
2, jak réwniez gen TSP-1 moga odgrywaé¢ wazng rolg jako inhibitor przerzutowania.
Roéwniez w niedrobnokomoérkowym raku ptuc stwierdzono, ze ekspresja genu THBS2
znaczaco zmniejsza unaczynienie guza, skutkujac lepszym rokowaniem [28].

Ekspresja genu CD36 w komorkach nowotworowych réwniez odgrywa wazng role
w angiogenezie, progresji i przerzutowaniu [25]. Biatko CD36 oddziatywuje z trzema
anty-angiogennymi biatkami — trombospondyna 1 i 2 oraz waskulostatyna, inicjujac
wewnatrzkomoérkowe kaskady sygnalizacji z udziatem rodziny kinaz tyrozynowych Src
p59 1 p38 (MAPK). W wyniku bezposredniego uruchomienia kaspazy 3 prowadzi do
apoptozy [83, 99]. Za posrednictwem CD36 aktywno$¢ antyangiogenna obejmuje row-
niez indukcj¢ czynnikéw proapoptotyczne, w tym receptorow TNFR-1 i Fas. Sygnaty te
przerywaja reakcje wywotane przez pro-angiogenne czynniki wzrostu, takie jak bFGF i
VEGEF [173, 227]. Nadeskpresja genu CD36, ktore zmniejsza unaczynienie podscieliska,
przez indukcj¢ apoptozy naczyniowych komorek $rodbtonka, jest skorelowana z lep-
szym rokowaniem u chorych na raka okr¢znicy [217].

Gen CCL18 jest chemoking ulegajaca ekspresji m.in. w monocytach [101] podwyz-
szony poziom biatka CCL18 obserwowano w makrofagach przenikajacych raka jajnika,
raka zotadka i glejaka [24]. Sugeruje si¢ udzial genu CCL18 w immunosupresji raka
jajnika [50].

Wykazano, ze CCL18 specyficznie wigze si¢ z receptorem btonowym PITPNM3
komorek rakowych, skutkujac inwazjg raka i tworzeniem przerzutow, wywotujac eks-
presje integryn oraz pobudzajac sygnalizacje Ca’>" wywoluje ukierunkowang migracje
komoérek. Rowniez aktywacja kinazy tyrozynowej Pyk2, kluczewe kompleksu adhezyj-
nego FAC pobudza migracj¢ komérek nowotworowych [266].

Biatko SLAMF1 jest receptorem powierzchniowym aktywowanych limfocytow T
i B oraz komoérek dendrytycznych. Ekspresja genu SLAMF1 zwigksza liczbg i zdolnosci
cytotoksyczne limfocytow CD8", ktore skierowane sg przeciw komorkom nowotworo-
wym [71, 149].

Enzym reduktaza rybonukleotydéw (RR) katalizuje przeksztatcenie rybonukleoty-
dow do deoksyrybonukleotydéw wymaganych do syntezy DNA i sklada si¢ z dwoch
podjednostek, M1 oraz M2. Aktywno$¢ enzymatyczna RR jest modulowana przez po-
ziom podjednostki M2 (RRM2) [162]. W niektorych typach raka, wysoki poziom
mRNA RRM2 koreluje z chemiooporno$cig, inwazyjnos$cia komorek oraz gorszym
rokowaniem, co sugeruje, ze przyczynia si¢ do zlosliwej transformacji i stanowi poten-
cjalny cel terapeutyczny [51, 200]. Wykazano, ze gen RRM?2 czg¢sto ulega nadeskpresji
w raku zotadka. Morikawa i wsp. [143] zaobserwowali, Zze nadekspresja RRM2 byla
zwigzana z obecno$cia inwazji blaszki mig¢sniowej i wyzszym indeksem Ki-67, ktory
markerem komorek proliferujacych réznych typow nowotworéow, w tym raka zotadka.
Sugeruje to, ze podwyzszony poziom biatka RRM2 moze by¢ zwigzany z progresja raka
zotadka.

Bialko RNASEI bierze udzial w degradacji RNA [167]. Wang i wsp. [230] sugeru-
ja, ze wzor ekspresji genu RNASEI jest podobna do eskpresji genéw supresorowych
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ijest najwyzsza w prawidlowej sluzowce zotadka, zmniejsza si¢ w guzie pierwotnym,
a w przerzutach do weztéw chlonnych eksrepsja genu RNASE] jest najnizsza.

Komorki nowotworowe wykazuja zwickszony wychwyt glukozy, ktory odbywa si¢
za posrednictwem transporterdw glukozy (Gluts), ktoérych ekspresja i aktywnos¢ jest
regulowana przez onkogeny i czynniki wzrostu. Zaobserwowano znaczny wzrost ekspre-
sji gtdéwnego transportera glukozy SLC2A1 w nowotworach przetyku, okreznicy, trzust-
ki, ptuc oraz mozgu [90].

Wysoki poziom biatka SLC2A1 jest zwigzany ze zwigkszonym metabolizmem
i wykorzystanie glukozy w komoérkach nowotworowych. Zwickszong ekspresje genu
SLC2A1

obserwuje si¢ takze w warunkach, ktore indukuja wieksze zapotrzebowanie na gli-
kozg, takie jak niedokrwienie i niedotlenienie [261]. Dane te sugeruja, ze nadekspresja
transportera glukozy moze odgrywaé wazng rolg w przezyciu komorek nowotworowych
poprzez dostarczenie odpowiedniego zapasu energii, ktora pokrywa wysokie tempo
metabolizmu i szybki wzrost [152].

Sugeruje si¢ takze, ze cytokiny oraz onkogeny indukowane podwyzszonym pozio-
mem transportu glukozy przez SLC2A1 moga odgrywac role anty-apoptotyczng. Eks-
presja genu SLC2A1 wydaje si¢ by¢ zwigzana z rozwojem raka zotadka, poniewaz gru-
czolak zotadka, ktory jest stanem przedrakowym nie zaobserwowano ekspresji transpor-
tera glukozy, a jego ekspresja rzadko jest wykrywana we wezesnych nieinwazyjnych
rakach. Natomiast stopniowy wzrost poziomu biatka SLC2A1 Glutl obserwuje si¢
w przypadku glebszej inwazji i wyzszego stadium choroby, co wskazuje na $cisty zwia-
zek z progresja raka zoladka. Ponadto, ekspresja transportera SLC2A1 jest $cisle zwia-
zana z parametrami agresywnosci komorek nowotworowych, takich jak przenikanie do
naczyn limfatyczne, inwazja naczyn krwionos$nych oraz przerzutowanie do weziow
chtonnych i watroby [90].

Gen TFF1 koduje biatko wydzielnicze, ulegajace ekspresji w komoérkach nabtonko-
wych, odpowiadajace za utrzymanie integralnosci sluzowki zotadka. Ponadto, gen TFF1
hamuje proliferacje komodrek poprzez opdznienie przejsScia cyklu komorkowego z fazy
G1 do S [131]. W raku zotadka obserwuje si¢ spadek ekspresji czynnika TFF1 spowo-
dowany metyzacja promotora lub utratg heterozygotycznosci [201].

Gen topoizomerazy Ila (TOP2A), koduje enzym zaangazowany w replikacji DNA
[85]. Enzym TOP2A jest celem dla lekéw przeciwnowotworowych — antracykliny, epi-
podofilotoksyny, aktynomiksiny (actinomycxin) i mitoksantronu [118]. Nadekspresja
genu TOP2A jest silnie zwigzana z amplifikacja onkogenu HER2, a ostatnie badania
wykazaty, ze koamplifikacja HER2 i TOP2A jest zwigzana ze skutecznoscig leczenia
antracyklinami w kilku typach nowotworow, w tym raka piersi [257]. Rownoczesng
nadekspresje genow TOP2A i HER2 zaobserwowano rowniez w raku zotadka [119].

5.3. Znaczenie degradacji RNA dla badania markeréw molekularnych w
raku zoladka

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach uwzglednitem niewielka grupe probek
raka zotadka z wyrazng degradacja RNA. Pozwolito mi to ocen¢ wplywu tej degradacji
(w szerokim dos$¢ zakresie wspotczynnika degradacji RIN 2-8) na wyniki pomiaru eks-
presji genéw. Pomimo iz skala degradacji RNA istotnie wplywa na wynik badania mi-
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kromacierzowego, to nie jest to roznica w skali ,,globalnej” — dotyczy ona maks. 5%
badanych transkryptéw, a cz¢s¢ badanych genéw markerowych jest na degradacje bar-
dziej odporna. Moze to sugerowac, ze cze$¢ transkryptow jest potencjalnie lepszymi
kandydatami do badan opartych o RNA w materiale pooperacyjnym (czy to zabezpie-
czanym §wiezo czy tez utrwalanym w parafinie), gdyz stopien degradacji zwigzany z
czasem do zabezpieczenia materiatu mniej wplywa na ich ekspresje. Z kolei transkrypty
wrazliwe na degradacj¢ nalezy bada¢ wylacznie w sytuacji natychmiastowego zabezpie-
czenia §wiezej tkanki guza bez okresu przedtuzonego braku perfuzji krwi, a jesli to nie-
mozliwe — zamiast na poziomie transkryptu badac te czasteczki poprzez ocen¢ immuno-
histochemiczng na poziomie biatka.

W czesci nowotwordw (np. w raku piersi) metody genomiczne oparte o analize eks-
presji genow w materiale zdegradowanym (bloczki parafinowe, test Oncotype DX) staty
si¢ narzedziem uwzglednianym w diagnostyce klinicznej. Rodzi to nadzieje, ze wyko-
rzystanie podobnych metod dla innych nowotwordéw, np. wiasnie raka zotadka przynie-
si¢ nowe markery molekularne ktore pozwolg lepiej dobiera¢ sposdb leczenia operacyj-
nego i dalszej terapii uzupetniajacej u tych chorych.
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6. WNIOSKI

e W badaniu mikromacierzowym zidentyfikowano geny potencjalnie powia-
zane ze stopniem zaawansowania nowotworu. Obserwowano niewielki i
graniczny statystycznie zwigzek ekspresji genéw z zaawansowaniem guza
pierwotnego. W szczegdlnosci, gen LRP4 wykazywal nizsza ekspresj¢ u
chorych z wyzszym zaawansowaniem choroby (p<0,001, FDR 31%). Nie
obserwowano zwigzku ekspresji genéw z zaawansowaniem przerzutow
weztowych

e Potwierdzono zwigzek ekspresji wybranych genéw (w tym AHSAL,
CXCR2, FPR2 i HCAR3, FDR<5%) ze stopniem zroznicowania nowotwo-
ru. Na wyselekcjonowanej liscie genow jest wiele transkryptow ktére mimo
ze nie przekroczyty oczekiwanego poziomu istotnosci statystycznej, to ich
zwigzek ze stopniem zréznicowania jest wysoce prawdopodobny (np.
G08S2), a takze wiele genow istotnych z punktu widzenia biologii nowotwo-
row (np. SI00A9).

e Dwie gtéwne grupy probek, wyodrebnione na podstawie analizy nienadzo-
rowanej badania genomicznego i wykazujace duze réznice w ekspresji ge-
néw, mimo ze rdéznig si¢ wyjsciowym zaawansowaniem nowotworu, nie
wykazuja réznic w ostatecznym rokowaniu chorych.

e  Stopien degradacji RNA w mierzonym zakresie RIN 2-8, mimo iz znaczaco
wplywa na wynik badania mikromacierzowego, nie jest powiazany z r6zni-
cami w czgsci badanych genow markerowych — te transkrypty potencjalnie
moga by¢ bardziej odporne na degradacje i sa lepszymi kandydatami do za-
stosowan diagnostycznych

e W badaniu mikromacierzowym nie obserwowano w badanej grupie zwiaz-
ku ekspresji genow z catkowitym czasem przezycia chorych. Moze to by¢
zwigzane z heterogenno$cia badanej grupy badz ograniczeniem liczebnosci
zbioru.

e Jeden z genéw analizowanych technika QPCR w calej populacji badanych
(RRM2) wykazuje roznice zwigzane z czasem przezycia chorych — po
uwzglednieniu ekspresji w utkaniu otaczajacym nowotwor. Dla drugiego
potencjalnie réznicujacego genu (TIMP1) potwierdzenie wymaga dalszych
badan. Podwyzszona ekspresja tych gendéw moze wigzaé si¢ z niekorzyst-
nym rokowaniem. Uzyskane wyniki wskazuja na konieczno$¢ poszukiwa-
nia markeréw o znaczeniu rokowniczym w duzych grupach, uwzgledniajac
osobniczg zmiennos$¢ ekspresji gendw w tkankach nienowotworowych.
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8. STRESZCZENIE

Zalozenia i cel pracy

Rak zotadka (carcinoma ventriculi) nalezy do nowotworu gornego odcinka przewo-
du pokarmowego i jak wszystkie nowotwory tej grupy charakteryzuje si¢ duza ztosliwo-
$cig. Nadal mimo agresywnego leczenia chirurgicznego w oparciu o wprowadzone mig-
dzynarodowe standardy (tzw. resekcja D2) oraz wprowadzenie metod skojarzonego
leczenia (glownie colikwantowe chemio-radioterapia) dla poprawy 5- i 10-letnich prze-
zy¢ wyniki leczenia sa niezadowalajgce. Zachorowalno$¢ na raka zotadka wykazuje
tendencje¢ spadkowa ale niestety ten trend nie towarzyszy rowniez spadkowi umieralno-
Sci. Wytlumaczeniem tego stanu rzeczy sg nadal uwarunkowania epidemiologiczne (w
krajach europejskich i USA wigkszo$¢ chorych zglaszajacych si¢ do leczenia prezentuje
zaawansowang faz¢ nowotworu a w Japonii wigkszo$¢ chorych dzigki badaniom prze-
siewowym diagnozuje si¢ we wczesnej fazie co rzutuje na wynik leczenia) i biologiczne
(wysoki potencjat proliferacyjny, niska chemiowrazliwosc).

Dlatego poszukujac drog do poprawy wynikow leczenia raka zotadka, obok promo-
cji wezesnej diagnostyki trwaja poszukiwania nowych czynnikéw prognostycznych i
predykcyjnych co by¢ moze stworzy nowe mozliwosci poprawy skutecznosci leczenia.

Badania nad kancerogeneza raka zotadka pozwolily dotychczas stwierdzi¢, ze w
procesie tym dochodzi do aktywacji ontogenéw i oraz metaloproteinaz macierzy ze-
wnatrzkomorkowej, wyciszenia gendéw supresorowych, inaktywacji gendw naprawy
DNA i czasteczek adhezji komorkowej. Zmiany te definiujg biologiczne cechy komorek
raka i mogg stanowié¢ potencjalny cel terapii przeciwnowotworowej. Dlatego w pracy za
cel postawitem sobie poszukiwanie molekularnych roéznic pomigdzy rakiem a zdrowa
btong $luzowa zotadka. W przypadku wykrycia zmienionej ekspresji genow w tkance
raka zotadka zaplanowatem oceng ich znaczenia prognostycznego.

Material i metody

Material kliniczny obejmuje grupg 57 chorych operowanych z powodu zweryfiko-
wanego histopatologicznie gruczolakoraka zotadka (adenocarcinoma) w okresie od
1 stycznia 2003 r. do 31 grudnia 2008 r.

Badaniu poddano catkowity RNA wyizolowany z materialu pobranego srodopera-
cyjnie: wycinek z guza oraz wycinek z makroskopowo niezmienionej Sciany zotgdka
(gtownie blona Sluzowa). Pobrany material umieszczono w roztworze stabilizujgcym
RNAlater (Qiagen) i nastepnie przechowywano w zamknigciu w temperaturze -80°C. Do
izolacji catkowitego RNA stosowano metode Chomczynskiego i Sacchi. Pomiar stezenia
RNA wykonano metoda spektrofotometryczna a dla oceny jakosci RNA zastosowano
technologi¢ oparta na elektroforezie mikrokapilarnej fragmentow czasteczek RNA na
podstawie ich wielko$ci. Do zbadania réznic w ekspresji genéw pomigdzy rakiem i nie-
zmieniong nowotworowo btong $luzowa zotadka wykorzystano oligonukleotydowe
macierze wysokiej gestosci firmy Affymetrix (typ HG _U1332.0).

W pierwszym etapie poréwnanie wykonano nienadzorowang metoda skalowania
wielowymiarowego (MDS, multidimensional scaling).

W nastepnym kroku przeprowadzono nadzorowang analiz¢ danych. Z 54675 zesta-
wow sond na mikromacierzy HG-U133 Plus 2.0 wyselekcjonowano te ktore spetniaja
kryterium réznicy miedzy grupami p<0,001, bez korekcji na krotno$¢ pordwnan
(w takiej analizie oczekuje si¢ okoto 55 cech falszywie dodatnich). Stwierdzono ze roz-
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nica dotyczy 2546 zestawow sond — jest znaczaco wigksza niz liczba potencjalnych
wynikow falszywie dodatnich. Wynik ten potwierdza oczekiwana, duza skale roznic
miedzy utkaniem raka i zdrowej btony $luzowej zotadka. W nastgpnym kroku analizie
poddano geny wybrane w pracy do oceny na podstawie przegladu piSmiennictwa i anali-
zowane w dalszej czgsci metodg ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ACK,
,CCL18, CD36, COLI1A, COL4A2, COL6A3, FNILAMC2, MAPKI1, OPCML,
PDGFD, PIMIRNASEIL, RRM2, SLAM, SLC2A1, SPARC, SPP1, TFF1, THBS2,
TIMP1, TOP2A, YES).

Wyniki

W wyniku przeprowadzonej analizy ekspresji genéw w tkance nowotworowej i sa-
siadujacej niezmienionej nowotworowo blonie $luzowej metoda mikromacierzy tylko 8
genow spelniato zatozone wyzej kryterium nieskorygowanej roznicy p<0,001.

Dwa z tych gendw wykazywat istotne obnizenie ekspresji w utkaniu raka, w tym je-
den (RNASEI) o duzej skali (ponad siedmiokrotne); réznica dla genu PDGFD byla
okoto dwukrotna. Pozostate szes¢ genow (SPP1, THBS2, RRM2, CCL18, COL6A3 i
TIMP1 wykazywato zwickszong ekspresj¢ w utkaniu raka w stosunku do otaczajacych
tkanek zdrowych zotadka.

Dla szesciu genéw w poréwnaniu badanych 14 probek nie obserwowano zadnych
istotnych roznic — byly to: YES1, ACK1, PIM1, LAMC2, OPCML, SLAMF1.

Z kolei, dla 9 genéw obserwowano ,,posrednie” wartosci réznicy mi¢dzy utkaniem
raka a niezmieniong nowotworowo $luzéwka. Geny te wykazywaly réznice ktore uznane
bylyby za statystycznie istotne w analizie statystycznej, jednak o granicznej istotnosci
przy interpretacji masowych danych genomicznych. Dla czgéci z nich (w tym COL1A2,
CD36 czy SPARC) obserwowana duza krotno$¢ réznic oraz szacowane ryzyko wyniku
fatszywie dodatniego (mierzone wartoscig FDR, false discovery rate) ponizej 5% uza-
sadnialy interpretacj¢ obserwowanych roznic jako istotnych. Dla innych jak COL4A2,
TFF1, SLC2A1, FN1 uzyskane wyniki analizy genomicznej nalezy traktowac ostroznie,
biorgc pod uwage okoto 10% ryzyko wyniku falszywie dodatniego. Szczegolng sytuacje
obserwowano dla genu MAPK1, dla ktérego jedna z sond na macierzy U133 Plus 2.0
wykazywata trend w kierunku zwigkszonej ekspresji w raku zotadka, za$ inna sonda
wskazywata na wynik przeciwny — obnizenie ekspresji

Whioski

1. W badaniu mikromacierzowym zidentyfikowano geny potencjalnie powia-
zane ze stopniem zaawansowania nowotworu. Obserwowano niewielki i
graniczny statystycznie zwigzek ekspresji genéw z zaawansowaniem guza
pierwotnego. W szczegoélnosci, gen LRP4 wykazywal nizsza ekspresje u
chorych z wyzszym zaawansowaniem choroby (p<0,001, FDR 31%). Nie
obserwowano zwigzku ekspresji genéw z zaawansowaniem przerzutow
wezlowych

2. Potwierdzono zwigzek ekspresji wybranych genow (w tym AHSAI,
CXCR2, FPR2 i HCAR3, FDR<5%) ze stopniem zréznicowania nowotwo-
ru. Na wyselekcjonowanej liscie genow jest wiele transkryptow ktére mimo
ze nie przekroczyly oczekiwanego poziomu istotnosci statystycznej, to ich
zwigzek ze stopniem zrdéznicowania jest wysoce prawdopodobny (np.
G0S2), a takze wiele genow istotnych z punktu widzenia biologii nowotwo-
réw (np. S100A9).
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Dwie glowne grupy probek, wyodrgbnione na podstawie analizy nienadzo-
rowanej badania genomicznego 1 wykazujace duze roéznice w ekspresji ge-
néw, mimo ze roéznig si¢ wyjsciowym zaawansowaniem nowotworu, nie
wykazuja roznic w ostatecznym rokowaniu chorych.

Stopien degradacji RNA w mierzonym zakresie RIN 2-8, mimo iz znaczaco
wplywa na wynik badania mikromacierzowego, nie jest powiazany z rézni-
cami w czg$ci badanych genéw markerowych — te transkrypty potencjalnie
moga by¢ bardziej odporne na degradacj¢ i sa lepszymi kandydatami do za-
stosowan diagnostycznych

W badaniu mikromacierzowym nie obserwowano w badanej grupie zwiaz-
ku ekspresji gendw z catkowitym czasem przezycia chorych. Moze to by¢
zwigzane z heterogennoscia badanej grupy badz ograniczeniem liczebnosci
zbioru.

Jeden z genow analizowanych technika QPCR w catej populacji badanych
(RRM2) wykazuje roznice zwigzane z czasem przezycia chorych — po
uwzglednieniu ekspresji w utkaniu otaczajacym nowotwor. Dla drugiego
potencjalnie réznicujacego genu (TIMP1) potwierdzenie wymaga dalszych
badan. Podwyzszona ekspresja tych gendow moze wigzac si¢ z nickorzyst-
nym rokowaniem. Uzyskane wyniki wskazuja na konieczno$¢ poszukiwa-
nia markeréw o znaczeniu rokowniczym w duzych grupach, uwzgledniajac
osobnicza zmiennos$¢ ekspresji genow w tkankach nienowotworowych.
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9. SUMMARY

Assumptions and aim of the dissertation

Gastric cancer (carcinoma ventriculi) belongs to upper gastrointestinal neoplasms
and, similarly to all other cancers from the group, is marked by a high malignancy. De-
spite aggressive surgical treatment based on international standards (the so-called D2
resection) as well as the introduction of combination therapy methods (mainly chemo-
radiotherapy) aimed at an improvement of the 5- and 10-year survival rates, the treat-
ment results are still unsatisfying. The incidence of gastric cancer is decreasing, but
unfortunately mortality is not. This still results from epidemiological factors (in both
Europe and the USA the majority of patients reporting for treatment present an advanced
stage of cancer, while in Japan, owing to screening, most patients are diagnosed at an
carly stage, which has an impact on treatment results) as well as biological conditions
(high proliferation potential, low chemosensitivity).

For the above reasons, in an attempt to improve gastric cancer treatment results, the
promotion of early diagnostics is accompanied by a search for new prognostic and pre-
dictive factors which will perhaps create new possibilities to improve treatment effec-
tiveness.

Owing to research into the carcinogenesis of gastric cancer, we know that the pro-
cess involves an activation of ontogenes and matrix metalloproteinases, a suppression of
tumour suppressor genes, and an inactivation of DNA repair genes and cell adhesion
molecules. These changes define the biological characteristics of cancer cells and may
constitute a potential aim of cancer therapy. For the above reasons, I have decided to aim
my dissertation at a search for molecular differences between cancer and healthy gastric
mucosa. | have also planned an evaluation of the prognostic significance of the changed
gene expression discovered in gastric cancer tissue.

Material and methods

The clinical material is based on a group of 57 patients operated on for a histopatho-
logically verified gastric adenocarcinoma between 1 January 2003 and 31 December
2008.

The analysis covered the total RNA isolated from intraoperatively collected materi-
al: a tumour specimen and a specimen of the macroscopically unchanged stomach wall
(mainly mucous membrane). The collected material was placed in a RNAlater (Qiagen)
storage solution and stored under cover in -80°C. The Chomczynski and Sacchi method
was used for the isolation of the total RNA. RNA concentration was measured spectro-
photometrically, while to evaluate the RNA quality, technology based on a microcapil-
lary electrophoresis of fragments of RNA molecules on the basis of their size was used.
High-density oligonucleotide arrays Affymetrix (HG U1332.0) were used for the deter-
mination of differences in gene expression between cancer and normal gastric mucosa.

Initially, the comparison was performed with the help of unsupervised multidimen-
sional scaling (MDS).

Supervised data analysis was then applied. Out of 54 675 probe sets on the HG-
U133 Plus 2.0 microarray, those meeting the criterion of a p<0.001 difference between
groups, without adjustment for fold-change comparisons, were selected (in such an anal-
ysis, approximately 55 false positive characteristics are expected). It was established that
the difference applied to 2 546 probe sets — which was significantly higher than the
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number of the potential false positives. The result confirms the expected high scale of
differences between cancer tissue and the healthy gastric mucosa. As a next step, genes
selected for evaluation on the basis of literature research (ACK, CCL18, CD36, COL1A,
COL4A2, COL6A3, FNILAMC2, MAPK1, OPCML, PDGFD, PIMIRNASEI, RRM2,
SLAM, SLC2A1, SPARC, SPP1, TFF1, THBS2, TIMP1, TOP2A, YES) were analysed
with the help of a quantitative real time polymerase chain reaction (qPCR).

Results

As a result of a microarray analysis of gene expression in the cancer tissue and the
adjacent normal mucous membrane, only 8 genes met the unadjusted difference criterion
(p<0.001) specified above.

Two of the genes showed a significantly decreased expression in the cancer tissue,
with an over seven-fold large-scale difference for RNASEI; the difference for the
PDGFD gene was approximately two-fold. The other six genes (SPP1, THBS2, RRM2,
CCL18, COL6A3 and TIMP1) showed an increased expression in the cancer tissue in
relation to the adjacent normal stomach tissue.

No significant differences were discovered for six genes in the comparison of the 14
samples analysed — these were: YES1, ACK1, PIM1, LAMC2, OPCML, and SLAMF1.

For nine genes “in-between” values of the difference between the cancer tissue and
normal mucosa were discovered. The genes showed differences which would be recog-
nised as statistically significant in statistical analysis, but as having borderline signifi-
cance in the interpretation of massive genomic data. For some of them (including
COL1A2, CD36 and SPARC) the discovered large fold-change differences and the esti-
mated less than 5% risk of a false positive (measured with the false discovery rate -
FDR) justified the interpretation of the differences discovered as significant. For others,
such as COL4A2, TFF1, SLC2A1, and FNI, the obtained genomic analysis results
should be treated with caution, taking into account the approximate 10% risk of a false
positive result. A special situation was discovered for the MAPK1 gene, for which one
of the probes on the U133 Plus 2.0 array showed a trend towards an increased expression
in gastric cancer, while another probe showed a contrasting result — a decreased expres-
sion.

Conclusions

1. Genes potentially related to cancer staging were identified in microarray analy-
sis. Some small relationship (of borderline statistical significance) between
gene expression levels and primary tumour staging was detected. In particular,
gene LRP4 had a smaller expression level in patients with more advanced can-
cer (p<0.001, FDR 31%). No relationship between gene expression levels and
staging of lymph node metastases was detected.

2. Relationship between the expression of selected genes (including AHSAI,
CXCR2, FPR2, and HCAR3, FDR<5%) and tumour differentiation grade was
confirmed. The list of selected genes includes many transcripts which did not
achieve the expected statistical significance level, but nevertheless have a high-
ly probable relationship with differentiation grade (e.g. G0S2), as well as many
genes which are significant from the point of view of cancer biology (e.g.
S100A9).
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The two main sample groups identified on the basis of unsupervised analysis
carried out as a part of our genomic study, and showing big differences in gene
expression levels, do not show differences in ultimate patient prognosis, alt-
hough they differ in the initial cancer staging.

Despite having a significant impact on microarray analysis, RNA degradation
level in the range measured (RIN 2-8) is not related to differences in some of
the analysed marker genes — the transcripts may potentially be more resistant to
degradation and are better candidates for use in diagnostics.

Microarray analysis of the group under study did not reveal a relationship be-
tween gene expression levels and total survival time, which may be related to
heterogeneity of the group or the limited set size.

One of the genes analysed with the help of QPCR in the entire population under
study (RRM2) shows differences related to patient survival time — after taking
into account expression in the cancer-surrounding tissue. Further research is
necessary to confirm the results for the second potentially differentiating gene
(TIMP1). The increased expression of the genes may be related to poor progno-
sis. The results generated indicate the need for the search for prognostic mark-
ers in large groups, taking into account the inter-individual variability in gene
expression in non-cancer tissues.



