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Wykaz stosowanych skrotow i symboli

ActRII, ActRIIB - ang. activin receptor type II, IIB - receptory typu Il dla ACTs i INHs
ACTs - ang. actvins - aktywiny, biatka nalezace do nadrodziny czynnikéw TGFf3

ADAM19 - ang. a disintegrin and metalloproteinase 19 - zakotwiczone w btonie komdrkowej
biatko nalezace do rodziny proteaz zawierajacych w strukturze domeny charakterystyczne dla
dezintegryn oraz metaloproteinaz

AKt - ang. mouse bred Ak+thymoma -kinaza efektorowa szlaku sygnalizacyjnego PI3K/Akt
ALK1-7 - ang. activin receptor like-kinases - kinazy receptorowe TGFf3, receptory TGFf3 typu I

AMCOM - ang. a2-macroglobulin/complement gene family - rodzina genéw kodujacych
a2-makroglobuline oraz sktadowe uktadu dopetiacza

ANGPTL4 - ang. angiopoetin-like protein 4 - czynnik 4 podobny do angiopoetyny
AP1 - ang. activator protein 1 - kompleks biatkowy o funkcji czynnika transkrypcyjnego
ARG1 - ang. arginase 1 - arginaza 1

ASR - ang. age-standardised incidence rate - standaryzowany wzgledem wieku wspoétczynnik
zachorowalno$ci

ATF3 - ang. activating transcription factor 3 - czynnik transkrypcyjny nalezacy do rodziny CREB
zaleznej od cyklicznego AMP

BAR-2 - ang. B-arrestin-2 - 3 arestyna 2

Bcl-2 - ang. apoptosis regulator B-cell lymphoma 2 family - prototypowe biatko antyapoptotyczne
rodziny Bcl-2 zidentyfikowane w komorkach biataczki wywodzacej sie z komoérek typu B

Bcl-xL - ang. B-cell ymphoma-extra large - biatko antyapoptotyczne nalezgce do rodziny Bcl-2
bFGF - ang. basic fibroblast growth factor - zasadowy czynnik wzrostu fibroblastéw (inaczej FGF2)

Bim - ang. Bcl-2 interacting mediator of cell death - biatko proapoptotyczne nalezace do rodziny
Bcl-2

Bmf - ang. Bcl-2 modifying factor - biatko proapoptotyczne nalezace do rodziny Bcl-2
BMPRII - ang. bone morphogenetic protein receptor type II - receptory TGFf typu Il dla BMP

BMPs - ang. bone morphogenetic proteins - biatka morfogenetyczne kosci nalezace do nadrodziny
czynnikow TGF(3

BRAF - ang. v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B- protoonkogen kodujacy kinaze
serynowo/treoninowg z rodziny RAF zidentyfikowany w wirusie miesaka myszy

BRCA1 - ang. breast cancer 1 - gen kodujacy biatko supresorowe BRCA1 zaangazowane w naprawe
uszkodzen DNA

BRE - ang. BMP-response element - sekwencja nukleotydowa rozpoznawana przez kompleksy
transkrypcyjne zalezne od BMP

C/EBPB - ang. CCAAT-enhancer-binding proteins § - biatka nalezgce do rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych rozpoznajacych sekwencje regulatorowa CCAAT

CA125, CA19-9 - ang. cancer antigen 125, 19-9 - antygeny nowotworowe 125, 19-9

CD105 - ang. cluster of differentiation 105 - antygen powierzchniowy 105 - endoglina o funkcji
receptora pomocniczego szlaku TGFf



CD109 - ang. cluster of differentiation 109 - antygen powierzchniowy 109 nalezacy do rodziny
biatek AMCOM o funkcji receptora pomocniczego szlaku TGFf3

Cdc25 - ang. cell division cycle protein 25 - fosfataza zaangazowana w regulacje cyklu
komérkowego

Cdc42EP3 - ang. Cdc42 effector protein 3 - biatko o funkcji negatywnego regulatora biatka Cdc42
(ang. cell division cycle protein 42), zaangazowanego w regulacje punktéw kontrolnych cyklu
komoérkowego

CdKks - ang. cyclin-dependent kinases - kinazy zalezne od cyklin regulujace cykl komérkowy

c-Jun - jap. ju-nana - biatko kodowane przez porotoonkogen JUN bedacy homologiem onkogenu
zidentyfikowanego w wirusie miesaka ptakow ASV17

CK - ang. cysteine knot - wezet cysteinowy - motyw strukturalny bogaty w reszty cysteiny

c-Myc - ang. myelocytomatosis viral oncogene homolog - biatko kodowane przez protoonkogen
MYC bedacy homologiem wirusowego onkogenu zidentyfikowanego w wirusie biataczki ptakéw

Col VI-A1 - ang. collagen type VI alpha 1 - taficuch a kolagenu typu VI

Co-Smad - ang. common-mediators Smad - posredniczgce biatko efektorowe szlaku TGFf, biatko
Smad4

COUP-TFII - ang. chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor 2 - czynnik
transkrypcyjny rozpoznajacy sekwencje nukleotydowg zidentyfikowana w promotorze genu
kodujacego albumine jaja kurzego

CREB/ATF - ang. cAMP response element binding protein/activating transcription factors - rodzina
czynnikow transkrypcyjnych zaleznych od cAMP

CRIPTO - produkt biatkowy genu CFCIB nalezacy do rodziny Cripto o funkcji receptora
pomocniczego szlaku TGFf3

CTGF - ang. connective tissue growth factor - czynnik wzrostu tkanki tacznej
CTNNB1 - ang. catenin beta-1 - gen kodujacy -katenine
CXCL1 - ang. C-X-C motif ligand 1 - chemokina 1 zawierajgca w swej strukturze motyw C-X-C

DAPK - ang. death associated protein kinase - kinaza biatkowa zwigzana ze $miercig komérkowg
indukowang INF-y

DAXX - ang. death-associated protein - biatko adaptorowe $mierci komoérkowej
DCs - ang. dendritic cells - komo6rki dendrytyczne

E - ang. endoglin-related domain - domena wystepujaca w betaglikanie o wysokim stopniu
homologii do endogliny

E2F - rodzina czynnikéw transkrypcyjnych wystepujacych w organizmach eukariotycznych
(aktywatory transkrypcji: E2ZF1/2/3a; represory transkrypcji: E2ZF3b, E2F4-8)

ECM - ang. extracellular matrix - macierz zewnatrzkomoérkowa
EGF - ang. epidermal growth factor - naskérkowy czynnik wzrostu

EHP - ang. external hydrophobic patch - sekwencja zlokalizowana na C-konicu domeny ZP
betaglikanu

EIC - ang. endometrial in situ carcinoma - rak endometrium in situ

EIN - ang. endometrial intraepithelial neoplasia - neoplazja wewnatrznabtonkowa endometrium
uznawana za zmiane przednowotworowg



EMT - ang. epithelial-mesenchymal transition - przemiana nabtonkowo-mezenchymalna
Eph - ang. ephrins - efryny, ligandy dla receptorowych kinaz tyrozynowych

EphB2 - ang. ephrin type-B receptor 2 - receptor 2 typu B dla efryn

ER - ang. estrogen receptor - receptory estrogenéw

ErbB4 - ang. erythroblastosis B4 - receptor btonowy o aktywno$ci kinazy tyrozynowej rodziny
ErbB

ERBIN - ang. Erbb2-interacting protein - biatko oddziatujace z receptorowa kinaza tyrozynowa
ErbB2

ERK1/2 - ang. extracellular signal-regulated kinases 1/2 - kinazy rodziny MAPK regulowane przez
sygnatl zewnatrzkomérkowy

Ets-2 - ang. E twenty six homolog 2 - czynnik transkrypcyjny kodowany przez protoonkogen ETSZ2
bedacy homologiem onkogenu zidentyfikowanego w wirusie erytroblastozy ptakow, szczep E26

Evi-1 - ang. ecotropic virus integration site 1 protein homolog - czynnik transkrypcyjny kodowany
przez protoonkogen EVI1 zawierajacy strukture palcéw cynkowych

FasL - ang. Fas ligand - ligand receptora $mierci FasR

FasR - ang. TNF receptor superfamily, member 6 - receptor $mierci, powierzchniowy receptor 6
nalezacy do nadrodziny receptoréw dla czynnika martwicy guzéw TNF

FKBP12 - ang. FK506 binding protein- immunophilin 12-kd - biatko nalezace do rodziny
immunofilin o aktywnos$ci cis-trans izomerazy peptydylo-prolilowej, wiazace lek
immunosupresyjny FK506 (takrolimus)

FOX - ang. forkhead box - rodzina czynnikéw transkrypcyjnych posiadajaca motyw ,FOX”
odpowiedzialny za rozpoznawanie i wigzanie DNA

G - ang. grading - stopienn dojrzatosci histologicznej komérek nowotworowych (zréznicowania
komorek/ztosliwosci nowotworu)

G3EC - ang. G3 endometrioid carcinoma - rak endometrium typu I o stopniu zlosliwosci
histologicznej komdrek nowotworowych G3

GADD45a/f - ang. growth arrest and DNA-damage-inducible protein 45 a/f - biatka modulujgce
odpowiedZ komdrkowa na czynniki genotoksyczne

GAG - ang. glycosaminoglycan - glikozaminoglikan
GAIP - ang. G alpha interacting protein - biatko oddziatujace z podjednostka a biatka G

GATA3 - ang. trans-acting T-cell-specific transcription factor GATA3 - czynnik transkrypcyjny
nalezacy do rodziny GATA rozpoznajacy sekwencje nukleotydowa 5’ (A/T) GATA (A/G) 3’

GDFs - ang. growth and differentiation factors - czynniki wzrostu i réznicowania nalezace
do nadrodziny czynnikéw TGFf3

GDNFs - ang. glial cell-derived neurotrophic factors - czynniki neurotroficzne pochodzace
z komoérek glejowych zaliczane do nadrodziny czynnikéw TGFf3

GEF114 - ang. guanine nucleotide exchange factor 114 - bialtko zaangazowane w wymiane
GDP—-GTP aktywujace mate biatka G

GIPC - ang. GAIP-interacting protein, C terminus - biatko adaptorowe zaangazowane w endocytoze

GLUT1,8 - ang. glucose transporter 1,8 - transportery glukozy 1,8



GPCR - ang. G-protein coupled receptors - siedmiotransmembranowe receptory oddziatujace
z biatkami G

GPI - ang. glicosylphosphatidylinositol - glikozylofosfatydyloinozytol

GPER - ang. G-protein coupled estrogen receptor - receptor dla estrogenéw oddziatujacy
z biatkami G

GRKSs - ang. G protein-coupled receptor kinases - kinazy receptoréw oddziatujacych z biatkami G

GS - ang. GS region - region bogaty w reszty aa glicyny oraz seryny (TTSGSGSG) wystepujacy
w receptorach TGF( typu |

HBV - ang. hepatitis B virus - wirus zapalenia watroby typu B

HDR - ang. hypoparathyroidism, sensoneurial deafness and renal disease - zesp6ét chorobowy
obejmujgcy niedoczynnos¢ przytarczyc, czuciowo-nerwowa utrate stuchu oraz dysfunkcje nerek

Her-2/neu - ang. human epidermal growth factor receptor 2/neural tumor - receptor
naskoérkowego czynnika wzrostu 2 zidentyfikowany w komorkach glejaka

HEY1,2 - geny docelowe sygnalizacji NOTCH
HIF-1 - ang. hypoxia inducible factor-1 - czynnik transkrypcyjny 1 indukowany hipoksja

HIPK2 - ang. homeodomain-interacting protein kinase 2 - kinaza serynowo/treoninowa
oddziatujaca z czynnikami transkrypcyjnymi rozpoznajacymi sekwencje homeotyczne

HMGA2 - ang. high-mobility group AT-hook 2 - biatko o duzej ruchliwosci elektroforetycznej
nalezace do czynnikéw remodelujacych strukture chromatyny

hMLH1 - ang. human MutL homolog 1 - ludzki homolog biatka MutL zidentyfikowany
w komorkach E. coli, bioracy udziat w naprawie btednie sparowanych zasad DNA

hMSH2 - ang. human MutS homolog 2 - ludzki homolog biatka MutS zidentyfikowany
w komorkach E. coli, bioracy udziat w naprawie btednie sparowanych zasad DNA

HNPCC - ang. hereditary non-polyposis colorectal cancer - dziedziczny rak jelita grubego
niezwigzany z popilpowatoscia

HOX - ang. homeodomain box - rodzina czynnikéw transkrypcyjnych zawierajgcych homeodomene
HPK1 - ang. hematopoietic progenitor kinase 1 - hematopoetyczna progenitorowa kinaza 1
HR - ang. hazard ratio - wspétczynnik hazardu

IAP-3 - ang. inhibitor of apoptosis protein 3 - produkt biatkowy genu XIAP nalezacy do rodziny
inhibitoréw apoptozy

1d1,2,3 - ang. inhibitor of DNA-binding 1,2,3 - biatka hamujace wigzanie sie do DNA czynnikow
transkrypcyjnych nalezacych do rodziny bHLH (ang. basic helix-loop-helix)

IER3 - ang. immediate early response 3 - biatko 3 natychmiastowej odpowiedzi wczesnej
IgA - ang. immunoglobulin light chain A - fanicuchy lekkie lambda immunoglobulin

IL - ang. interleukin - interleukina

IL1RL1 - ang. inetrleukin 1 receptor-like 1 - receptor 1 podobny do receptora interleukiny 1
INF-y - ang. interferon y - interferon gamma

INHs - ang. inhibins - inhibiny, biatka nalezace do nadrodziny czynnikéw TGFf3

I-Smad - ang. inhibitory Smad - inhibitorowe biatka hamujgce szlak TGFf3, biatka Smad6/7
IkB - ang. inhibitor of kappa B - biatko inhibitorowe czynnika transkrypcyjnego NFxB

Vi



JAGGED1 - gen docelowy sygnalizacji NOTCH

JAK/STAT - ang. Janus kinase/signal transducer and activator of transcription - szlak
sygnalizacyjny kinazy Janus (JAK) oraz czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny STAT
(przekazniki sygnatu i aktywatory transkrypcji)

JNK - ang. c-Jun N-terminal kinase - kinaza rodziny MAPK fosforylujaca N-koniec biatka c-Jun

JunB - ang. transcription factor jun-B - czynnik transkrypcyjny bedacy produktem biatkowym
protoonkogenu JUNB

Ki-67 - ang. Kiel/Kilonia-67 - marker proliferacji komdrkowej zidentyfikowany za pomoca
przeciwcial monoklonalnych Ki-67

KRAS - ang. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog - protoonkogen, ktérego produkt
biatkowy nalezy do rodziny matych biatek G

LAP - ang. latency-associated peptide - 249 aminokwasowy fragment probiatka TGFf3
LDLR - ang. low-density lipoprotein receptor - receptor lipoprotein o matej gestosci

LEMD3 - ang. LEM domain-containing protein 3 - biatko wewnetrznej btony otoczki jadrowej
(INM, ang. inner nuclear membrane) zawierajace domene LEM, odpowiedzialne za hamowanie
kanonicznej sygnalizacji TGFf3 na skutek gromadzenia biatek R-Smad w INM

LLC - ang. large latent TGFf complex - duzy kompleks latentny TGFf powstajacy w wyniku
wigzania SLC przez biatko LTBP

LOH - ang. loss of heterozygosity - utrata heterozygotyczno$ci

LTBP - ang. latent TGFf binding protein - biatko wigzace kompleks SLC i tworzgce z nim kompleks
LLC, odpowiedzialne za stabilizacje oraz czasowq inaktywacje dimerow TGFf3

MAPK - ang. mitogen-activated protein kinases - kinazy biatkowe aktywowane mitogenami
MAPKK - ang. mitogen-activated protein kinase kinase - kinaza MAPK (inaczej MKK/MAP2K)

MAPKKK - ang. mitogen-activated protein kinase kinase kinase - kinaza kinazy MAPK (inaczej
MKKK/MAP3K)

MCS - ang. maturation cleavage site - miejsce proteolitycznego ciecia w domenie ZP
odpowiedzialne za uwalnianie fragmentéw zewnatrzkomérkowych biatek nalezacych do
rodziny ZP

MEK4 - ang. MAPK/ERK kinase 4 - kinaza MAPK regulowana przez sygnaty zewnatrzkomérkowe
nalezaca do rodziny MAPKK (inaczej MKK)

Mf - ang. macrophage -makrofag

MH1 - ang. mad-homology domain 1 - domena charakterystyczna dla biatek Co-Smad oraz R-Smad
odpowiedzialna za wigzanie sie z DNA, homologiczna z biatkami Mad (ang. mother against to
decapentaplegic) Drosophila melanogaster

MIS/AMH - ang. Miillerian-inhibiting substance/anti- Miillerian hormone - inhibitor
Miillerianiego/hormon anty-miilleryczny, czynnik hamujacy rozwoj przewodow Miillera

MISRII/AMHRII - ang. Miillerian-inhibiting substance receptor type Il/anti- Miillerian hormone
receptor type Il - receptor TGFp typu Il specyficzny wzgledem czynnika MIS/AMH

Miz-1 - ang. Myc-interacting zinc-finger protein 1 - biatko oddziatujace z biatkiem c-Myc
MKK4 /7 - ang. MAPK kinase 4/7 - kinaza MAPK (inaczej MAPKK)
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MMP1, 9 - ang. matrix metaloproteinase 1, 9 - metaloproteinazy 1, 9 macierzy
zewnatrzkomoérkowej

MN1 - ang. meningioma 1 - product biatkowy genu MNI1 pehigcy funkcje koregulatora
transkrypcji, inaktywowany na skutek translokacji zréwnowazonej w oponiaku

MRG1 (Meis2) - produkt biatkowy genu MEISZ2 o funkcji czynnika transkrypcyjnego
MSI - ang. microsatellite instability - niestabilno$¢ mikrosatelitarna

MSP-PCR - ang. methylospecific polymerase chain reaction - metylospecyficzna reakcja
tancuchowa polimerazy

MT1, 3-MMP - ang. membrane-type 1, 3 matrix metalloproteinases - metaloproteinazy macierzy
typu btonowego 1, 3 okreslane symbolami MMP14 oraz MMP16

mTOR - ang. mammalian target of rapamycin - kinaza serynowo/treoninowa hamowana
rapamycyna

Nf - ang. neutrophil - neutrofil

NFxB - ang. nuclear factor kappa B - czynnik jadrowy kappa B

NICD - ang. notch intracellular domain - domena wewngtrzkomdrkowa biatka Notch
NK - ang. natural killers - naturalne komarki zabijajace

NKG2D - ang. natural-killer group 2, member D - receptor powierzchniowy komoérek NK o funkgcji
aktywatora

NLS - ang. nuclear localization sequence - sekwencja lokalizacji jadrowej
NSCLC - ang. non-small cell lung carcinoma - niedrobnokomoérkowy rak ptuc
OR - ang odds ratio - iloraz szans

OVOL1 - ang. ovo-like zinc finger 1 - czynnik transkrypcyjny zawierajacy strukture palcow
cynkowych, homologiczny z czynnikiem OVO Drosophila melanogaster

p15mnk4b _ ang. protein 15 kDa cyclin-dependent kinase 4 inhibitor b - inhibitor kinazy Cdk4 o m.cz.
15 kDa

plénk4a — gng. protein 16 kDa cyclin-dependent kinase 4 inhibitor a - inhibitor kinazy Cdk4 o m. cz.
16 kDa

p216rt — ang. protein 21 kDa cdk-interacting protein 1 - inhibitor kinaz Cdk o m.cz. 21 kDa
p27Kir1 /CDKN1B - ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 1B - inhibitor kinaz Cdk o m. cz. 27 kDa
p38 - ang. protein 38 kDa - kinaza MAPK aktywowana mitogenami o m.cz. 38 kDa

p57Xirz2 /CDKN1C - ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 1C - inhibitor kinaz Cdk o m. cz. 57 kDa

p70%¢K — ang. protein 70 kDa ribosomal protein s6 kinase - kinaza efektorowa szlaku PI3K/Akt
o m.cz. 70 kDa, ktdrej substratem jest rybosomalne biatko S6

PAI-1 - ang. plasminogen activator inhibitor type 1 - inhibitor 1 aktywatora plazminogenu

Par-4 - ang. prostate apoptosis response-4 - bialo supressorowe indukujgce odpowiedz
apoptotyczng w komoérkach raka prostaty

PCR - ang. polymerase chain reaction - reakcja taficuchowa polimerazy
PDGF - ang. platelet-derived growth factor - czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego

PGE-R4 - ang. prostaglandin E - receptor 4 — receptor 4 prostaglandyny E
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PI3K/Akt - ang. phosphatidylinositol-3-kinase/mouse bred Ak+thymoma - szlak sygnalizacyjny
3-kinazy fosfatydyloinozytolu i kinazy Akt

Pim1 - ang. proviral integration of Moloney virus-1 - protoonkogen nalezacy do rodziny PIM
o aktywnosci kinazy serynowo/treoninowej

POF - ang. premature ovarian failure - zesp6t przedwczesnego wygaszania funkgcji jajnikow
PP2A - ang. protein phosphatase 2A - fosfataza biatkowa 2A
PR - ang. progesteron receptor - receptor progesteronu

PTEN - ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten - homolog fosfatazy
itensyny kodowany przez gen supresorowy PTEN zlokalizowany na dilugim ramieniu
chromosomu 10q o podwdjnej lipidowo-biatkowej aktywnosci fosfatazowej

Real-time PCR - ang. real-time polymerase chain reaction - reakcja tancuchowa polimerazy
W czasie rzeczywistym

RGMa,b,c - ang. repulsive guidance molecule ab,c - bialka pelnigce funkcje receptoréw
pomocniczych szlaku TGF3

Rho - ang. Ras homologous - rodzina matych biatek G o aktywnosci GTPazowej homologicznych
z biatkiem Ras (ang. rat sarcoma) zidentyfikowany w miesaku szczurow

RORyYt - ang. retinoic-acid-receptor-related orphan receptor-yt - receptor jagdrowy RORyt
ROS - ang. reactive oxygen species - reaktywne formy tlenu

R-Smad - ang. receptor-activated Smad - receptorowe biatka bedace substratami dla domeny
kinazowej receptoréw TGFf3, Smad1,2,3,5,8

RT-PCR - ang. reverse transcriptase PCR - reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng
transkryptaza

RUNX - ang. runt-related transcription factor box - czynniki transkrypcyjne nalezace do rodziny
Runt

SARA - ang. SMAD anchor for receptor activation - biatko kotwiczace kompleks Smad2/3
i utatwiajace jego aktywacje przez receptor TGFf typu I

SBE - ang. Smad-binding element - sekwencja nukleotydowa CAGACA rozpoznawana przez
kompleks biatek R-Smad/Co-Smad

SDS-PAGE - ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis - elektroforeza w Zelu
poliakrylamidowym w obecnosci siarczanu dodecylosodowego

SGK1 - ang. serum and glucocorticoid-regulated kinase 1 - kinaza serynowo/treoninowa 1
regulowana przez surowice i glukokortykosterydy

SLC - ang. small latent complex - maty kompleks latentny sktadajacy sie z pro-TGFp zwigzanego
niekowalencyjnie z fragmentem LAP

Smad - ang. similar to mother against + mother against to decapentaplegic - cytoplazmatyczne
biatka efektorowe szlaku TGFf3

Smurfl,2 - ang. Smad ubiquitin regulatory factors 1,2 - biatka o aktywnoSci ligazy ubikwityny
odpowiedzialne za proteasomalng degradacje kompleksu receptorowego TGFf3/Smad7

Snaill/2 - czynniki transkrypcyjne o strukturze palcéw cynkowych kodowane przez geny SNAI1
i SNAI2 zaangazowane w przemiane nabtonkowo-mezenchymalng

SnoN - ang. Ski-realted novel gene isoform N - onkoproteina nalezaca do rodziny SKI (ang. Sloan-
Kettering Institute)



SNP - ang. single nucleotide polymorphism - polimorfizm pojedynczego nukleotydu

sol-BG - ang. soluble betaglycan - rozpuszczalna forma betaglikanu powstajaca w wyniku
proteolitycznego uwalniania jego domeny zewnatrzkomoérkowej

SP - ang. signal peptide - peptyd sygnalowy

SP1 - ang. specific protein 1 - czynnik transkrypcyjny oddziatujacy z sekwencjami bogatymi w pary
GC

TAB1/2/3 - ang. TAK1-binding protein 1/2/3 - biatka wiazace kinaze TAK1

TAK1 - ang. transforming growth factor B-activated kinase 1 - kinaza 1 aktywowana TGFf3
TAM - ang. tumor-associated macrophages - makrofagi zwigzane z guzem

T-box3 - czynnik transkrypcyjny kodowany przez gen TBX3

TGFB - ang. transforming growth factors B type superfamily - nadrodzina transformujacych
czynnikow wzrostu typu 3

TGFBRI - ang. TGFP receptor type I - receptory typu I nadrodziny czynnikow TGFf
TGFBRII - ang. TGFP receptor type II - receptory typu Il nadrodziny czynnikow TGF3

TGFBR1 - ang. TGFP receptor 1 - receptor typu I dla czynnikow TGFB1, TGFB2, TGFB3 (inaczej
ALKS5)

TGFBR2 - ang. TGFf receptor 2 - receptor typu Il dla czynnikéw TGFf1, TGFB2, TGFB3
Th1,17 - ang. T helper cells 1,17 - limfocyty pomocznicze
THBS1 - ang. thrombospondin 1 - trombospondyna 1

TIE - ang. TGFf inhibitory element - sekwencja nukleotydowa rozpoznawana przez kompleksy
biatek Smad

TIMP - ang. tissue inhibitor of metalloproteases - tkankowy inhibitor metaloproteaz
TLR - ang. toll-like receptor - receptor toll-podobny

TNFRSF - ang. tumor necrosis factor receptor superfamily - nadrodzina receptoréw btonowych
TNF

TNF-a - ang. tumor necrosis factor a - czynnik martwicy guzéw alfa

TP53 - ang. tumor protein 53 - gen supresorowy kodujacy biatko p53 o funkcji czynnika
transkrypcyjnego

TRAF6 - ang. TNF receptor associated factor 6 - biatkowy czynnik 6 wigzacy sie receptorami TNF
Treg - ang. regulatory T cell - regulatorowe limfocyty T

TRIP-Br2 - ang. transcriptional regulator interacting with the PHS-bromodomain 2 protein -
regulator transkrypcji

TrkB/NTRKZ2 - ang. tropomyosin related kinase B/tyrosine receptor kinase B/neurotrophic tyrosine
kinase, receptor, type 2 - receptorowa kinaza tyrozynowa B wigZzaca neurotroficzne czynniki
wzrostu

Twist - czynniki transkrypcyjne nalezgce do rodziny bHLH (ang. basic helix-loop-helix)
uPa - ang. urokinase-type plasminogen activator - urokinazowy aktywator plazminogenu
VDR - ang. vitamin D receptor - receptor witaminy D

VEGF - ang. vascular endothelial growth factor - czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego



WHO - ang. World Health Organiaztion - Swiatowa Organizacja Zdrowia
WNT/B-katenina - ang. wingless+integration/f-catenin - szlak sygnalizacyjny WNT/3-katenina

ZEB-1/2 - ang. zinc finger E-box-binding homeobox 1/2 - czynniki transkrypcyjne o strukturze
palcéw cynkowych
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1. Wstep
1.1. Rak endometrium
1.1.1. Epidemiologia

Rak endometrium - rak blony $luzowej trzonu macicy nalezy do jednych
z najczesciej diagnozowanych ginekologicznych nowotworéw ztosliwych u kobiet.
W 2012 roku liczba zachorowan na $wiecie na nowotwory trzonu macicy, wsrod
ktérych rak endometrium stanowi ponad 80%, zgodnie z danymi GLOBOCAN 2012
(http://globocan.iarc.fr; dostep z dnia 10/10/2016) wyniosta 319 605 przypadkéw,
podczas gdy Smiertelno$¢ 76 160 przypadkéw, co stanowito odpowiednio 4,8%
oraz 2,1% wszystkich zachorowan/zgonéw zwigzanych z chorobami
nowotworowymi. Cecha wyro6zniajacg nowotwory trzonu macicy jest znacznie
wyzszy odsetek wystepowania w krajach wysoko i $rednio rozwinietych. Sposrod
panstw europejskich najwyzsza zachorowalnos$¢, wyrazong za pomocg ,surowego”
wspotczynnika zachorowalnosci (ang. crude incidence rate), tj. liczby zachorowan
na 100 000 badanej populacji, obserwuje sie w Luksemburgu (43,8), a najnizsza
w Albanii (13,5). Dla Polski wspoétczynnik ten wynosi 29,8. Pod wzgledem liczby
zgondw najwyzszy wspotczynnik umieralno$ci notuje sie na Lotwie (12,4),
a najnizszy w Islandii (2,5), natomiast w populacji polskiej jest on na poziomie 6,6.
Statystyki dotyczace wystepowania nowotwordw trzonu macicy wsréd populacji
polskiej w odniesieniu do krajow Unii Europejskiej sa nieznacznie podwyzszone,
zarowno pod wzgledem zachorowalnosci, jak i umieralno$ci. Odpowiednio
wspoétczynniki zachorowalnos$ci/umieralnosci w przypadku Unii Europejskiej
wynosza 25,1 oraz 5,7 (Ryc. 1.1 A-B.) (Bray i wsp., 2013; Ferlay i wsp., 2014;
Ferlay i wsp., 2015).

W Polsce zapadalno$¢ na nowotwory trzonu macicy zajmuje czwartg
pozycje wsrdd choréb nowotworowych u kobiet, stanowiac 7,3% wszystkich
przypadkéw nowotwordéw, co przektada sie na 3% zgonéw (Ryc. 1.1 C.). Podobnie
jak w populacji $wiatowej, takze i w Polsce obserwuje sie zwiekszony odsetek
zachorowan na ten typ nowotworu u kobiet w wieku okoto- i pomenopauzalnym.
Ponad 90% zachorowan na nowotwory trzonu macicy wystepuje w grupie kobiet

po 50 roku zycia, a najwyzsza zachorowalno$¢ notuje sie miedzy szdéstg a sibdma



dekada zycia. Ryzyko zachorowania na raka trzonu macicy wykazuje tendencje
rosngca wraz z wiekiem az do konca siédmej dekady zycia, a nastepnie maleje.
Rozpatrujac liczbe zgonéw spowodowanych nowotworami trzonu macicy, ponad
98% zgondw dotyczy kobiet po 50 roku zycia, a najwyzszy odsetek zgonow
wystepuje w siddmej i 6smej dekadzie zycia. Wskaznik liczby zgonoéw do liczby
zachorowan na przyktadzie danych z 2013 roku wynosit 0,2 (Didkowska
i Wojciechowska, 2015). W Polsce wskaZznik 5-letnich przezy¢ pacjentek
ze zdiagnozowanym w latach 2000-2002 rakiem trzonu macicy wynidst 71,9%,
przy Sredniej wieku pacjentek réwnej 62 lata, powodujac skrdcenie oczekiwanego
czasu zycia o 15,2% (Wojciechowska i wsp., 2009). Zgodnie z danymi Krajowego
Rejestru Nowotworow przy Centrum Onkologii Instytut im. Marii Sktodowskiej-
Curie w Warszawie (http://onkologia.org.pl/k/epidemiologia; dostep z dnia
10/10/2016) w ciagu ostatnich trzech dekad nastgpit wyrazny, prawie dwukrotny
wzrost liczby zachorowan na raka trzonu macicy z 1827 przypadkéw w roku 1980
do 5706 w roku 2013, co odpowiadato wzrostowi standaryzowanego wzgledem
wieku wspotczynnika zachorowalnosci z 7,9 do poziomu 15,6 (Ryc. 1.1 D.).
Obserwowany wzrost tempa zapadalnosci dotyczy kobiet w Srednim (45-64 lat)
oraz dojrzatym wieku (powyzej 65 lat), przy niezmienionym, statym poziomie w
grupie kobiet mtodych (20-44 lat). Na przestrzeni minionych trzech dekad
nieznacznemu obniZzeniu ulegt natomiast wskaznik umieralno$ci, jednak
w znacznej mierze tendencja malejgca dotyczy tylko grupy kobiet w Srednim
wieku (45-64 lat). Smiertelnos¢ wséréd kobiet dojrzatych (powyzej 65 lat)

utrzymuje sie na do$¢ wyr6wnanym poziomie.

Wzrost zachorowalnos$ci w grupie kobiet powyzej 45 roku zycia, jest przede
wszystkim efektem postepujacego starzenia sie populacji polskiej. Zgodnie
z prognozami  Gtéwnego Urzedu Statystycznego na lata 2014-2050
(http://stat.gov.pl), pomimo spadku ogolnej liczby ludnosci w Polsce o prawie 4,55
mln (12%), do roku 2050 znaczaco wzros$nie, tj. 0 195,6% w pordéwnaniu do stanu
z 2013 roku, udziat w strukturze spotecznej ludzi powyzej 65 roku zycia.
Tym samym odsetek oso6b w tej grupie wiekowej zwiekszy sie w populacji polskie;j
z 14,7% do 32,7%. Jednocze$nie, wydtuzeniu ulegnie oczekiwana diugos¢ zycia,
ktéra w przypadku kobiet wzros$nie o 6,4 lat, wynoszac 87,5 lat w 2050 roku
(Waligoérska i wsp., 2014).
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Rycina 1.1. A) Zachorowania na nowotwory trzonu macicy w panstwach europejskich. B)
Zgony na nowotwory trzonu macicy w panstwach europejskich. C) Struktura
zachorowan/zgonéw na choroby nowotworowe w Polsce wsréd kobiet w 2013 roku. D)
Liczba zachorowan/zgonéw na nowotwory trzonu macicy w Polsce w latach 1980-2013.
(http://globocan.iarc.fr; Didkowska i Wojciechowska, 2015)



Potwierdzenie = pesymistycznych  prognoz  dotyczacych  wzrostu
zachorowania na nowotwory trzonu macicy w populacji polskiej stanowi
opracowany raport ,Prognozy zachorowalnos$ci i umieralno$ci na nowotwory
ztoSliwe w Polsce do 2025 roku” (Didkowska i wsp., 2009). Zgodnie
z przedstawionymi w nim danymi do roku 2025 w Polsce nastgpi ok. dwukrotny
wzrost liczby zachorowan na nowotwory trzonu macicy, przy jednoczesnym
niezmienionym lub nieznacznym wzroS$cie umieralnosci. Przewidywany wzrost
zachorowan na poziomie 2,3% rocznie, spowoduje w ciggu najblizszych dwéch
dekad zwiekszenie liczby zachorowan, szczegélnie w grupie kobiet w $rednim
(roczny wzrost o 1,8%) i w starszym (roczny wzrost o 3,1%) wieku. Szacuje sie,
ze do roku 2025 zachorowania na nowotwory trzonu macicy w ostatniej grupie
wiekowej wyniosg ponad 60% wszystkich przypadkéw. Umieralno$¢ na ten typ
nowotworu, poza niewielkim trendem spadkowym w grupie kobiet mtodych
(roczny spadek o 4,7%) oraz w S$rednim wieku (roczny spadek o 1,5%)
ijednocze$nie z niezmienionym odsetkiem zgonéw w grupie kobiet starszych
(rocznie spadek o 0,1%), bedzie stanowita do 2025 roku powyzej 80% zgonow

wsrdd grupy kobiet powyzej 65 roku zycia (Didkowska i wsp., 2009).

W zwigzku z powyzszym w najblizszej przyszto$ci nalezy oczekiwac
znacznego wzrostu liczby nowych przypadkow raka trzonu macicy w populacji
polskiej. Dlatego tez poznanie molekularnych podstaw rozwoju tego typu
nowotworu wydaje sie by¢ nie tylko interesujace ze wzgledéw poznawczych, lecz
przede wszystkim moze przyczyni¢ sie do opracowania nowych metod
diagnostycznych i prognostycznych, badz nowatorskich terapii

antynowotworowych.
1.1.2. Etiologia i czynniki ryzyka

Za pierwotny czynnik etiologiczny lezacy u podstaw zmian rozrostowych
endometrium oraz rozwoju raka uwaza sie dtugotrwalg i niezrownowazong
stymulacje estrogenowa (Key i Pike, 1988). Obserwowany hiperestrogenizm moze
mie¢ charakter zaréwno endogenny (bezwzgledny lub wzgledny), jak réwniez
egzogenny (Jesionek-Kupnicka i wsp. 2007; Krasner, 2009). Do gtéwnych
przyczyn hiperestrogenizmu endogennego naleza m.in, przewlekle cykle

bezowulacyjne (w nastepstwie zespotu policystycznych jajnikow), nadmierna
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konwersja androstendionu do estronu oraz aromatyzacja androgenéw
do estradiolu w tkance ttuszczowej, a takze obecno$¢ hormonalnie czynnych
nowotworéw (Bermont i wsp., 2001; Krasner, 2009; Wild i wsp., 2000). Egzogenna
stymulacja taka jak stosowanie hormonalnej terapii zastepczej niezrOwnowazonej
gestagenami w kontroli przebiegu menopauzy, badz leczenie tamoksyfenem
w przypadku raka piersi lub prewencyjnie u grupy pacjentek wysokiego ryzyka,
rowniez wiagze sie ze zwiekszong zachorowalno$ca na raka endometrium (Fisher
iwsp., 1994; Grady i wsp., 1995; Pike i wsp., 1997; Shapiro i wsp. 1985).
Udowodniono takze zwiekszong zachorowalno$¢ na nowotwory trzonu macicy
w przypadku kobiet, u ktorych wystapito wczesne menarche oraz pdzna
menopauza, nier0dztwo, nadciSnienie tetnicze, otytos$¢, cukrzyca, ekspozycja na
promieniowanie jonizujace w obrebie miednicy mniejszej oraz dobre warunki
socjoekonomiczne (Calle i wsp., 2003; Lochen i Lund, 1997; McCullough i wsp.,
2008; Renehan i wsp., 2008; Schouten i wsp., 2004; Soliman i wsp., 2006; von
Gruenigen i wsp., 2005). Natomiast czynnikami istotnie zmniejszajacymi ryzyko
rozwoju raka trzonu macicy s3: stosowanie antykoncepcji w postaci doustnej
i/lub wktadek domacicznych, wielodzietno$¢, cigza w starszym wieku oraz
estrogenowo-progesteronowa hormonalna terapia =zastepcza. Istniejg takze
doniesienia, wskazujace na nizsza czesto$¢ zachorowania na nowotwory trzonu
macicy zwigzang z paleniem papieroséw, zwlaszcza u kobiet w wieku
pomenopauzalnym (Beining i wsp., 2008; Beral i wsp., 2005; Hinkula i wsp., 2002;
Lambe i wsp., 1999; Zhou i wsp., 2008). Rozwéj raka endometrium moze réwniez
towarzyszy¢ zespotom choréb o podtozu genetycznym, tj. zespotowi Lyncha
(dziedziczny rak jelita grubego niezwigzany z polipowatoscia, HNPCC,
ang. hereditary non-polyposis colorectal cancer) lub zespotowi Cowdena, w ktérych
stwierdza sie mutacje w genach naprawy btednego parowania zasad MLH1, MSH2Z,
PMS2, MSH6 oraz fosfatazy PTEN (Bonadona i wsp., 2011; Eng, 2003; Meyer i wsp.,
2009; Zhou i wsp., 2002).

1.1.3. Typy kliniczno-patologiczne

Rak endometrium nalezy do grupy nowotworéw o zrdéznicowanym
pochodzeniu histopatologicznym, morfologii, drodze karcynogenezy oraz

przebiegu Kklinicznym. Precyzyjne okreslenie podtypu histologicznego raka



endometrium odgrywa decydujaca role o znaczeniu prognostycznym, jak réwniez
predykcyjnym. Obecny podzial nowotworéw endometrium pod wzgledem
kliniczno-patologicznym obejmuje dwa zaproponowane przez Bokhmana w 1983
roku typy, tj. typ | - rak endometrioidalny (ang. endometrioid type of endometrial
cancer) oraz typ Il - rak nieendometrioidalny (ang. non-endometrioid type
of endometrial cancer) (Ryc. 1.2.) (Bokhman, 1983). Podziat ten zostat oparty
na obserwacjach Kklinicznych oraz korelacji danych kliniczno-patologicznych.

Po6Zniejsze badania molekularne potwierdzity zasadno$¢ powyzszego podziatu.
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Rycina 1.2. Typy i charakterystyka kliniczno-patologiczne raka endometrium.

Rak endometrioidalny jest najczesciej wystepujacym typem raka trzonu
macicy i stwierdza sie go w 75-85% przypadkéw. Charakteryzuje sie w swej
morfologii wysokim podobienstwem do prawidtowej §luzéwki macicy, o obrazie
przylegajacych struktur gruczotowych z mala iloScig podscieliska. Jest to rak
wysoce zroznicowany o stopniach ztosliwosci wg WHO od 1 do 3. W przypadku
nizszego roznicowania komodrek nowotworowych obserwuje sie wzrost

komponenty litej wraz z towarzyszaca atypig. Ponadto, w preparatach



histopatologicznych zaklasyfikowanych do typu I mozliwe jest wystepowanie
cechy zroznicowania ptaskonabtonkowego lub Sluzowego. Rokowanie dla tego
typu nowotworéw jest pomyslne, jednakze uzaleznione jest ono od stadium
choroby w momencie postawienia diagnozy. U podstaw raka endometrioidalnego
lezy nadmierna ekspozycja btony $Sluzowej trzonu macicy na estrogeny, ktora
poczatkowo prowadzi do zmian rozrostowych (proste lub ztoZone bez atypii lub
z atypia). Zapierwotng zmiane przedrakowa uwaza sie atypowy rozrost
endometrium, ktéory w 25% przypadkéw pacjentek ulega przeksztatceniu
w zmiane nowotworowa. Obecno$¢ zmian nowotworowych stwierdza sie czesto
w badaniu histopatologicznym macicy usunietej z powodu rozrostu atypowego
endometrium. Najnowszy podziat wyrédznia dwie kategorie zmian rozrostowych
w obrebie endometrium, tj. tagodng hiperplazje hormonozalezng oraz potencjalnie
zto$liwg wewnatrznabtonkowa neoplazje endometrium (EIN, ang. endometrial
intraepithelial neoplasia). Lagodne zmiany hiperplastyczne cechuje poliklonalno$¢
komoérek w przeciwienstwie do zmian EIN, ktoére posiadaja monoklonalny
charakter i zwiekszajg ok. 45-krotnie ryzyko wystgpienia raka endometrium
(Bokhman, 1983; Burke i wsp., 2014; Hecht i wsp., 2005; Jesionek-Kupnicka i wsp.,
2007; Krasner, 2009; Mutter i wsp., 2007; Owings iQuick, 2014; Tavassoli
i Devilee, 2003).

Typ II raka endometrium obejmuje przede wszystkim raki surowicze
i jasnokomorkowe, cechujgce sie nizszg czestoScia wystepowania (10-20%),
gorszym  rokowaniem oraz nieznanym mechanizmem = powstawania,
niepoprzedzonym tak jak w przypadku raka endometrioidalnego stanem
przedrakowym, choc¢ istnieje poglad, wedtug ktérego za prekursora raka
surowiczego uznaje sie raka in situ (EIC, ang. endometrial in situ carcinoma).
Rozwo0j i progresja raka typu II niepoprzedzona jest zwiekszong ekspozycja
na estrogeny i dotyczy kobiet w poéZniejszym wieku. Pacjentki, u Kktérych
diagnozuje sie raki nieendometrioidalne sg Srednio od 5 do 10 lat starsze niz
w przypadku rozpoznania nowotwordw endometrium typu I. Nowotworom tym
przypisuje sie bezwzglednie trzeci stopien ztosliwosci w skali WHO. W wiekszosci
przypadkéw rak nieendometrioidalny wykazuje zmiany metastatyczne juz

w chwili rozpoznania, naciekajagc surowicowke macicy, jajowody badZz tworzac



ogniska wtoérne w otrzewnej (Bokhman, 1983; Burke i wsp., 2014; Liu, 2007;
Tavassoli i Devilee, 2003).

1.1.4. Klasyfikacja kliniczno-patologiczna
Klasyfikacja kliniczno-patologiczna raka endometrium obejmuje:

- typ histopatologiczny

- stopien histologicznej dojrzatosci G (ang. grading) (Gx; G1-G3)

- stopien zaawansowania kliniczno-patologicznego wg skali FIGO (fr. Fédération
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique) (FIGO I-1V)

- gleboko$¢ naciekania mieSniowki trzonu macicy (<50%; =50% gruboSci
mies$niowki trzonu macicy)

- obecno$¢ komorek nowotworowych w okolicznych weztach chtonnych

(nieobecne, obecne)

- ocene naciekania $§wiatta naczyn krwiono$nych (nienaciekajacy; naciekajacy)
Klasyfikacja histopatologiczna

Klasyfikacje histopatologiczng raka endometrium wg zalecen WHO

z uwzglednieniem typow Kkliniczno-patologicznych raka przedstawia tabela 1.1..

Tabela 1.1. Klasyfikacja histopatologiczna raka endometrium (Tavassoli i Deville, 2003;
Bokhman, 1983).

RAK ENDOMETRIUM

TYP KLINICZNO-

PATOLOGICZNY TYP HISTOLOGICZNY/WARIANT

gruczolakorak (adenocarcinoma)®:
typ | —rak e wydzielniczy (secretory variant)

endometrioidalny *

(endometrioid type

endometrial cancer)

urzesiony (ciliated variant)
e gruczotowo-kosmkowy (villoglandular variant)
e gruczolakorak ze zréznicowaniem ptaskonabtonkowym
(variant with squamous differentiation)
$luzowy (mucinus adenocarcinoma)

typ Il —rak
nieendometrioidalny
(non-endometrioid type

endometrial cancer)

surowiczy (serous adenocarcinoma)”
jasnokomorkowy (clear cell adenocarcinoma)”
ptaskonabtonkowy (squamous cell carcinoma)
mieszany (mixed adenocarcinoma)
przejsciowokomaorkowy (transitional cell carcinoma)
drobnokomorkowy (small cell carcinoma)
niezroznicowany (undifferentiated carcinoma)
carcinosarcoma (malignant mullerian mixed tumor)

# najczesciej wystepujacy



Stopien histologicznej dojrzatosci komorek nowotworowych

Proporcja  pomiedzy  sktadnikiem litym  nieptaskonabtonkowym
a komponentg gruczotowa raka endometrium okres$la stopien histologicznej
dojrzato$ci komoérek nowotworowych G, tzw. ,grading”. Wysoki poziom
zroznicowania komdrek nowotworowych determinuje nizsza ztosliwos¢ raka, tym
samym zwiekszajac szanse na pomys$lne rokowanie dla pacjentki. Skala
zréznicowania komoérek nowotworowych obejmuje nastepujace stopnie, tj. Gx -
stopien dojrzato$ci  histologicznej nie moze by¢ oceniony, G1 -
nieptaskonabtonkowe lite pola zajmuja do 5%, G2 - nieptaskonabtonkowe lite pola

stanowig od 6% do 50%, G3 - powyzej 50% guza to komponenta lita.
Ocena kliniczno-patologiczna wedtug skali FIGO

Skala zaawansowania kliniczno-patologicznego wg FIGO, dedykowana
nowotworom ginekologicznym, stanowi syntetyczny system oceny stopnia
zaawansowania raka endometrium. Uwzglednia ona zaréwno pierwotng
lokalizacje guza, obecno$¢ naciekania na struktury macicy oraz innych narzadéw,
obecno$¢ komoérek nowotworowych w okolicznych weztach chionnych, badz
wystepowanie odlegtych zmian przerzutowych. Aktualng zmodyfikowana
klasyfikacje wg FIGO wraz z odsetkiem 5-letnich przezy¢ przedstawia tabela 1.2..



Tabela 1.2. Klasyfikacja raka endometrium wg skali FIGO wraz z odsetkiem 5-letnich

przezy¢ (Edey i Murdoch, 2010; Pecorelli, 2009).

STOPIEN
ZAAWANSOWANIA CHARAKTERYSTYKA
wg FIGO !

PRZEZYWALNOSC
5-letnia [%]

[ rak ograniczony $cisle do trzonu macicy

85

rak nienaciekajgcy lub naciekajgcy miesniéwke
macicy ponizej potowy jej grubosci
rak naciekajgcy potowe lub wiecej grubosci
miesniowki macicy
rak ograniczony do macicy, naciekajgcy
podscielisko szyjki macicy?
M rak rozprzestrzeniajacy sie lokalnie i/lub regionalnie
rak naciekajgcy btone surowiczg trzonu macicy i/lub
A przydatkéw
B rak zajmujgcy pochwe i/lub przymacicze
rak przerzutujgcy do miednicznych i/lub
e okotoaortalnych weztéw chtonnych
rak przerzutujgcy do miednicznych weztéw
Nic1 chtonnych
rak przerzutujgcy do okotoaortalnych weztéw

=2 chtonnych z zajeciem lub nie weztéw miednicy

75

45

rak naciekajgcy pecherz moczowy i/lub $luzéwke
jelita grubego oraz/lub obecne odlegte przerzuty
rak naciekajgcy pecherz moczowy i/lub $luzéwke
IVA .
jelita grubego
rak przerzutujgcy do odlegtych narzgdow, .
VB narzgdow jamy brzusznej i/lub weztéw chtonnych

pachwinowych

25

1 stopnie dojrzatosci histologicznej G1, G2 lub G3; 2 wymagane potwierdzenie cytologiczne;

zacienienie — ostatnie modyfikacje klasyfikacji FIGO.

1.1.5. Heterogenno$¢ raka endometrium - dwa czy wiecej typow

klinicznych raka endometrium

Zaproponowany przez Bokhmana w 1983 roku dichotomiczny podziat raka

endometrium wydaje sie by¢ nieadekwatny w Swietle najnowszych badan

molekularnych prowadzonych dla tego typu nowotworu (Bokhman, 1983; Murali

iwsp., 2014). Zgodnie z aktualnym stanem wiedzy nowotwory endometrium

cechuja sie znaczng heterogennos$cia wystepujaca nie tylko pomiedzy kliniczno-
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patologicznymi  typami | i I, ft. rakiem endometrioidalnym
i nieendometrioidalnym, lecz réwniez w obrebie danego typu. Obserwowane
zr6znicowanie Kkliniczno-patologiczne wsréd pacjentek ze zdiagnozowanym
rakiem trzonu macicy oraz badania molekularne wskazuja na zasadnos¢
wydzielenia dodatkowych podtypoéw lub przegrupowanie juz istniejacych typow
klinicznych raka endometrium. Potrzebe opracowania nowego podziatu
potwierdzajg badania dotyczace zaré6wno oceny czynnikéw ryzyka,
przezywalnos$ci, zwigzkéw 2z obecno$cia zmian rozrostowych czy zmian
molekularnych, w szczego6lnosci w przypadku nowotwordw endometrioidalnych,
w ktorych stwierdzono niski stopien zréznicowania komérek nowotworowych
(G3EC, ang. G3 endometrioid carcinoma), stanowigcych 10-19% przypadkow raka
typu I. Kwestig sporng pozostaje jednak fakt, czy nowotwory G3EC stanowig
oddzielng kategorie, czy moze sg grupa posrednig miedzy typem I a typem II raka
endometrium. Voss i wsp. (2012) wykazali, ze rak G3EC nie wykazuje statystycznie
istotnych réznic w poréwnaniu z rakiem o histologii surowiczej
i jasnokomorkowej, zar6wno pod wzgledem wieku zachorowania pacjentek,
stadium Zaawansowania w momencie diagnozy, przezywalnosci,
jakicharakterystyki  immunohistochemicznej, tj. ekspresji  receptorow
dla sterydow (ER, ang. estrogen receptor; PR, ang. progesteron receptor)
oraz marker6w TP53 i Her-2. Z kolei badania Zannoniego i wsp. (2010) wskazuja
na posredni charakter nowotworéw G3EC. (Brinton i wsp., 2013; Voss i wsp., 2012;
Zannoni i wsp., 2010; Zannoni i wsp., 2012). Odstepstwa od cech klasyczych typow
raka endometrium wg Bokhama stwierdzono réwniez w przypadku nowotworéw
surowiczych uznawanych za prototyp raka typu II, gdzie ok. 2% nowotworéw
rozwija sie na podtozu zmian rozrostowych, a w 20% przypadkéw obserwuje sie
brak charakterystycznego dla tej grupy, gtebokiego naciekania mie$niowki trzonu
macicy (Soslow i wsp., 2007). Opracowanie nowej Kklasyfikacji klinicznej
nowotwordw endometrium z cala pewnosciag moze przyczynic¢ sie do modyfikacji
juz istniejgcych schematéw leczenia, jak réwniez stanowi¢ podstawg poszukiwania
nowych celéow terapeutycznych, skutkujac w dalszej perspektywie opracowaniem
terapii personalizowanych, dedykowanych nie tylko okreSlonemu typowi

nowotworu, lecz przede wszystkim konkretnemu pacjentowi.
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1.2. Sygnalizacja komoérkowa indukowana transformujacymi czynnikami

wzrostu typu 3
1.2.1. Nadrodzina transformujacych czynnikéw wzrostu typu 3

Nadrodzina transformujacych czynnikow wzrostu typu f (TGFS,
ang. transforming growth factors f type superfamily) to liczna grupa ligandéw
utrwalonych (ang. conserved) ewolucyjnie, o aktywnosci cytokin zaangazowanych
w inicjacje oraz regulacje réznorodnych proceséw komérkowych, fizjologicznych
i patologicznych. Sygnalizacja indukowana czynnikami TGFB warunkuje
prawidtowy rozwdj embrionalny oraz homeostaze tkankowg, w tym angiogeneze,
regeneracje tkanek, modulowanie odpowiedzi immunologicznej, przebudowe
macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM, ang. extracellular matrix), ruchliwos¢
komoérek, czy apoptoze zaré6wno w stanach fizjologicznych, jaki patologicznych,
aw szczegblnoSci podczas rozwoju, progresji iprzerzutowania nowotworéw
(Derynck i wsp., 2014; Derynck i Akhurst, 2007; Derynck i Miyazono, 2008; Li
i Flavell, 2008; Massague, 2008; Tian i wsp., 2011; Travis i Sheppard, 2014; Wu
i Hill, 2009; Zakrzewski, 2012). WyzZej wymienione procesy podlegaja S$cistej
kontroli przez czynniki TGFf3, a odpowiedZ komdérkowa uzalezniona od typu tkanki
i jej stanu fizjologicznego, moze stymulowac proliferacje, ré6znicowanie, migracje
komérek lub apoptoze. Plejotropowa aktywno$¢ szlaku sygnalizacyjnego
indukowanego czynnikami z nadrodziny TGFf3 jest odzwierciedleniem znacznego
stopnia zlozonos$ci przekazywanego za jego posrednictwem sygnatu. Ztozonos$¢
te obserwuje sie juz na poziomie ligandéw TGFf@, ktorych do tej pory
zidentyfikowano ponad 30. Za biatko prototypowe, od ktérego zaczerpnieto nazwe
catej nadrodziny, uznaje sie zidentyfikowany jako pierwszy pod koniec lat
siedemdziesigtych XX wieku, czynnik TGF (De Larco i Todaro, 1978; Moses i wsp.,
1981; Roberts i wsp., 1981). Jak wykazaly podzniejsze badania czynnik ten
wystepuje w komodrkach cztowieka w postaci trzech izoform, tj. TGFB1, TGF(2
i TGFB3, ktorych geny zlokalizowane sg na diugich ramionach odpowiednio
chromosoméw 19q13, 1q41 i 14q23-4, a podobienstwo sekwencji aminokwasowej
wynosi 71% - 80% (Moses i Roberts, 2008). Oprocz izoform czynnika TGF[
do nadrodziny TGFP naleza: aktywiny (ACTs, ang. actvins), inhibiny (INHs,

ang. inhibins), biatka morfogenetyczne kosci (BMPs, ang. bone morphogenetic
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proteins), czynniki wzrostu i réznicowania (GDFs, ang. growth and differentiation
factors), czynniki warunkujace asymetrie lewo-prawg (nodal ilefty), czynnik
MIS/AMH (ang. Miillerian-inhibiting substance/anti- Miillerian hormone) oraz
czynniki neurotroficzne pochodzace z komdrek glejowych (GDNFs, ang. glial cell-
derived neurotrophic factors) (De Caestecker M., 2004; Derynck i Miyazono, 2008;
Miyazono i wsp., 2005; Saarma, 2000; Shi i Massague, 2003). Wsp6lng cecha
czynnikéw TGFf jest ich synteza w postaci pre-probiatka, dimeryczna struktura
postaci natywnej oraz wystepowanie w strukturze pierwszorzedowej aktywnych
ligandow utrwalonego ewolucyjnie motywu sktadajacego sie z 6 do 12 reszt
cysteiny, okreslanego jako wezet cysteinowy (CK, ang. cysteine knot). Analizujac
sekwencje aminokwasowe motywu CK czynnikow nadrodziny TGFB wyro6znic
mozna dwie podrodziny, tj. TGFs/ACTs/INHs/lefty/GDF-8(miostatyna)/GDNF/
MIS oraz BMP/GDF/nodal (Galat, 2011). Obecno$¢ wezla cysteinowego
odpowiedzialna jest za formowanie homo- i heterodimer6éw czynnikéw TGFf3, a ich
aktywna forma ma mase czasteczkowa ok. 25 kDa. Proces biosyntezy, modyfikacji
potranslacyjnych oraz sekrecji dojrzatej formy czynnikow nadrodziny TGFf(3
przebiega etapowo. Nowo zsyntetyzowane monomeryczne pre-probiatko o m.cz.
ok. 75kDa (390-412 aa) sktada sie poczawszy od N-konca z 29 aminokwasowego
peptydu sygnatowego (SP, ang. signal peptide), 249 aminokwasowej prodomeny
LAP (ang. latency-associated peptide) oraz 112 aminokwasowego monomeru TGF[3
(Derynck i wsp., 1985; Gentry i Nash, 1990; Gray i Mason, 1990; Tirado-Rodriguez
i wsp.,, 2014). W pierwszej kolejnosci nastepuje usuniecie fragmentu SP oraz
dimeryzacja pozostatych fragmentow probiatka za pomoca trzech mostkow
disiarczkowych, utworzonych miedzy resztami cystein w pozycjach 223, 226, 356.
Nastepnie tak powstaty dimer o masie ok. 110 kDa ulega proteolitycznemu cieciu
przez proteaze furynowa w biegunie trans aparatu Golgiego. Jednakze uwolnione
fragmenty LAP pozostaja niekowalencyjnie zwigzane w dimerze pro-TGFj,
tworzac maty kompleks latentny (SLC, ang. small latent complex). Sekrecje
natywnych czynnikow TGFf3 do ECM poprzedza formowanie duzego kompleksu
latentnego TGF( (LLC, ang. large latent TGFf3 complex), ktore nastepuje przez
zwigzanie mostkami disiarczkowymi SLC z biatkiem LTBP (ang. latent TGFf
binding protein). Przytaczenie biatka LTBP odpowiada za czasowg inaktywacje

LLC, wydtuzenie jego okresu pottrwania oraz magazynowanie czynnikéw TGFf3

13



w przestrzeni  zewnatrzkomoérkowej,  poprzez  bezposrednig interakcje
z komponentami ECM, tj. fibryling 1 oraz fibronektyna. Ponadto obecny w C-koncu
sekwencji aminokwasowej LAP motyw RGD (Arg-Gly-Asp) umozliwia wigzanie sie
LLC z integrynami (Keski-Oja i wsp., 2004; Munger i Sheppard, 2011; Rifkin, 2005;
Todorovic i wsp., 2005). Aktywacja dimeréw TGFf3 nastepuje gtéwnie na drodze
proteolitycznego ciecia LLC i moze zachodzi¢ przy udziale plazminy,
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej 11 9 (MMP1, MMP9, ang. matrix
metaloproteinase 1,9) oraz biatka morfogenetycznego kosci 1 (BMP1)
o aktywnoS$ci metaloproteinazy, nienalezagcego do rodziny TGFB. Innymi
czynnikami mogacymi aktywowa¢ TGFB sa trombospondyna 1 (THBSI,
ang. thrombospondin 1), kwas retinowy, zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow
(bFGF, ang. basic fibrblasts growth factor), jak rowniez reaktywne formy tlenu
(ROS, ang. reactive oxygen species) oraz niskie pH w ECM (Annes i wsp., 2003;
Hyytiainen i wsp., 2004; Poniatowski i wsp., 2015; Tirado-Rodriguez i wsp., 2014).

1.2.2. Kanoniczna sygnalizacja komdrkowa indukowana czynnikami

TGFB

Kanoniczna sygnalizacja komérkowa indukowana ligandami nalezgcymi
do nadrodziny TGF@ zachodzi przy udziale wysoce specyficznych receptorow
o aktywnos$ci kinaz serynowo/treoninowych, ktérych ekspresje stwierdza sie
w wiekszos$ci typow komorek cztowieka. Receptory TGF naleza do glikoprotein
przezbtonowych 0 wyraznie zaznaczonym regionie N-koncowym
odpowiedzialnym za wigzanie ligandéw, pojedynczym fragmencie transbtonowym
oraz C-koncowym regionie cytoplazmatycznym, w ktérym zlokalizowana jest
domena kinazowa. Podobienstwo strukturalne oraz funkcjonalne receptoréw
TGFpB, pozwolito na wydzielenie w ich obrebie dwdch podtypdw, tj. receptorow
TGFB typu I oraz receptorow TGFB typu II (Massague i Gomis, 2006). Cecha
strukturalng odrdzniajaca receptory typu I od receptoréw typu II jest obecnos¢
wich sekwencji 30-aminokwasowego motywu GS (ang. GS region) bogatego
w reszty glicyny i seryny (Thr-Thr-Ser-Gly-Ser-Gly-Ser-Gly), ulokowanego powyzej
domeny kinazowej, ktéry peini funkcje regulatorowa (Franzen i wsp. 1995;
Okadome i wsp., 1994; Wieser i wsp., 1995). W genomie cztowieka
zidentyfikowano siedem genéw kodujacych receptory typu I, a ich produkty
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biatkowe okreslane sg w literaturze jako ALK1-7 (ang. activin receptor like-
kinases), przy czym w przypadku receptora ALK5 stosowany jest akronim TGF@R1.
W  przeciwienstwie do receptoréw typu I, receptory typu II wykazuja
konstytutywng aktywno$¢ domeny kinazowej, ktdrej stopien homologii sekwencji
aminokwasowej z receptorem typu [ wynosi 41%. Zidentyfikowanych zostato pie¢
receptoréw typu II, tj. ActRIl, ActRIIB (ang. activin receptor type II, IIB), BMPRII
(ang. bone morphogenetic protein receptor type II), MISRII/AMHRII
(ang. Miillerian-inhibiting substance receptor type Il/anti- Miillerian hormone
receptor type IlI) oraz TGFBR2 (ten Dijke i Hill, 2004). W tabeli 1.3. przedstawiono
receptory oraz ligandy Sciezki sygnatowej TGF(.

Tabela 1.3. Receptory i ligandy szlaku TGFB (Zakrzewski, 2012).

RECEPTORY LIGANDY
Typu |

ALK1 aktywina A, BMP-9, TGFB1, TGFp3
aktywina A, BMP-6, BMP-7, MIS/AMH, TGFB1, TGFp2,

ALK2
TGFB3

ALK3 (BMPRIa) BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7

ALK4 aktywina A, GDF-1, GDF-11, nodal

TGFBR1 (ALKS5) TGFB1, TGFB2, TGFR3
BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, GDF-5, GDF-6, GDF-9b,

ALK6 (BMPRIb) MIS/AMH

ALK7 nodal

Typu ll

ACtRII aktywina A, BMP-2, BMP-6, BMP-7, GDF-1, GDF-5, GDF-8,
GDF-9b, GDF-11, inhibina A, inhibina B

ActRIlb aktywina A, BMP-2, BMP-6, BMP-7, GDF-5, GDF-8, GDF-11,
inhibina A, inhibina B, nodal

BMPRII BMP-2, BMP-4, BMP-6, BMP-7, GDF-5, GDF-6, GDF-9b

MISRIIVJAMHRII MIS/AMH

TGFBR2 TGFB1, TGFB2, TGFR3

Pomocnicze

BMP-2, BMP-4, BMP-7, GDF-5, inhibina A, inhibina B
TGFB1, TGFR2, TGFR3

ENDOGLINA (CD105) aktywina A, BMP-2, BMP-7, TGFB1, TGFR3

CD109 TGFB1, TGFR3

BETAGLIKAN (TGFBR3)

W przypadku braku natywnych ligandéw receptory obu typéw moga
wystepowaé w btonie komdérkowej zaré6wno w postaci homo- (TGFBR1:TGFBR1;
TGFBR2:TGFBR2), jak i heterodimeréw (TGFBR1:TGFBR2), jednakze jedynie forma
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heterotetrameryczna receptorow (TGFBR1:TGFBR2): wykazuje zdolno$¢
aktywowania swoistych biatek efektorowych (Huang i wsp. 2011). Aktywacja
kanonicznego szlaku TGF( nastepuje w momencie zwigzania sie dimerycznego
ligandu TGF z dimerem receptora TGF( typu I, ktory posiadajac konstytutywna
aktywnos$¢ kinazowa ulega autofosforylacji. Do tak powstatego kompleksu TGFf3-
TGFBR2 przytaczany jest dimer receptora TGFBR1, ktoéry nastepnie jest
fosforylowany na resztach seryny i treoniny obecnych w regionie GS, przez
zaktywowany receptor TGFBR2. Za przytaczanie receptoréow TGFB typu I
odpowiedzialne sg zmiany konformacyjne struktury receptora TGFf typu II
zachodzace po zwigzaniu ligandéow. Na skutek zmiany konformacji receptoréow
TGFBR1 nastepuje odigczenie od jego centrum aktywnego biatka FKBP12
(ang. immunophilin 12-kd FK506 binding protein) i aktywacja domeny kinazowej
(Huse i wsp., 1999; Kang i wsp., 2009). Niektdére sposrdéd ligandéw nalezacych
do nadrodziny TGFB wykazuja powinowactwo do wiecej niZ jednego receptora
typu Il oraz typu I, co thumaczy plejotropowa role sygnalizacji TGF3 w komoérkach
prawidlowych oraz stanach patologicznych (Drabsch i ten Dijke, 2011; Drabsch
i ten Dijke, 2012; Oshimori i Fuchs, 2012; Travis i Sheppard, 2014).

Zainicjowany w powyzszy sposob w ECM sygnat przekazywany jest
w dalszym etapie przez receptory TGF[ typu I na biatka cytoplazmatyczne Smad
(ang. similar to mother against + mother against to decapentaplegic). W komoérkach
cztowieka identyfikuje sie osiem biatek efektorowych Smad, zgrupowanych
w trzech podklasach, tj. receptorowe R-Smad (ang. receptor-activated Smad),
posredniczace Co-Smad (ang. common-mediators Smad) oraz inhibitorowe I-Smad
(ang. inhibitory Smad). Aktywacja okreslonych biatek R-Smad nastepuje w wyniku
ich fosforylacji przez receptory TGFf typu I ijest uzalezniona od rodzaju ligandu
inicjujacego sygnalizacje. Do przedstawicieli R-Smad nalezg biatka Smad1l, 5 i 8,
ktére ulegajg aktywacji pod wptywem czynnikéw BMP oraz biatka Smad2 i 3
posredniczace w przekazywaniu sygnatu pochodzacego od czynnikow TGFf3 oraz
aktywin (Principe i wsp., 2014; ten Dijke iHill, 2004). Biatka R-Smad ponadto
oddziatujg z wieloma biatkami petnigcymi funkcje opiekuncza (ang. chaperon
proteins), warunkujacymi przytaczanie sie RSmad do kompleksu receptorowego
TGFB oraz ich aktywacje. Biatkami odpowiedzialnymi za deponowanie
i odpowiednig lokalizacje R-Smad w cytoplazmie sa m.in., biatka SARA (ang. SMAD
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anchor for receptor activation), endofiny oraz ERBIN (ang. ErbbZ2-interacting
protein) (Drabsch i ten Dijke, 2012; Massague i Gomis, 2006; Miyazono i wsp.,
2010; Sflomos i wsp., 2011; Shi i wsp., 2007; Tsukazaki i wsp., 1998).

Z aktywowanym kompleksem biatek R-Smad wigZze sie biatko Smad4
petniace funkcje posredniczacego Co-Smad. Nastepnie heterotrimery R-Smad/Co-
Smad ulegaja translokacji do jadra komoérkowego, gdzie w sposéb bezposredni
lub posrednio w potaczeniu z innymi biatkami, peinig funkcje czynnikow
transkrypcyjnych, modulujac ekspresje genéw zaleznych od czynnikéw TGF(
(Ryc. 1.3.) (Ranganathan i wsp., 2007).

MACIERZ ZEWNATRZKOMORKOWA  Aktywacja

LTBP /

LAP TGFR

TGFRR2/TGFRR1 TGFRR2/ALK1

Duzy kompleks latentny
-LLC

Smad2/3 Kompleks

Smad1/5/8
w ma

Maty kompleks Smad4Q

latentny - SLC Smad4

Kompleks
i R-Smad + Co-Smad

JADRO KOMORKOWE Czynniki transkrypcyjne

CYTOPLAZMA

Rycina 1.3. Kanoniczna sygnalizacja indukowana czynnikami TGFB; wyjasnienie skrotow
w tekscie (Zakrzewski, 2012).

Regulacja ekspresji genéw za posSrednictwem biatek Smad odbywa sie
poprzez oddzialywanie ich domeny MH1 (ang. mad-homology domain 1)
z sekwencja CAGACA, okres$lang jako SBE (ang. Smad-binding element), badz
z sekwencjami bogatymi w pary GC okreSlanymi, jako motywy BRE (ang. BMP-
response element). Biatka Smad stanowig réwniez kofaktory takich czynnikow

transkrypcyjnych jak FOX (ang. forkhead box), HOX (ang. homedomain box), RUNX
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(ang. runt-related transcription factor box), E2F, AP1 (ang. activator protein 1),
CREB/ATF (ang. cAMP response element binding protein/activating transcription
factors), czy czynnikdw transkrypcyjnych zawierajacych domeny o strukturze
palcow cynkowych, w tym Evi-1 (ang. ecotropic virus integration site 1 protein
homolog), Snaill/2 (czynniki transkrypcyjne kodowane przez geny SNAI1 i SNAIZ)
oraz ZEB-1/2 (ang. zinc finger E-box-binding homeobox 1/2) (Dennler i wsp., 2002;
Drabsch i ten Dijke, 2012; Heldin i Moustakas, 2012; Massague i Gomis, 2006;
Oshimori i Fuchs, 2012). Zestawienie wybranych biatek, ktérych ekspresja
regulowana jest aktywnoScig szlaku sygnalizacyjnego TGF( na drodze Smad-
zaleznej, a takze ich zaangazZowanie w poszczegdlne procesy komorkowe
przedstawia tabela 1.4.

Tabela 1.4. Procesy komérkowe oraz wybrane biatka w nie zaangazowane podlegajace

regulacji transkrypcyjnej przy udziale sygnalizacji TGFB (na podstawie Massague
i Gomis, 2006).

ZNACZENIE AKTYWACJA RESPRESJA

IL11, VEGF, CTGF, Jagged 1,

regulacja parakrynna folistatyna 3, ANGPTL4

IL1B, IL2, BMP4

BMPRII, VDR, EphB2, Cdc42EP3,

sygnalizacja komorkowa  pp) 1) \iEKa, SGKI,

LDLR, PGE-R4, BAR-2

reaulacia transkrvpcii Ets-2, c-Jun, JunB, ATF3, Smad2, Smad4, C/EBPJ,
9 J ypel GADDA45a/B, Pim1 MRG1, TRIP-Br2
lacj kl .
regutacja cykiu p21CiPL p15inkad c-Myg, Id1, 1d2, 1d3

komérkowego

PAI-1, uPa, Col VI-Al, ADAM19,

ECM
przebudowa EC integryna a5, integryna 31

Smurfl, Smurf2, Smad7, SnoN,

sprzezenie zwrotne LEMD3

T-box3, MN1, IER3, IgA, OVOLA1,

ozostate ;
P transferaza sialowa 4A

sprouty2, IAP-3

Kanoniczna sygnalizacja TGFf podlega negatywnej regulacji, za ktéra
odpowiedzialne sg biatka [-Smad, tj. Smad6 oraz Smad7. Biatka I[-Smad
przeciwienstwie do biatek R-Smad i Co-Smad w swej strukturze nie zawierajg
domeny MH1 odpowiedzialnej za rozpoznawanie sekwencji DNA oraz aktywnos¢
transkrypcyjna. Obecna natomiast domena MH2 warunkuje wigzanie sie biatka
Smad7 z receptorami TGF@, tym samym wspotzawodniczac z biatkami R-Smad

o centrum aktywne receptora TGFf typu I. Zwigzany z biatkiem Smad7 receptor
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TGFB typu 1 kierowany jest na droge ubikwitynozaleznej proteolizy
w proteasomach, w ktorej posredniczg biatka Smurf (ang. Smad ubiquitin
regulatory factors). Podobnie sygnalizacje komo6rkowa TGF hamuje biatko Smadé,
ktére wiazac sie z biatkiem Smad4 ogranicza formowanie sie kompleksow
Smad1/Smad4 (David i wsp., 2013; Dennler i ten Dijke, 2002; Itoh i ten Dijke,
2007; Zhao i Chen, 2014).

1.2.3. Niekanoniczna sygnalizacja TGFf3

Sygnalizacja indukowana czynnikami TGFB moze roéwniez przebiegac
na drodze niekanonicznej, w sposéb niezalezny od biatek Smad. Aktywowane,
po zwigzaniu ligandow TGFf, receptory typu I oraz Il moga przekazywac sygnat
do jadra komérkowego za posrednictwem biatek efektorowych innych $ciezek
sygnatlowych, w tym szlaku kinaz aktywowanych mitogenami (MAPK,
ang. mitogen-activated protein kinases), tj. ERK1/2 (ang. extracellular signal-
regulated kinases 1/2), JNK (ang. c-Jun N-terminal kinase), p38 (ang. protein 38
kDa); szlakdéw zaleznych od biatek Rho (ang. Ras homologous) nalezacych
do matych biatek G (ang. small GTPase proteins) oraz szlaku PI3K/Akt
(ang. phosphatidylinositol-3-kinase/mouse bred Ak+thymoma) (Kardassis i wsp.,
2009; Mu i wsp., 2012; Zhang, 2009) (Ryc. 1.4.)

TGFRR2/TGFRR1

MACIERZ ]
ZEWNATRZKOMORKOWA

NIEKANONICZNA

-

KANONICZNA

R-Smad

A

Co-Smad Q

MAPSK

A, Rac1
Cdc42, Ras

CYTOPLAZMA

ERK1/2

JNK
p38 MAPK

ZMIENIONA EKSPRESJA GENOW
efekt cytostatyczny
apoptoza
odpowiedz immunologiczna
angiogeneza
EMT

JADRO KOMORKOWE

Rycina 1.4. ,,Cross-talk” sygnalizacji indukowanej czynnikami TGFf z wybranymi szlakami
komoérkowymi (Tian i wsp., 2011); wyjasnienie skrotow w tekscie.
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Kaskada TGF na drodze zaleznej od bialek Smad wykazuje réwniez
oddziatywanie (ang. cross-talk) z innymi szlakami komdérkowymi, w tym
ze szlakiem kinaz MAPK/ERK, WNT/@3-katenina (ang. wingless+integration/f3-
catenin), Hedgehog, PI3K/Akt, NOTCH. Ponadto jej aktywno$¢ modulowana jest
dziataniem cytokin, ktore tak jak interferon y (INF-y, ang. interferon Yy)
oraz czynnik martwicy guzéw o (TNF-a, ang. tumor necrosis factor «)
odpowiedzialne sg za aktywacje ekspresji biatkek I-Smad (Akhurst i Hata, 2012;
Guo i Wang, 2009; Ikushima i Miyazono, 2012) (Ryc. 1.4.).

Powyzsze interakcje, niezaleznie od drogi ich indukdji, tj. z udziatem lub bez
biatek efektorowych Smad, moga mie¢ réznorodny charakter. Oddziatywania
te moga zachodzi¢ w sposéb bezposredni, w wyniku enzymatycznej modyfikacji
komponentéw szlakdw sygnalizacyjnych, badZz regulacji ekspresji zar6wno
ich ligandow, jak i pozostatych biatek uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu.

(Talari Czyz, 2013; Tian i wsp., 2011).
1.2.4. Receptory pomocnicze kaskady TGF

Réznorodno$¢ mechanizméw komorkowych, bedacych niejednokrotnie
przeciwstawnymi sobie procesami pozostajacymi pod Kkontrolg szlaku
sygnalizacyjnego TGFf, jest wynikiem jego ztozono$ci zaréwno na poziomie
ligandoéw, jak i specyficznych wzgledem nich receptoréw, a takze zaangazowaniu
w sygnalizacje TGF[3 biatek petnigcych funkcje receptoréw pomocniczych (ang. co-
receptors, accessory receptors, auxilliary receptors), okreslanych w literaturze jako
receptory TGF( typu III (Bernabeu i wsp., 2009; Kirkbride i wsp., 2005; Mythreye
i Blobe, 2009a). Gléwnag rolag receptoréw pomocniczych, jest modulowanie
przekaznictwa komérkowego na etapie inicjacji sygnalizacji poprzez
prezentowanie dimerdow czynnikow TGFf3 ich dedykowanym receptorom typu I
oraz typu Il. Z racji pelnionej funkcji receptory pomocnicze TGF{3 naleza do biatek
przezbtonowych lub zakotwiczonych w blonie komoérkowej za pomoca reszt
glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI, ang. glicosylphosphatidylinositol), a ich
wspoélng cechg jest brak motywoéw strukturalnych o aktywno$ci enzymatycznej
(Gatza i wsp., 2010; Massague i Gomis, 2006). Do tej pory zidentyfikowanych
zostato kilka biatek zaliczanych do receptoréw pomocniczych kaskady TGF}.

Naleza do nich betaglikan (TGFBR3), endoglina (antygen powierzchniowy CD105,
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ang. cluster of differentiation 105), antygen powierzchniowy CD109 (ang. cluster of
differentiation 109), RGMa (ang. repulsive guidance molecule a), DRAGON (RGMb),
hemojuvelina (RGMc), a takze CRIPTO (Babitt i wsp., 2005; Babitt i wsp., 2006;
Finnson i wsp., 2006; Fonsatti i wsp., 2001; Kenney i wsp., 2004; Lopez-Casillas
iwsp., 1991; Samad i wsp., 2005; Wakefield i Hill, 2013). Sposr6d wymienionych
receptoréw  pomocniczych tylko betaglikan, endoglina oraz antygen
powierzchniowy CD109 zaangazowane sg w sygnalizacje pochodzaca od izoform
czynnika TGF (Bernabeu i wsp. 2009; Finnson i wp., 2006; Mokrosinski
i Krajewska, 2008; Mythreye i Blobe, 2009a).

Endoglina jest homodimeryczng przezbtonowg glikoproteing o m. cz. 180
kDa wykazujaca wysoki stopien powinowactwa do betaglikanu. Odgrywa ona
istotng role w waskulogenezie oraz angiogenezie, a jej nasilong ekspresje
obserwuje sie zwtaszcza w proliferujgcym $rédbtonku  naczyniowym
pod wptywem hipoksji oraz w makrofagach, komorkach podscieliska, komoérkach
mies$ni gtadkich i syncytiotrofoblascie (Dallas i wsp., 2008; Tian i wsp., 2010).
Znaczenie endogliny dla drugiego z wymienionych proceséw zaznacza sie
wyraznie w progresji i przerzutowaniu nowotworow, ktére nieodzownie zwigzane
sa z nasilong angiogeneza (Rosen i wsp., 2014; ten Dijke i wsp., 2008).
Proangiogenna rola endogliny w transformacji nowotworowej ma zwigzek
z poSredniczeniem w sygnalizacji indukowanej izoformg TGFB1, w stosunku
do ktorej wykazuje najwyzszy stopien powinowactwa (Lebrin i wsp., 2004;
Zakrzewski 1 wsp., 2011). Indukcja sygnalizacji TGFB/ALK1 prowadzi
do stymulacji proliferacji oraz migracji komorek S$rdédbtonka, podczas gdy
aktywacja szlaku TGFB/TGFBR1 ma dziatanie przeciwstawne (Goumans i wsp.,
2002; Lebrin i wsp., 2004). Jednakze w przypadku komoérek nowotworowych
endoglina hamuje ich ruchliwo$¢ za posrednictwem kompleksu receptora ALK2

i biatka Smad1 (Crafti wsp., 2007; Romero i wsp., 2010).

Antygen powierzchniowy CD109 jest biatkiem o m. cz. 180 kDa nalezacym
do rodziny AMCOM (ang. a2-macroglobulin/complement gene family) (Lin i wsp.,
2002). Ekspresje jego stwierdza sie na powierzchni aktywowanych ptytek krwi
ilimfocytow T, w komdrkach krwiotwdrczych i progenitorowych subpopulacji

CD34+ oraz w komorkach $rdédbtonka (Curtis i McFarland, 2014).
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W przeciwienstwie do betaglikanu i endogliny, w strukturze antygenu CD109 nie
stwierdza sie regionu przezbtonowego, dlatego tez do jego zakotwiczenia w btonie
komorkowej niezbedna jest kotwica GPI (ang. glicosylphosphatidylinositol anchore)
(Tam i wsp., 2003). Sekwencja aminokwasowa antygenu CD109 cechuje sie niskim
stopniem homologii z betalikanem oraz endogling. Podobnie jak endoglina antygen
CD109 wykazuje zr6znicowang zdolno$¢ wigzania izoform TGFf, sposrdd ktérych
najsilniej oddziatuje z czynnikiem TGFB1, nieco stabiej zizoforma TGF(33,
jednoczes$nie nie wykazujac powinowactwa do izoformy TGFB2. Przekazywanie
sygnatu TGFf3 za posrednictwem antygenu CD109 podlega proteolitycznej regulacji
przy udziale furyny (Hagiwara i wsp., 2010). Antygen CD109 petni funkcje
hamujgcg sygnalizacje TGFB, ktora szczegélnie zarysowuje sie w przypadku
izoformy TGFB1. Nadekspresja antygenu CD109 prowadzi do obniZenia poziomu
fosforylacji biatek efektorowych Smad2/3, co skutkuje zahamowaniem
antyproliferacyjnej roli izoformy TGFB1. Mechanizmem odpowiedzialnym
za supresje sygnalizacji indukowanej czynnikiem TGFf1 jest zalezna od kaweoliny
internalizacja aktywowanych receptoréow TGFp, prowadzaca w efekcie do ich
degradacji w proteasomach (Bizet i wsp., 2011). Ponadto antygen CD109 moze
tworzy¢ heterokompleksy z receptorami TGF( typu I oraz II, zar6wno w obecnosci,
jak i braku ligandéw TGFf, a takze wigza¢ jeden z receptoréw pomocniczych,

tj. betaglikan (Finnson i wsp., 2006).

Jednak nadal najlepiej poznanym zaroéwno pod wzgledem strukturalnym jak
i funkcjonalnym receptorem TGFB typu IIl pozostaje odkryty najwcze$niej
betaglikan. W przeciwienistwie do pozostatych receptoré6w pomocniczych TGFf
ekspresje betagliaknu stwierdza sie w wiekszosci typow komodrek czlowieka,
aobecna wiedza dotyczaca jego udziatu w sygnalizacji TGFB wykracza
zdecydowanie poza pierwotnie opisang jego role, jako receptora pomocniczego
tego szlaku (Allison i wsp., 2015; Bilandzic i Stenvers, 2011; Gatza i wsp., 2010;
Kang i wsp., 2009; Lee i wsp., 2010; Meyer i wsp., 2014; Mythreye i Blobe, 2009a;
Mythreye i Blobe, 2009b; You i wsp., 2009).
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1.2.5. Betaglikan - struktura i funkcja

Betalglikan (TGFBR3) jest pierwszym zidentyfikowanym w drugiej potowie
lat osiemdziesigtych XX wieku biatkiem petnigcym funkcje receptora TGFf typu IlI
(Cheifetz i wsp., 1988b). Betaglikan kodowany jest przez gen TGFBR3
zlokalizowany na krotkim ramieniu chromosomu 1p33-p32
(http://www.ensembl.org; ENSG00000069702). w jego sekwencji
scharakteryzowane zostaty dwa promotory, tj. proksymalny oraz dystalny,
znajdujace sie odpowiednio w odlegtosci ok. 25 kpz oraz 45 kpz powyzej kodonu
start ATG, apowstajace transkrypty rdznig sie dtugoscia sekwencji 5’-UTR
(ang. 5’-untranslated region) (Hempel i wsp. 2008). Ekspresja betaglikanu
w wiekszosci typéw komorek zachodzi przy udziale promotora proksymalnego,
natomiast promotor dystalny pozostaje nieaktywny w wyniku jego metylacji.
Produkt biatkowy genu TGFBR3 jest homodimerycznym proteoglikanem
sktadajacym sie z 851 reszt aminokwasowych, w strukturze ktoérego wyroznia sie
wyraznie zaznaczong domene zewngatrzkomorkowg, pojedynczy helikalny
fragment przezbtonowy oraz krétka 42 aminokwasowg domene cytoplazmatyczng
(Lopez-Casillas i wsp.,, 1991; Moren i wsp., 1992). Jak wykazaty badania
z wykorzystaniem mutagenezy kierunkowej, domena zewnetrzkomérkowa
betaglikanu, liczaca 785 reszt aminokwasowych, jest zrdznicowana strukturalnie.
W jej obrebie wyrédznia sie region dystalny wzgledem btony komoérkowej
zlokalizowany miedzy resztami aminokwasowymi 1-380 (N-koniec domeny
zewnetrzkomorkowej o m.cz. 45 kDa) oraz region proksymalny potozony miedzy
resztami aminokwasowymi 430-785 (C-koniec domeny zewnetrznej o m.cz. 55
kDa), ktore potaczone s3 50 aminokwasowym tacznikiem o nieuorganizowane;j
strukturze (Mendoza i wsp., 2009). Sekwencja regionu dystalnego jest wysoce
homologiczna wzgledem innego z receptoré6w pomocniczych TGFp, tj. endogliny
i okre$lana jest jako domena E (ang. endoglin-related domain), podczas gdy region
proksymalny wykazuje podobienstwo strukturalne do rodziny biatek ZP (tac. zona
pellucida) ostonki przejrzystej oocytu, tektoryny oraz uromoduliny (domena ZP).
(Esparza-Lopez i wsp., 2001; Jovine i wsp. 2005; Lopez-Casillas i wsp., 1994).
Domena ZP wystepuje w biatkach ECM, warunkujac ich polimeryzacje
zwytworzeniem  dlugich  struktur przypominajacych  witokienka oraz
oddziatywanie z innymi biatkami (Jovine i wsp. 2004). Jednak w przypadku
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betaglikanu domena ta pozbawiona jest we fragmencie EHP (ang. external
hydrophobic patch), zlokalizowanym w bliskim sgsiedztwie btony komorkowej,
sekwencji proteolitycznego ciecia MCS (ang. maturation cleavage site) (Diestel
iwsp., 2013; Lin i wsp., 2011). Zaréwno dystalny, jak i proksymalny region
domeny zewngtrzkomdrkowej betaglikanu stanowig kluczowe struktury
warunkujgce funkcjonalno$¢ oraz powinowactwo wzgledem czynnikéw TGF}.
Podczas gdy wigzanie czynnikow TGF(1,2,3, BMP2,4,7 oraz GDF5 zachodzi przy
udziale domen E oraz ZP, to w rozpoznawanie inhibin A i B zaangazowana jest
wyltacznie domena ZP (Diestel i wsp., 2013; Esparza-Lopez i wsp., 2001; Kirkbride
i wsp., 2008; Lin i wsp., 2011; Makanji i wsp., 2008). Jednakze betaglikan wykazuje
zroznicowane powinowactwo wzgledem czynnikow TGFB. Najsilniejsze
oddziatywanie obserwuje sie w przypadku izoformy TGF(2, ktéra to praktycznie
nie wigzac sie z receptorem TGFBR2 przekazuje sygnat spoza komoérki wytacznie
za posSrednictwem betagikanu (Ryc. 1.5.) (Lopez-Casillas iwsp., 1991; Wiater
i wsp., 2006).
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Prezentowanie czynnikéw:
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=1 .‘o"
zp 3~
MACIERZ ) ¢ 50l-BG (90 kDa)
ZEWNATRZKOM()RKOWA
785 ¢ s0l-BG (120 kDa)
BLONA KOMORKOWA
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[l sekwencja sygnatowa . region przezbtonowy

[] region dystalny ] region cytoplazmatyczny

— lacznik —o miejsca N-glikozylacji

[ region proksymalny —« Mmiejsca O-glikozylacji (GAG)

Rycina 1.5. Domenowa struktura i funkcje betaglikanu (na podstawie Diestel i wsp., 2013,
Lin i wsp., 2014, Cheifetz i wsp., 1992 oraz http://www.uniprot.org/uniprot/Q03167);
wyjasnienie skrotow w tekscie.
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Domena zewnatrzkomoérkowa betaglikanu podlega modyfikacjom
potranslacyjnym. W jej obrebie wystepuja dwa miejsca O-glikozylacji (Ser 535,
546) modyfikowane siarczanem heparanu lub chondroityny  (GAG,
ang. glycosaminoglycans) oraz pie¢ miejsc N-glikozylacji (Asp 142, 493, 572, 591,
698) (http://www.uniprot.org/uniprot/Q03167; dostep z dnia 10/11/2015).
Modyfikacje potranslacyjne betaglikanu skutkuja zréznicowaniem mas
czasteczkowych dimeréw betaglikanu w komoérkach w przedziale 250-350 kDa
(Cheifetz i wsp., 1988a; Lopez-Casillas i wsp., 1994). Modyfikacje
glikozaminoglikanami nie majg bezposredniego wplywu na zdolno$¢ betaglikanu
do wigzania czynnikéw TGFB, natomiast w istotny sposéb wptywaja
na formowanie kompleksu z receptorami TGFB typu I oraz typu II, hamujac
odpowiedZ komdrkowa na sygnalizacje TGFB. Glikozaminoglikany umozliwiajg
takze oddziatywanie betaglikanu z czynnikiem wzrostu fibroblastow bFGF (Andres
i wsp., 1991; Eickelberg i wsp., 2002; Lopez-Casillas i wsp., 1994). Sugeruje sie,
ze przytaczanie GAG do betaglikanu znajduje sie pod pozytywna Kkontrolg
onkogenu KRAS (ang. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), prowadzac
do nasilenia proliferacji komérek w odpowiedzi na stymulacje izoforma TGFf1,
co wykazano w przypadku komorek raka jelita grubego lini HD6-4. Zwiekszona
proliferacja wydaje sie by¢ bezposrednim rezultatem obnizenia ekspresji biatka
p21C¢rl bedacego inhibitorem kinaz zaleznych od cyklin (Cdk, ang. cyclin-
dependent kinase) oraz supresorowej fosfatazy PTEN (ang. phosphatase and tensin

homolog deleted on chromosome ten) (Yan i wsp., 2001).

Domena cytoplazmatyczna betaglikanu liczy tylko 42 reszty aminokwasowe
i pozbawiona jest jakiegokolwiek znanego motywu o aktywnosci kinazowe;j.
Chociaz nie jest ona zaangazowana w prezentacje czynnikéw TGFf ich receptorom,
petni istotng role w posredniczonej przez betaglikan regulacji sygnalizacji TGFp.
Domena cytoplazmatyczna betaglikanu na C-konicu zawiera tréjaminokwasowy
motyw STA (Ser-Thr-Ala) nalezacy do [ klasy motywdw rozpoznawanych przez
domene biatek PDZ (PSD95/DIg1/Z0-1). Obecno$¢ motywu wigzgcego domene
PDZ warunkuje oddziatywanie betaglikanu z biatkiem GIPC (ang. GAIP [G alpha
interacting protein]-interacting protein, C terminus), prowadzac do stabilizacji
betaglikanu w btonie komoérkowej oraz nasilenia jego ekspresji. Rezultatem, tego
jest zwiekszona odpowiedZ na sygnalizacje TGFp, co stwierdzono w warunkach
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invitro w przypadku komorek zwierzecych linii Mv1Lu i L6, mysich komorek
epikardialnych oraz podczas rozwoju struktur serca w modelu ptasim. (Blobe
iwsp., 2001; Hill i wsp., 2012; Sanchez i wsp., 2011; Townsend i wsp., 2012).
Jednak, modulowanie sygnalizacji TGF[ za poSrednictwem biatka GIPC wydaje sie
by¢ uzaleznione od rodzaju i/lub stanu fizjologicznego komoérek, w ktérych ma ono
miejsce. Jak zaobserwowano w przypadku linii komoérkowej raka gruczotu
mlekowego myszy 4T1, interakcja betaglikan-GIPC skutkowata zahamowaniem
kanonicznej sygnalizacji zachodzacej przy udziale biatek Smad. Sugeruje sie,
ze mechanizm ten moze by¢ wynikiem internalizacji betaglikanu, w ktorej
posredniczy [-arestyna 2 (Lee i wsp., 2010). Arestyny naleza do biatek
zaangazowanych w regulacje szlakow sygnalizacyjnych aktywowanych
za poSrednictwem receptoréw oddziatujacych z biatkami G (GPCR, ang. G-protein
coupled receptors). Odpowiedzialne sg one za desensytyzacje oraz internalizacje
aktywowanych przez kinazy GRKs (ang. G protein-coupled receptor kinases)
siedmiotransmembranowych receptoréw GPCR (Kovacs i wsp., 2009). Podobny
mechanizm obserwowany jest réwniez w przypadku betaglikanu. Proces
internalizacji zaleznej od B-arestyny 2 zachodzi w wyniku fosforylacji betaglikanu
na reszcie treoniny 841 przez aktywowany receptor TGFBR2. Powstaty kompleks
B-arestyna 2/TGFBR2/betaglikan ulega translokacji do cytoplazmy,
aobserwowana endocytoza zachodzi w gldwnej mierze przy udziale tratw
lipidowych (ang. lipid rafts), cho¢ moze ona tez mie¢ miejsce przy udziale klatryny.
Podczas endocytozy klatryno-zaleznej internalizacji moga réwniez ulegac
receptory TGFB typu [ Efektem obu mechanizméw jest brak aktywacji
efektorowych biatek R-Smad, co prowadzi do supresji sygnalizacji TGFf (Ryc. 1.6.)
(Cheniwsp., 2003b; Finger i wsp., 2008a; McLean i Di Guglielmo, 2010).

[stotne znaczenie w przekazywaniu sygnalu z udziatem betaglikanu
odgrywa roéwniez rozpuszczalna forma betaglikanu sol-BG (ang. soluble
betaglycan) o m.cz. 100-120 kDa i majaca posta¢ niekowalencyjnie potaczonych
homodimeréw. Powstaje ona w wyniku proteolitycznego odciecia domeny
zewnatrzkomorkowej betaglikanu zlokalizowanego w btonie komoérkowej i petni
funkcje antagonistyczng wzgledem receptoréow TGF[3, wspodtzawodniczac z nimi
o czynniki TGFf (Ryc. 1.5, 1.6.) (Vilchis-Landeros i wsp., 2001). Sol-BG gromadzi
sie w macierzy zewnatrzkomodrkowej, jednak moze wystepowa¢ rdéwniez
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w surowicy oraz wydzielinie gruczotéw mlecznych (Andres i wsp., 1989; Cheung
iwsp.,, 2003). Uwalnianie rozpuszczalnej formy betaglikanu wydaje sie miec
charakter konstytutywny, poniewaz jej ilos¢ zdeponowana w ECM jest
proporcjonalna do poziomu ekspresji betaglikanu zlokalizowanego w btonie
komérkowej. Jednakze mechanizm regulujacy stezenie sol-BG w macierzy
zewnatrzkomorkowej nie jest do konca poznany. W przeciwienstwie do innych
znanych receptorow btonowych, dla ktérych poznano mechanizmy uwalniania ich
fragmentéw zewnatrzkomdrkowych, generowanie rozpuszczalnego betaglikanu
ma zdecydowanie odmienny mechanizm. Uwalnianie sol-BG do ECM nie zachodzi
pod wpltywem, m.in. estréw forbolu, jonoforéw wapniowych, czynnikéw wzrostu,
toksyn bakteryjnych lub stresu komorkowego (Arribas i Borroto, 2002; Hayashida
i wsp., 2010). Badania Velasco-Loyden (2004) wykazaty, Ze przezbtonowa postac
betaglikanu ulega proteolitycznemu cieciu, modulowanemu przez ortowanadan
sodu, bedacy inhibitorem fosfataz tyrozynowych, przy udziale metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomérkowej MT1-MMP i/albo MT3-MMP (ang. membrane-type
matrix metalloproteinases) (Ryc. 1.6.). Podczas takiej proteolizy generowana jest
réwniez forma sol-BG o m. cz. 90 kDa. (Velasco-Loyden i wsp., 2004). Ponadto,
wykazano, ze plazmina, ktérej zwiekszong aktywacje obserwuje sie podczas
odpowiedzi zapalnej, odpowiedzialna jest za proteolize rozpuszczalnej formy
betaglikanu, tym samym znoszac jego funkcje antagonistyczng wzgledem
receptorow TGFf. Sekwencja aminokwasowa rozpoznawana przez plazmine
wystepuje pomiedzy domenami E oraz ZP betaglikanu w obrebie odcinka
lacznikowego (Mendoza i wsp. 2009). Jednocze$nie zakotwiczona w btonie
komorkowej domena cytoplazmatyczna betaglikanu, pozostata po uwolnieniu
domeny zewnagtrzkomorkowej stanowi substrat dla vy-sekretazy, bedacej
proteinaza btonowa zaangazZowang w przetwarzanie lub aktywacje biatek
przezblonowych uczestniczacych w roznych szlakach sygnalizacyjnych, takich jak
NOTCH, E-kadheryna, ErbB4 oraz CD44 (Zhang i wsp. 2014b). W przypadku
domeny cytoplazmatycznej betaglikanu sugeruje sie, ze na skutek dziatania y-
sekretazy moze ona by¢ odpowiedzialna za aktywacje niekanonicznych kaskad
komoérkowych lub po translokacji do jadra komoérkowego petni¢ funkcje
koregulatora transkrypcji. Jednakze, ta druga funkcja nie wydaje sie by¢ w petni

uzasadniona, poniewaz w domenie wewngatrzkomoérkowej betaglikanu
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nie identyfikuje sie sekwencji lokalizacji jadrowej NLS (ang. nuclear localization

sequence) (Blair i wsp., 2011).

MACIERZ .
ZEWNATRZKOMORKOWA
TGFBR1

A
TGFRR2 Q
betaglikan

Co-Smad

sol-BG

CYTOPLAZMA

Czynniki transkrypcyjne

INTERNALIZACJA

Rycina 1.6. Udziat betaglikanu w transdukcji sygnatlu indukowanego izoformg TGFf2
(zmodyfikowano na podstawie Gatza i wsp., 2010); wyjasnienie skrétéow w tekscie.

Funkcja betaglikanu, w szlaku sygnalizacyjnym TGFp nie jest w petni
jednoznaczna i nieuzasadnionym wydaje sie sprowadzanie jego udziatu wytgcznie
do roli prezentera czynnikow TGFB ich natywnym receptorom. Oddzialywanie
betaglikanu z réznymi komponentami komoérkowymi wskazuje na znacznie
istotniejsza funkcje niz sadzono pierwotnie. W szczeg6lnos$ci warta podkreslenia
jest jego rola jako kluczowego elementu odpowiedzialnego za modulowanie

sygnalizacji TGF3 w komorce.
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1.3. Udziatl szlaku sygnalizacyjnego TGFf3 w transformacji nowotworowej
1.3.1. Paradoks sygnalizacji TGF3 w procesie nowotworzenia

Liczne badania dotyczace udziatu kaskady TGFf w procesie transformac;ji
nowotworowej, m.in., prostaty, piersi, jajnika, ptuca, jelita grubego, trzustki oraz
melanocytow wskazuja na plejotropowy charakter tej sygnalizacji (Cruz-Merino
iwsp., 2009; Padua i Massague, 2009). Znaczenie szlaku TGF dla powstawania
i rozwoju nowotworu nie ogranicza sie wytacznie do roli czynnika hamujacego,
czy propagujacego rozwoj guza, lecz jest znacznie szerszy i zalezy Scisle od stopnia
zaawansowani samego procesu nowotworzenia. Jak wykazaty liczne badania,
w poczatkowych etapach transformacji nowotworowej stymulacja TGFf3 hamujac
wzrost i proliferacje komorek sprzyja supresji powstajacego guza. Odpowiedzialna
jest ona za indukcje apoptozy oraz autofagii, ogranicza proces angiogenezy, a takze
hamuje procesy zapalne (Jakowlew, 2006; Massague, 2008; Zhang i wsp., 2014a).
Jednakze wraz z postepem procesu nowotworowego ujawnia sie jej plejotropowy
charakter. W bardziej zaawansowanych stadiach transformacji nowotworowej
szlak TGFB przyjmuje role promujgca rozwéj guza, tym samym sprzyjajac jego
progresji i przerzutowaniu. Istotng funkcja czynnikow TGFB jest wtedy ich
zdolno$¢ doindukowania przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej EMT
(ang. epithelial-mesenchymal transition), przebudowy ECM, hamowania
odpowiedzi immunologicznej poprzez oddzialywanie na mikroSrodowisko guza
(Cruz-Merino i wsp., 2009; Heldin i wsp., 2012; Inman, 2011; Morrison i wsp.,
2013). Tawyraznie zaznaczona dualistyczna natura szlaku TGFB w procesie
transformacji nowotworowej okreslana jest w literaturze paradoksem TGFf, a jego
funkcja przyréwnywana jest do ,miecza obosiecznego”, czy ,doktora Jekylla oraz
Mr Hayde’a” (Akhurst i Derynck, 2001; Bierie i Moses, 2006; Principe i wsp., 2014;
Wendtiwsp., 2012).
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1.3.2. Szlak TGFf jako supresor procesu nowotworzenia
Efekt cytostatyczny

Sygnalizacja indukowana czynnikami TGFB jest jednym z gtéwnych
mechanizméw warunkujgcych supresje proliferacji réznych typéw komorek.
Aktywacja szlaku TGFB odpowiedzialna jest za zatrzymywanie podziatéw
komorkowych w péznej fazie G1. Zahamowanie cyklu komodrkowego jest
nastepstwem poSredniczonej przez kompleks biatek Smad2/3-Smad4 oraz
czynniki transkrypcyjne FOXO, Spl (ang. specificity protein 1) oraz C/EBPf
(ang. CCAAT enhancer binding protein) ekspresji biatek p15nk4b graz p21Cirl (Datto
iwsp., 1995; Feng i wsp., 2000; Gomis i wsp., 2006a; Gomis i wsp., 2006b; Hannon
i Beach, 1994; Seoane i wsp. 2004). Odpowiadaja one za hamowanie kinaz
zaleznych od cyklin, tj. odpowiednio komplekséw Cdk4/6-cyklinaD oraz Cdk2-
cyklinaE/A. Ponadto przytaczaniu inhibitora p15™k4> do kompleksu Cdk4-cyklinaD
towarzyszy odtgczanie inaktywujacego biata p27Xirl, ktére moze rdéwniez
hamowa¢ aktywno$¢ kompleksu Cdk2-cykliny E/A. Ekspresja biatek o funkcji
inhibitoréw cyklu komérkowego ma charakter tkankowo-specyficzny. Stymulacja
TGF prowadzi do ekspresji biatek p21C€irl j p27Kirl w limfocytach T, biatka p57Kir2
w komoérkach hematopoetycznych, a biatek p15ik4b and p21¢rl w przypadku
astrocytow oraz komoérek progenitorowych uktadu nerwowego (Rich i wsp., 1999;
Scandura i wsp., 2004; Seoane i wsp., 2004; Wolfraim i wsp., 2004). Jednoczes$nie
wraz z nasileniem ekspresji inhibitoréw kinaz Cdk, kaskada TGF prowadzi do
obnizenia ekspresji fosfatazy Cdc25 (ang. cell division cycle protein 25), ktora
defosforylujac kinazy zalezne od cyklin w domenie wigzania ATP prowadzi do ich

aktywacji (Rahimi i Leof, 2007).

Cykl komorkowy znajdujacy sie pod negatywna kontrolg szlaku TGFf3 jest
dodatkowo modulowany za jego posrednictwem na poziomie transkrypcyjnym.
Sygnalizacja TGFB odpowiedzialna jest za represje genu kodujgcego czynnik
transkrypcyjny c-Myc (ang. myelocytomatosis viral oncogene homolog),
zaangazowany w promowanie proliferacji komoérek, jak réwniez hamowanie
réznicowania z udziatem czynnikéw transkrypcyjnych 1d1-3 (Kang i wsp., 2003;
Siegel i wsp., 2003). Obnizenie ekspresji biatka c-Myc nastepuje dzieki aktywnoSci
kompleksu represorowego Smad-E2F4/5-C/EBPB rozpoznajgcego w sekwencji
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promotorowej genu MYC element regulatorowy TIE (ang. TGF inhibitory element).
Hamowanie ekspresji biatka c-Myc indukuje rownocze$nie biosynteze inhibitora
pl5ink4b na skutek uwalniania czynnika Miz-1 (ang. Myc-interacting zinc-finger
protein 1), ktory tworzac kompleks transkrypcyjny z biatkami Smad3/4
rozpoznaje specyficzng sekwencje SBE w genie kodujacym biatko p15nk4b (Gomis
iwsp., 2006b; Siegel i Massague, 2003). Natomiast za obnizenie ekspres;ji
inhibitora réznicowania Id1 odpowiada czynnik ATF3 (ang. activating
transcription factor 3) hamujacy aktywno$¢ transkrypcyjng biatek Smad (Kang
i wsp., 2003).

Ograniczanie podzialéw komoérkowych za posrednictwem stymulacji TGFf3
odbywa sie réwniez na poziomie translacji. W mechanizmie tym istotng role
odgrywa Smad-niezalezna sygnalizacja z udziatem jednego z receptoréw typu .
Wykazano, ze w komdérkach nabtonkowych gruczotu mlekowego myszy linii EpH4,
aktywowany receptor TGFBR1 po zwigzaniu sie z podjednostka Ba fosfatazy 2A
(PP2A, ang. protein phosphatase 2A) prowadzi do defosforylacji i inaktywacji
kinazy p70s¢K (ang. protein 70 kDa ribosomal protein s6 kinase), nalezacej do kinaz
efektorowych szlaku PI3K/Akt (Griswold-Prenner i wsp., 1998; Petritsch i wsp,,
2000). Kinaza ta odpowiedzialna jest m.in. za rekrutowanie biatek uczestniczacych
w tworzeniu rybosomow, stad zahamowanie jej aktywnos$ci skutkuje brakiem
biosyntezy biatek i w konsekwencji zatrzymaniem cyklu komérkowego (Sengupta

iwsp., 2010).
Indukcja apoptozy

Réwnie istotnym procesem modulowanym sygnalizacja TGFf(3, majacym
kluczowe znaczenie dla supresji nowotworzenia jest apoptoza. Apoptoze
indukowang czynnikami TGFf obserwuje sie zwtaszcza w trakcie rozwoju
embrionalnego, homeostazy tkankowej, jak réwniez w stanach patologicznych,
w tym transformacji nowotworowej (Fleisch i wsp., 2006; Heldin i wsp., 2009; Wu
i Hill, 2009). Kim i wsp. (2004) wykazali, ze stymulacja czynnikiem TGF(1
odpowiada za kierowanie komorek raka zotgdka linii SNU-620 na droge apoptozy
na skutek aktywowanej biatkami Smad3 ekspresji powierzchniowych receptoréw
FasR (ang. TNF receptor superfamily, member 6), ktére aktywuja kaspaze 8
w sposOb niezalezny od ligandow FasL (ang. Fas ligand) (Kim i wsp., 2004).
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Identyczny mechanizm obserwowany jest dla komorek chtoniaka Burkitta,
podczas gdy stymulacja czynnikiem TGFf1 komoérek nabtonka oskrzeli uruchamia
apoptoze w wyniku aktywacji kaspazy 3 (Hagimoto i wsp., 2002; Inman i Allday,
2000). Odmienny mechanizm aktywacji apoptozy ma miejsce w komoérkach raka
watroby linii Hep3B, w ktorych w indukcji apoptozy posredniczy kinaza DAPK
(ang. death associated protein kinases) (Jang i wsp., 2002).

Liczne badania wskazujga na udziat szlaku PI3K/Akt jako regulatora
programowanej $mierci komorki indukowanej czynnikami TGFB (Zhang i wsp.,
2013). Sygnalizacja PI3K/Akt prowadzi do zniesienia proapoptotycznej
aktywnos$ci TGFB na skutek aktywacji kinazy mTOR (ang. mammalian target of
rapamycin). Regulacja ta odbywa sie ma poziomie fosforylacji biatek Smad.
Fosforylacja kinazy Akt przez kinaze PI3K umozliwia wigzanie sie nieaktywnego
biatka Smad3, tym samym zapobiega jego aktywacji za poSrednictwem receptora
TGFBR1. Zwiagzanie biatek Smad3 przez Akt unimozliwia formowanie
heteromerycznego kompleksu Smad3-Smad4, jego translokacji do jadra
komérkowego, w nastepstwie czego dochodzi do zablokowania zaleZnej od biatek
Smad apoptozy. Ponadto aktywno$¢ kinazy Akt prowadzi roéwniez
do zahamowania ekspresji bialek jadrowych niezbednych do propagacji
sygnalizacji pochodzacej od biatek Smad (Conery i wsp., 2004; Remy i wsp., 2004).
Znaczenie sygnalizacji PI3K/Akt w hamowaniu apoptozy indukowanej czynnikami
TGFB odgrywa istotng role w przypadku nowotwordéw, w ktérych dochodzi
do inaktywacji fosfatazy PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosom ten). Zaobserwowano to przypadku komoérek raka prostaty, gdzie
réwnoczesne zablokowanie ekspresji PTEN oraz Smad4 prowadzito do nabycia
przez komdérki zdolno$ci do inwazji i przerzutowania (Ding i wsp., 2011). Wydaje
sie, ze inhibicja apoptozy w PTEN-negatywnych komorkach raka prostaty
ma zwigzek z zahamowaniem ekspresji genéw zaleznych od sygnalizacji TGFf3
na drodze transkrypcyjnej represji posredniczonej przez czynnik COUP-TFII
(ang. chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor 2). Czynnik ten
jest receptorem jadrowym specyficznym dla progresji i przerzutowania raka

prostaty, hamujgcym aktywno$¢ transkrypcyjng biatka Smad4 (Qin i wsp., 2013).
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Kolejnym mechanizmem regulacji apoptozy indukowanej
za poSrednictwem szlaku TGF[3 jest oddziatywanie na ekspresje biatek rodziny Bcl-
2 (ang. apoptosis regulator B-cell ymphoma 2 family) (Chipuk i wsp., 2001; Francis
i wsp., 2000; Motyl i wsp., 1998; Ohgushi i wsp., 2005; Ramjaun i wsp., 2007; Yano
i wsp., 2006). Rodzina Bcl-2 stanowi liczng grupe biatek zaangazowanych
w regulacje apoptozy. Naleza do niej zaréwno biatka wykazujace dziatanie pro-,
jaki anty-apoptotyczne, a wzajemne interakcje miedzy nimi zaleznie
od osiggnietego stanu réwnowagi warunkujag indukcje, badZ supresje
programowanej $mierci komorek (Czabotar i wsp., 2014; Moldoveanu i wsp., 2014;
Rogalinska i Kilianiska, 2012). Z punktu widzenia szlaku TGFf istotne znaczenie dla
regulacji apoptozy odgrywa hamowanie ekspresji anty-apoptotycznego biatka Bcl-
xL (ang. B-cell lymphoma-extra large), jak dowiedziono tego w przypadku
komorek raka prostaty (Chipuk i wsp., 2001). Nadekspresja biatka Bcl-xL
prowadzit do zniesienia apoptozy indukowanej czynnikami < TGFp.
Obserwowanemu zahamowaniu apoptozy nie towarzyszylo jednak zatrzymanie
podziatéw komorkowych. Jednocze$nie, jak wykazano, kanoniczny szlak TGFf(3
odpowiedzialny jest za wzmozona ekspresje pro-apoptotycznych biatek Bim
(ang. Bcl-2 interacting mediator of cell death) oraz Bmf (ang. Bcl-2 modifying
factor), nalezacych do podrodziny “BH-3 only”. Indukcja ekspresji biatek Bim i Bmf
moze réowniez zachodzi¢ w wyniku niekanonicznej sygnalizacji TGF na skutek
aktywacji kinazy aktywowanej mitogenami p38 (Ohgushi i wsp., 2005; Ramjaun
iwsp., 2007). Czynnikiem transkrypcyjnym uczestniczacym w regulacji ekspresji
pro-apoptotycznych biatek Bim i Bmf rodziny Bcl-2 jest oddziatujacy z biatkami
Smad czynnik RUNX3, wigzacy sie z sekwencjami regulatorowymi
zlokalizowanymi w regionach promotorowych gen6w kodujacych biatka Bim i Bmf

(Yano i wsp., 2006).

Poza indukcjg apoptozy zalezng od biatek Smad, sygnalizacja TGF3 moze
kierowa¢ komorki na droge programowanej Smierci komorki za posrednictwem
innych szlakow komérkowych. Receptory TGF( typu II poza fosforylacja receptora
TGFBR1 moga posredniczy¢ w sygnalizacji MAPK. Stymulacja ligandami TGFf3
prowadzi do aktywacji szlaku kinaz MAPK w wyniku oddziatywania receptora
TGFBR2 z biatkiem adaptorowym DAXX (ang. death-associated protein). Biatko
to nastepnie ulegajac fosforylacji przez kinaze HIPK2 (ang. homeodomain-
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interacting protein kinase 2) indukuje apoptoze za posrednictwem kinaz MKK4/7
(Hofmann i wsp., 2003; Perlman i wsp., 2001). Sygnalizacja TGF3 moze réwniez
indukowac¢ apoptoze na drodze zaleznej od kinaz p38 oraz JNK za posrednictwem
kinazy TAK1 (ang. transforming growth factor [(-activated kinase 1) nalezacej
do rodziny kinaz MAPKKK (ang. mitogen-activated protein kinase kinase kinase).
Aktywacja ta ma miejsce w wyniku rekrutacji przez kompleks receptorowy TGF[3
aktywatorow kinazy TAK1, tj. HPK1 (ang. hematopoietic progenitor kinase 1),
TAB1 oraz TAB2/3 (ang. TAK1-binding protein 1/2/3) (Kim i wsp., 2009; Mu
i wsp., 2012; Rahimi i Leof, 2007; Wang i wsp., 1997). Ponadto w aktywacje kinazy
TAK1 zaangazowany jest czynnik TRAF6 (ang. TNF receptor associated factor 6)
posiadajgcy aktywnos$c¢ ligazy ubikwityny E3, ktéry poza swa gtéownag funkcja
w sygnalizacji pochodzacej od receptorow TNFRSF (ang. tumor necrosis factor
receptor superfamily) oraz TLR (ang. toll-like receptor), moduluje przekazywanie
sygnatu z receptoréw TGFf na szlak kinaz MAPK (Roh i wsp., 2014; Yamashita
iwsp.,, 2008). Czynnik TRAF6 na skutek interakcji z sekwencja najwyzszej
zgodno$ci (aminokwas zasadowy)-X-Pro-X-Glu-X-X-(aminokwas aromatyczny/
kwasny) receptora TGFBR1 ulega autoubikwitylacji, co prowadzi do uruchomienia
apoptozy za posrednictwem sygnalizacji TAK1-p38/JNK (Sorrentino i wsp., 2008;
Yamashita i wsp., 2008).

1.3.3. Szlak TGFB jako promotor progresji i przerzutowania

nowotworow
Supresja odpowiedzi immunologicznej

Jednym z kluczowych mechanizméw odpowiedzialnych za progresje
transformacji nowotworowej jest supresja odpowiedzi immunologiczne;j.
W warunkach fizjologicznych intensywnie dzielgce sie komorki nowotworowe,
ktérym udato sie ,uciec” spod mechanizméw Kkontrolujacych proliferacje oraz
unikng¢ apoptozy powinny zosta¢ wyeliminowane przez odpowiednie
komponenty uktadu odpornosciowego. Jednakze okazuje sie, ze w wiekszoSci
typow raka réwnoczes$nie dochodzi do ostabienia tego rodzaju odpowiedzi, co jest
zwigzane miedzy innymi z sygnalizacjg inicjowang czynnikami z rodziny TGFf(3
(Lippitz, 2013). Stwierdza sie zaangazowanie szlaku TGFB w utrzymanie

homeostazy poprzez promowanie réznicowania odpowiednich populacji komoérek
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uktadu odpornosciowego. Sygnalizacja TGF3 zaangazowang jest w modulowanie
roznicowania oraz dojrzewania szerokiego spektrum komorek odpornosciowych,
zaroOwno odpowiedzi wrodzonej, jak i nabytej, w tym komérek NK (ang. natural
killers), komoérek dendrytycznych (DCs, ang. dendritic cells), makrofagow
(Mf, ang. macrophages), neutrofilow (Nf, ang. neutrophils) oraz limfocytéw T.
Jednocze$nie szlak TGFB, adoktadniej sekrecja jego ligandéw do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej ma istotny wptyw na mikrosrodowisko nowotworéw (ang.
tumor microenvironment) oraz wytwarzanie tolerancji immunologicznej (Schon
i Weiskirchen, 2014; Starska i Brzezinska-Btaszczyk, 2010; Travis i Sheppard,
2014; Yang i wsp., 2010;).

Sposréd komponentéw uktadu immunologicznego czynniki TGFf
wywieraja najwiekszy wplyw na limfocyty T. Jak wykazaty jedne z pierwszych
badan dotyczacych znaczenia TGFB w odpowiedzi komoérkowej, stymulacja
czynnikami TGFf prowadzi do zahamowania in vitro proliferacji limfocytow
grasicozaleznych T zaréwno CD4+ jak i CD8* (Kehrl i wsp., 1986). Potwierdzity
to eksperymenty na modelu zwierzecym, w ktéorym wyciszenie ekspresji izoformy
TGFB1, badz receptorow TGFBR1 lub TGFBRZ u myszy, powodowato
przedwczesng $mier¢ w zwigzku z hiperreaktywnos$cig uktadu immunologicznego,
a zwlaszcza z wzmozong proliferacjg limfocytow T (Gorelik i Flavell, 2000;
Kulkarni i wsp., 1993; Liu i wsp., 2008; Marie i wsp., 2006; Shull i wsp., 1992).
Sygnalizacja TGF odpowiedzialna jest za hamowanie sekrecji interleukiny 2 (IL-2,
ang. interleukin-2) w sposob zalezny od biatek Smad2/Smad3 oraz korespresora
Tob. IL-2 jest Kkluczowa cytoking warunkujacg proliferacje limfocytéw T.
Réwnoczesnie stymulacja TGF prowadzi do obnizenia ekspresji czynnika
transkrypcyjnego c-Myc oraz zwiekszonej ekspresji inhibitoréw kinaz zaleznych
od cyklin tj. p15k4b p21Cipl oraz p27Kirl, co skutkuje zatrzymaniem cyklu
komorkowego (Li i wsp., 2006; Teicher, 2007; Travis i Sheppard, 2014; Wrzesinski
i wsp., 2007). Mechanizm regulacji odpowiedzi adaptacyjnej za posrednictwem
szlaku TGFB podlega zaleznej od biatlek Smad supresji zar6wno proliferacji oraz
réznicowania komorek T, zwlaszcza subpopulacji limfocytow Th1l (ang. T helper
cells 1) posiadajacych aktywno$¢ antynowotworowa (Flavell i wsp. 2010; Li

i Flavell, 2008).
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Ponadto stymulacja naiwnych limfocytéw T izoformami czynnika TGFf3
prowadzi do odrdznicowania i nabycia w efekcie przez komorki fenotypu Treg
(ang. regulatory T cell). Czynnikiem niezbednym to zajscia konwersji naiwnych
limfocytow T w komorki Treg jest inicjowana sygnalizacjg TGF indukcja ekspresji
czynnika transkrypcyjnego FOXP3 (Chen i wsp., 2003a; Tone i wsp. 2008).
Limfocyty Treg warunkuja w gléwnej mierze supresje odpowiedzi
immunologicznej przyczyniajac sie do rozwoju tolerancji immunologicznej
w mikrosrodowisku guza, ktéra takze podlega regulacji przez sygnalizacje TGFf3
(Pickup i wsp., 2013; Vignali i wsp., 2008; von i Daniel, 2013). Natomiast
do odrdznicowania naiwnych limfocytéw T w limfocyty Th17 dochodzi w wyniku
rownoczesnej stymulacji TGFf oraz IL-6 (ang. interleukin-6). Ma ono miejsce
na skutek aktywacji ekspresji receptora jadrowego RORyt (ang. retinoic-acid-
receptor-related orphan receptor-yt) z jednoczesng supresja czynnika
transkrypcyjnego FOXP3 (Ivanov i wsp., 2006). Cechg charakterystyczna
limfocytéw linii Th17 jest sekrecja IL-17 (ang. interleukin-17), ktéra odpowiada za
indukcje proces6w angiogenezy oraz proliferacji komérek nowotworowych.
Jednakze odpowiedZ ta uzalezniona jest od stanu immunologicznego organizmu
imoze mie¢ charakter hamujgcy progresje guza w przypadku prawidtowo
funkcjonujacego uktadu odpornosciowego (Kryczek i wsp. 2009b). Ponadto
limfocyty Th17 moga promowaé¢ rozw0j nowotworu poprzez rekrutacje
neutrofiléow oraz stymulowanie ich w kierunku odréznicowania do mniej
cytotoksycznego fenotypu N2, a takze indukowania sekrecji IL-6 (Hanahan
i Weinberg, 2011; Hunter i Jones, 2015; Kryczek i wsp., 2009a; Mills, 2008; Tu
i wsp., 2014; Whiteside, 2012).

Kaskada TGFB odgrywa rownie istotng funkcje w przypadku wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej. Odpowiedzialna jest miedzy innymi za regulowanie
rekrutacji, aktywacje oraz warunkowanie funkcji komponentéw uktadu
immunologicznego odpowiedzialnych za rozpoznanie i eliminacje antygenow
nowotworowych (Flavell i wsp., 2010; Gigante i wsp., 2012). Kluczowg funkcja
sygnalizacji TGF w modulowaniu wrodzonej odpowiedzi immunologicznej jest jej
zaangazowanie w proces polaryzacji makrofagbw M2. Komorki M2
w przeciwienstwie do populacji M1 nalezg do alternatywnie aktywowanych
makrofagdéw. Ich fenotyp odpowiada makrofagom swoistym dla nowotworéow TAM
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(ang. tumor-associated macrophages) i charakteryzuje sie niska ekspresja cytokin
prozapalnych, tj. TNF-a, IL-6 oraz sekrecja znacznych iloSci biatek
przeciwzapalnych w tym IL-10 oraz TGFB. Ponadto sprzyjaja one progresji
nowotworow na skutek nasilonej ekspresji czynnika wzrostu komdrek srodbtonka
naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) oraz stymulowaniu
aktywacji limfocytow Treg (Solinas i wsp. 2009). Obecnos$¢ makrofagéw TAM,
skorelowang z gorszym rokowaniem, stwierdza sie w przypadku nowotworéw
ptuc, piersi, prostaty, a takze w chtoniaku Hodgkina (Lewis i Pollard, 2006; Steidl
iwsp., 2010). Jak wykazaly badania prowadzone na modelu mysim, selektywne
wyciszenie ekspresji receptora TGFBR2Z w komoérkach hematopoetycznych
prowadzito do zahamowania réznicowania makrofagow o fenotypie M2 (Gong
iwsp., 2012). Potwierdzeniem tego faktu sgbadania in vivo, w Kktérych
zahamowanie aktywnoSci receptora TGFBR1 wraz z réwnoczesng stymulacja
receptora TLR7 (ang. toll-like receptor 7) prowadzito u myszy
do przeprogramowania makrofagéw TAM w komorki o fenotypie M1 (Peng i wsp.,

2013).

Podobnie do stymulowania makrofagéw, ekspozycja na czynniki z rodziny
TGFB odpowiada za odréznicowanie neutrofiléw, faworyzujac ujawnianie sie
fenotypu N2, ktory wykazuje  zdecydowanie  stabsza  aktywno$¢
przeciwnowotworowa. Wigze sie to z aktywacja ekspresji czynnikow promujacych
rozwo0j guza, tj. metaloproteinazy MMP9, chemokiny CXCL1 (ang. C-X-C motif
ligand 1) oraz arginazy 1 (ARG1, ang. arginase 1) (Fridlender i wsp., 2009;
Fridlender i Albelda, 2012).

Sygnalizacja TGFf3 hamuje réwniez dojrzewanie komdrek NK (ang. natural
killer cells), ktorych funkcjg jest m. in. rozpoznawanie oraz usuwanie komorek
nowotworowych (Marcoe i wsp. 2012). Jest to nastepstwem indukowanej
czynnikami TGFf3 obniZonej ekspresji aktywujgcego komorki NK receptora NKG2D.
Ponadto obserwuje sie réwnoczes$nie obnizZenie poziomu ekspresji cytokin, tj. IFN-
y oraz TNF-a (Vivier i wsp., 2008), co prowadzi do ostabienia cytotoksycznos$ci
komoérek NK oraz dziata hamujagco na proces dojrzewania komorek
dendrytycznych (and. dendritic cells) oraz limfocytow Th1l (Laouar i wsp., 2005;
Leavy, 2012; Novitskiy i wsp., 2012; Tanaka i wsp., 2010). Rezultatem tego jest
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wzrost oraz progresja nowotworu, czemu sprzyja oddziatywanie niedojrzatych
komorek dendrytycznych z limfocytami Treg odpowiedzialnymi za rozwodj

tolerancji immunologicznej w mikrosrodowisku guza (Perroti wsp., 2007).

Dodatkowo zwiekszona sekrecja czynnikbw z rodziny TGFf
do mikrosrodowiska przez proliferujgce komoérki nowotworowe dziata
chemotaktycznie na komorki tuczne. W efekcie komérki te przyczyniajg sie
do progresji nowotworowej poprzez wydzielanie histaminy, proteaz oraz cytokin,
w tym VEGF i TGFB (Conti i wsp. 2007; Wrzesinski i wsp. 2007). Udziat
sygnalizacji TGFB w supresji odpowiedzi immunologicznej przedstawiono
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Rycina 1.7. Znaczenie sygnalizacji TGF dla rozwoju odpowiedzi immunologicznej;
wyjasnienie skrétéw w tekscie (zmodyfikowano na podstawie Tu i wsp., 2014).
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Sygnalizacja TGFf a angiogeneza

Wraz z postepem choroby nowotworowej i powiekszaniem sie masy guza,
w komorkach nowotworowych rozwija sie stan hipoksji, a takze nastepuje wzrost
stezenia toksycznych metabolitéw oraz deficyt sktadnikéw odzywczych. By temu
zapobiec komorki nowotworowe wydzielajac do mikrosrodowiska cytokiny
wykazuja zdolno$¢ indukowania procesu angiogenezy. Unaczynienie masy guza
jest waznym etapem nie tylko dla samego procesu wzrostu nowotworu, ale przede
wszystkim odgrywa Kkluczowa role w powstawaniu odlegtych przerzutow.
Rozrastajgca sie nowa sie¢ naczyn krwiono$nych stanowi droge
rozprzestrzeniania sie komoérek nowotworowych w organizmie (Hanahan

i Weinberg, 2011).

W trakcie procesu angiogenezy wyr6zni¢ mozna dwa zasadnicze etapy.
Pierwszy z nich to etap aktywacji (ang. angiogenesis activation), ktory obejmuje
nasilenie proliferacji, migracji oraz inwazji sgsiadujacych struktur przez komorki
Srodbtonka, a takze zmniejszong adhezje oraz integralno$¢ btony podstawnej
naczyn krwiono$nych. Drugi etap stanowi dojrzewanie formowanych naczyn
krwiono$nych (ang. angiogenesis resolution), na ktéry sktada sie zwiekszona
adhezja komoérek endotelialnych z jednoczesnym zahamowaniem ich proliferacji
i ruchliwosci, formowanie btony podstawnej, a takze rekrutowanie komorek
odpowiedzialnych za prawidtowa hemodynamike oraz stabilizujgcych S$ciany
naczyn krwionos$nych, tj. perycytéw i komoérek miesni gtadkich (Hagedorn i wsp.,
2001; Lebrin i wsp., 2005; Tian i wsp., 2011). Sygnalizacja TGFf uczestniczy w obu
wspomnianych etapach. Reguluje je zaréwno auto-, jak i parakrynnie,
wspotoddziatujac z innymi mediatorami angiogenezy tj. czynnikami VEGF, bFGF,
PDGF (ang. platelet-derived growth factor) oraz CTGF (ang. connective tissue
growth factor), a takze na zasadzie ,cross-talk” ze szlakiem NOTCH (Bertolino
i wsp., 2005; Holderfield i Hughes, 2008; Padua i Massague, 2009; Sakurai i Kudo,
2011; Sanchez-Elsner i wsp., 2001). Znaczenie sygnalizacji TGFf dla procesu
angiogenezy wykazaty liczne badania na modelach mysich, w ktérych
obserwowano malformacje naczyniowe powstajagce na skutek selektywnego
hamowania ekspresji roznych komponentéw kaskady TGFB, w tym izoformy

TGFB1, receptoréw TGFBR1 oraz TGFBR2, receptoré6w pomocniczych betaglikanu
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oraz endogliny, czy biatek efektorowych Smad1 i Smad5 (Goumans i wsp., 2003a;
Goumans i wsp., 2009; ten Dijke i Arthur, 2007).

Regulacja procesu angiogenezy za posrednictwem szlaku TGFf3 odbywa sie
w gltoéwnej mierze przy udziale dwdéch receptoréw, tj. ALK1 oraz TGF(RI.
W komorkach $rodbtonka sygnalizacja z udzialem receptora ALK1 prowadzi
do preferencyjnej fosforylacji kompleksu Smad1/5/8, podczas gdy receptor
TGFBR1 aktywuje kompleks Smad2/3, przy czym efekt stymulacji kazdego
z receptorow jest przeciwstawny (Orlova i wsp., 2011; Principe i wsp., 2014).
Aktywacja receptora ALK1 prowadzi do indukcji ekspresji inhibitora ré6znicowania
Id1 (ang. inhibitor of differentiation 1) i receptora IL1RL1 (ang. inetrleukin 1
receptor-like 1), tj. biatek promujacych angiogeneze (Goumans i wsp. 2002;
Goumans i wsp., 2003b; Lebrin i wsp., 2005; Ota i wsp., 2002; Wu i wsp., 2006).
Natomiast sygnat przekazywany za posrednictwem receptora TGFR1 odpowiada
za spoczynkowy fenotyp komorek s$rodbtonka, prowadzac do zahamowania
ich proliferacji oraz migracji. Zwigzane jest to ze zwiekszong ekspresjg inhibitora
aktywatora plazminogenu PAI-1 (ang. plasminogen activator inhibitor type 1) oraz
fibronektyny, ktore odpowiadajg za dojrzewanie naczyn krwiono$nych. Biatka te
wykazujg dziatanie angiostatyczne oraz stymulujace réznicowanie komorek
periendotelialnych. Za rekrutacje perycytow do dojrzewajacych naczyn
krwiono$nych odpowiada czynnik PDGF, ktérego ekspresja aktywowana jest
czynnikami TGFB1 (Holderfield i Hughes, 2008). Sygnalizacja z udziatem receptora
TGFBR1 przyczynia sie rowniez do zwiekszonej przepuszczalno$ci komoérek
Srodbtonka, co wykazano na modelu mysich embrionalnych komérek
progenitorowych S$rdodbtonka. Zastosowanie selektywnego inhibitora receptora
TGFBR1 (SB-431542) powodowato zwiekszong ekspresje klaudyny 5, jednego
z biatek adhezji komérkowej (Goumans i wsp., 2002; Goumans i wsp., 2003b;

Lebrin i wsp., 2005; Watabe i wsp., 2003; Wu i wsp., 2006).

Znaczenie aktywacji receptoréw ALK1 oraz TGFBR1 dla etapéw procesu
angiogenezy wydaje sie by¢ jednak dyskusyjne, poniewaz jak wykazano
sygnalizacja za poSrednictwem receptora ALK1 moze odpowiada¢ za etap
dojrzewania naczyn krwiono$nych, a nie za proces inicjacji angiogenezy

(Lamouille i wsp., 2002; Oh iwsp., 2000; Shao i wsp., 2009). Obserwowana
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rozbiezno$¢ moze by¢ nastepstwem zastosowania réznych modeli badawczych,
a takze udziatem innych ligandow z rodziny TGFB w stymulacji receptora ALK1,
tj. czynnikéw BMP4 oraz BMP9, badz tez zjawiskiem ,cross-talk” ze szlakiem JNK
i ERK, jako mediatorami odpowiedzi antyangiogennej (David i wsp., 2007; Shao

i wsp., 2009)

Wypadkowy efekt aktywacji jednej z dwdch drég przekazywania sygnatu,
ALK1 vs. TGFBR1, =zalezy $ciSle od stezenia czynnikéw z rodziny TGFf
w mikrosrodowisku guza. Niskie stezenia tych biatek promuja aktywacje
za posSrednictwem receptora ALK1, podczas gdy ich wysokie stezenie przenosi
ciezar sygnalizacji na receptor TGFBR1 (Ryc. 1.8.) (Lebrin i wsp., 2005; Orlova
iwsp., 2011).

TGFR
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Rycina 1.8. Udziat receptorow ALK1 i TGFBR1 w procesie angiogenezy (na podstawie
Principe i wsp., 2014; Orlova i wsp., 2011); wyjasnienie skrotow w tekscie.

Niski poziom sekrecji czynnikow TGFB dodatkowo sprzyja proliferacji
komoérek endotelialnych poprzez indukcje ekspresji proangiogennych czynnikéw
VEGF (wspotoddziatujgc z czynnikiem HIF-1), bFGF oraz CTGF (Padua i Massague,
2009, Sanchez-Elsner i wsp., 2001; Shao i wsp., 2009; Siegel i Massague, 2003; Tian

41



i wsp., 2011). TGFB promuje réwniez angiogeneze zwiekszajac migracje i inwazje
komorek endotelialnych w wyniku nasilania sekrecji metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomoérkowej MMP-2 oraz MMP-9, przy réwnoczesnym hamowaniu
ekspresji ich inhibitora TIMP (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases), a takze
dzieki aktywowaniu ekspresji czynnika ANGPTL4 (ang. angiopoetin-like protein 4)
(Ikushima i Miyazono, 2010; Padua i wsp., 2008; Perrot i wsp., 2013). Udziat
sygnalizacji TGF3 w przebudowie macierzy zewnatrzkomorkowej manifestuje sie
réwniez poprzez indukujce ekspresji fibronektyny, kolagenu typu I, IV i V oraz
integryn a5 i 1, co sprzyja oddzialywaniu naczyn krwiono$nych z btong

podstawng (Fink i Boratynski, 2012; Holderfield i Hughes, 2008).

Efekt sygnalizacji TGFB dla angiogenezy zalezy nie tylko od poziomu
ekspresji czynnikow z rodziny TGF(, ale rowniez oddziatywania z innymi
Sciezkami przekazywania sygnatu. Receptory ALK1 po aktywacji czynnikiem
BMP-9 wykazujg wspoétoddziatywanie na poziomie transkrypcyjnym ze szlakiem
NOTCH. Obecne w komodrkach sasiadujagcych z komérkami czotowymi
proliferujgcego endotelium (ang. stalk cells) ufosforylowane biatka efektorowe
Smad1/5/8, tworzac kompleks transkrypcyjny z aktywng domeng NICD
(ang. notch intracellular domain) receptora NOTCH odpowiedzialne s3a
za aktywacje ekspresji gendw HEY1, HEYZ oraz JAGGEDI1. Produkty tych genow
bedac biatkami efektorowymi szlaku NOTCH, warunkuja zahamowanie dalszego
kietkowania komdrek czotowych endotelium (ang. tip cells), stymulujac tworzenie
dojrzatych naczyn krwionos$nych (Kerr i wsp., 2015; Larrivee i wsp., 2012; Moya

iwsp., 2012).
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2. Cel pracy

Liczne doniesienia wskazuja na zaangaZowanie w proces transformacji
nowotworowej sygnalizacji inicjowanej transformujacymi czynnikami wzrostu
typu B (TGFp). Istotng role w tym szlaku sygnalizacyjnym odgrywa betaglikan
nalezacy do receptorow pomocniczych szlaku TGFB. Kodowany jest on przez gen
TGFBR3, ktorego ekspresja znajduje sie pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego
GATA3. Gtéwng funkcjg betaglikanu jest prezentowanie ligandéw receptorom
TGFB o aktywnos$ci kinaz serynowo/treoninowych. Jak wykazaty badania, w tym
prowadzone w Katedrze Cytobiochemii Uk, zaburzenia ekspresji receptoréw

pomocniczych TGFB moga mie¢ zwigzek z rozwojem i progresja nowotworow.

Celem pracy bylo poszukiwanie molekularnych mechanizméw
odpowiedzialnych za zaburzenie ekspresji betaglikanu, prowadzacych
w konsekwencji do nieprawidtowej inicjacji sygnalizacji TGFf zachodzacej przy
udziale tego receptora pomocniczego w raku endometrium. Wywodzacy sie
z komérek nabtonka gruczotowego btony Sluzowej macicy rak endometrium
stanowi ok. 80% przypadkéw nowotworéw trzonu macicy. Zgodnie z danymi
statystycznymi, liczba nowych przypadkéw zachorowania na raka endometrium
zwieksza sie corocznie, zajmujac w Polsce czwartg pozycje wsrdod choréb

nowotworowych u kobiet.
Realizacji postawionemu celowi stuzyty nastepujace zadania badawcze:

¢ ocena ekspresji betaglikanu na poziomie mRNA i biatka

s ocena metylacji regionu promotorowego genu TGFBR3 kodujacego
betaglikan

¢ ocena ekspresji oraz metylacji genu kodujacego czynnik transkrypcyjny
GATA3 regulujacy ekspresje betaglikanu

¢ ocena korelacji pomiedzy ekspresja i poziomem metylacji genow
kodujacych betaglikan i czynnik transkrypcyjny GATA3

¢ ocena utraty heterozygotycznosci w locus genu TGFBR3

¢ ocena wybranych polimorfizméw jednonukleotydowych w regionie

promotorowym i kodujacym genu TGFBR3.
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3. Material

Ogoétem w badaniach wykorzystano 133 preparaty raka endometrium,
69 preparatow prawidlowego endometrium oraz 248 preparatow krwi
obwodowej kobiet, u ktérych niezdiagnozowano choroby nowotworowej. Materiat
kliniczny w liczbie 90 przypadkdéw pierwotnego gruczolakoraka endometrium
(endometrioid adenocarcinoma) oraz 69 preparatéw prawidlowego endometrium
pochodzacych od pacjentek poddanych zabiegowi chirurgicznemu w latach
2010-2014 otrzymano z II Katedry i Kliniki Ginekologii Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie w ramach bezposredniej wspéipracy z prof. dr hab. n. med. Andrzejem
Semczukiem. Zadna z pacjentek przed zabiegiem chirurgicznym nie otrzymywata
hormono-, chemio-, aniradioterapii. Bezposrednio po zabiegu chirurgicznym
materiat kliniczny dzielono na dwie porcje, z ktorych jedng po utrwaleniu
poddawano rutynowej ocenie histopatologicznej, druga za$§ po zamrozeniu
w temperaturze -70°C przechowywano do dalszych badan. Analizowany materiat
biologiczny byt oceniany pod wzgledem Kkliniczno-patologicznym, tj. typu
histopatologicznego, stopnia zaawansowania klinicznego wg skali FIGO, stopnia
histologicznej dojrzatosci wg WHO (G), naciekania mieSnidwki trzonu macicy (MI),
zajecia przestrzeni naczyniowych (VSI) oraz przerzutow do okolicznych weztéw
chtonnych. W tabeli 3.1. przedstawiono charakterystyke wykorzystanego w toku
badan materiatu klinicznego otrzymanego w ramach wspétpracy z Uniwersytetem
Medycznym w Lublinie. W badaniach polimorfizmu genu kodujgcego betaglikan
wykorzystano rowniez DNA z 43 przypadkéw raka endometrium oraz 248
preparatéw Kkrwi obwodowej kobiet, u Kktérych nie stwierdzono choroby
nowotworowej wyizolowany przez dr Ewe Forme (Katedra Cytobiochemii
Uniwersytetu tLoédzkiego) z materialu otrzymanego w ramach wspoétpracy
prof. dr hab. Magdaleny Bry$ (Katedra Cytobiochemii Uniwersytetu Lodzkiego)
z prof. dr. hab. Andrzejem Bienkiewiczem oraz dr Katarzynga Wéjcik-Krowiranda
z Katedry Ginekologii Onkologicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Srednia
wieku pacjentek z rakiem endometrium wynosita 62,2 lat (mediana - 61 lat; min -
39 lat; max - 85 lat), awprzypadku grupy kontrolnej (krew) stanowita
odpowiednio 63,4 lat (mediana - 64 lat; min - 24 lata; max - 87 lat).
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Wykorzystanie w badaniach materiatu klinicznego zaakceptowane zostato

przez Komisje Bioetyczne odpowiednio Uniwersytetu Medycznego w Lublinie oraz

Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Tabela 3.1. Charakterystyka kliniczno-patologiczna analizowanego materiatu
pochodzacego z Il Katedry Ginekologii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.
CHARAKTERYSTYKA PRZLY'giEQ oW

Wiek

srednia 62

mediana 61

min — max 46 — 81
Stopien zaawansowania wg FIGO

I 48

Il 27

11 12

v 3
Stopien ztosliwosci wg WHO

Gl 28

G2 49

G3 13
Naciekanie miesnidéwki trzonu macicy (Ml)

<1/2 grubosci migesniowki 44

21/2 grubosci migesniowki 46
Zajecie powierzchni naczyniowych (VSI)

nienaciekajgce 70

naciekajace 20
Zajecie okolicznych weztéw chionnych

wolne 87

zajete

nb
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4. Metody
4.1. Izolacja RNA

Catkowity kwas rybonukleinowy (RNA) otrzymywano zgodnie ze skrécong
metoda Chomczynskiego i Sacchi (1987). Rozdrobniong tkanke zawieszano w 2 ml
buforu denaturujagcego zawierajgcego: 4 M tiocyjanian guanidyny, 25 mM
cytrynian sodu, 0,5 % sarkozyl, 0,1 M 2-merkaptoetanol i homogenizowano
wrecznym homogenizatorze nozowym w temperaturze 4°C. Do 600 pl
homogenatu dodawano kolejno 60 pl 2 M octanu sodu (pH 4,0), 600 pl fenolu
(pH 4,3) oraz 120 pl mieszaniny chloroform/alkohol izoamylowy (49:1, v/v).
Probki po 15 minutowej inkubacji wirowano przez 20 minut przy 10 000 x g
w temperaturze 4°C. Nastepnie zbierano faze wodng, do ktérej dodawano réwna
objetoscia alkoholu izopropylowego i pozostawiano na co najmniej 1 godzine
w temperaturze -20°C. Po precypitacji probki wirowano przez 30 minut przy
10 000xg w 4°C. Osad RNA przeptukiwano dwukrotnie 75% alkoholem etylowym
izawieszano w 50 pl wody wolnej od RNaz, tj. traktowanej DEPC
(ang. diethylpyrocarbonate). Preparaty przechowywano w temperaturze -70°C

do dalszej analizy.
4.2. Izolacja DNA

[zolacje kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) przeprowadzano metoda
ekstrakcji fenolowej. Rozdrobniong tkanke zawieszano w 750 pl buforu
ekstrakcyjnego zawierajacego: 10 mM EDTA, 10 mM Tris/HCI (pH 8,0), 0,5% SDS,
homogenizowano w recznym homogenizatorze nozowym w temperaturze
pokojowej i inkubowano przez ok. 12 godzin z 20 pul proteinazy K (10 mg/ml; A&A
Biotechnology, Polska) w temperaturze 55°C. Nastepnie DNA ekstrahowano 750 pl
mieszaniny fenol/chloroform/alkohol izoamylowy (25:24:1, v/v/v).
Po rozdzieleniu warstw w wyniku 30 minutowego wirowania przy 13 000xg
w temperaturze pokojowej zbierano faze wodng, z ktérej wytrgcano DNA
za pomocg 750 pl alkoholu izopropylowego w obecnosci 75 ul 5 M octanu amonu
w temperaturze 4°C przez co najmniej 30 minut. DNA odwirowywano przy

13 000xg i dwukrotnie przeptukiwano 70% alkoholem etylowym. Oczyszczony
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DNA rozpuszczano w buforze TE (10 mM Tris/HCl pH 8,0, 1 mM EDTA)

i przechowywano w temperaturze -70°C do dalszej analizy.

4.3. Spektrofotometryczna ocena jakosciowa i iloSciowa preparatow

kwasow nukleinowych

Otrzymane preparaty RNA i DNA analizowano jako$ciowo oraz ilosciowo
za pomoca spektrofotometru BioPhotometer Plus (Eppendorf, Niemcy). Pomiaru
absorbancji dokonywano przy dtugosci fal A260 oraz Az2so nm i wyznaczano stosunek
wartoSci Azeo/Az80. Do dalszej analizy wykorzystywano wylacznie preparaty,
dla ktérych stosunek absorbancji A260 do Azso mieScit sie w przedziale 1,8 - 2,0.

Stezenie kwasow nukleinowych wyznaczano na podstawie zaleznoSci:
Crna [pg/ml] = A260 x 40 [pg/ml] pg x rozcienczenie
Cona [ug/ml] = A2g0 x 50 [ug/ml] x rozcienczenie
pod warunkiem, ze dtugos¢ drogi optycznej podczas pomiaru wynosita 1 cm.
4.4. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji na matrycy wyizolowanego catkowitego
RNA przeprowadzano przy uzyciu komercyjnego zestawu High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) zgodnie z protokotem
producenta. Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono aparacie ThermalCycler
2720 (Applied Biosystems, USA) uzywajac 1 pg catkowitego RNA w mieszaninie
reakcyjnej zawierajacej 2 pl buforu reakcyjnego (10x), 0,8 pl mieszaniny dNTP
(25x), 2 pl mieszaniny losowych oligonukleotydow (10x), 1 pl odwrotnej
transkryptazy MultiScribe™ MuLV, 1 ul inhibitora RNaz. Cato$¢ uzupetniano woda
wolng od RNaz do koncowej objetos¢ 20 pl. Profil termiczny reakcji odwrotnej
transkrypcji przedstawiono na rycinie 4.1.. Otrzymane w wyniku syntezy cDNA

przechowywano w temperaturze -20°C do dalszej analizy.
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25°C 120 min
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Rycina 4.1. Profil termiczny reakcji odwrotnej transkrypciji.

4.5. Analiza iloSciowa przyrostu produktu tancuchowej reakcji

polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-time PCR)

Analize iloSciowg ekspresji badanych genéw przeprowadzano z uzyciem
komercyjnych sond TagMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems, USA)
znakowanych znacznikiem fluorescencyjnym 1FAM™ w obecno$ci, zalecanego
przez producenta sond, buforu reakcyjnego TagMan® Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems, USA). Analize iloSciowa normalizowano wobec genu
referencyjnego GPADH (ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).
Zastosowano nastepujacy zestaw sond: Hs00234259_ml1 (gen TGFBR3),
Hs00231122_m1 (gen GATA3) oraz Hs99999905_m1 (gen referencyjny GAPDH),
specyficznych wzgledem potaczen ekson-ekson, celem wykluczenia amplifikacji
ewentualnych zanieczyszczen matrycy genomowym DNA. Reakcje Real-time PCR
prowadzano w catkowitej objetosci 10 pl mieszaniny zawierajacej 0,5 pl cDNA,
0,5 pl sondy TagMan® Gene Expression Assay (20x), 5 ul buforu TagMan® Gene
Expression Master Mix (2x) oraz 4 pl wody. Amplifikacje wraz z pomiarem
przyrostu produktu w czasie rzeczywistym dokonywano w aparacie
Mastercycler® epgradient S realplex* (Eppendorf, Niemcy) zgodnie w profilem

termicznym wskazanym przez producenta i przedstawionym na rycinie 4.2..

Wartos$¢ wzglednej ekspresji badanych genéw (L) wyznaczano za pomoca
parametru C: (ang. cycle threshold) przeliczajac liczbe kopii mRNA badanego genu

na 1000 kopii mRNA genu referencyjnego wedtug wzoru:
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AC, = C; genu badanego — Ct Gappu

L = 27%6x1000

95°C 95°C

10 min 15s

60°C

1min

40x

Rycina 4.2. Profil termiczny reakcji Real-time PCR.

4.6. Otrzymywanie homogenatow tkankowych

Lizaty tkankowe przygotowywano w buforze zawierajagcym: 0,25 M
sacharoze, 50 mM Tris/HCI (pH 7,4), 5 mM MgClz, 0,5% Triton X-100, 1 mM PMSF.
Tkanki homogenizowano w recznym homogenizatorze nozowym w temperaturze
4°C, a efektywno$¢ homogenizacji sprawdzano mikroskopowo stosujac
wybarwianie btekitem metylenowym. Probki homogenatéw wirowano w 4°C przy

10 000xg przez 10 minut i przechowywano w -20°C do dalszej analizy.
4.7. Analiza iloSciowa biatka

Stezenie biatka w otrzymanych homogenatach tkankowych wyznaczono
przy zastosowaniu metody Lowry’ego i wsp. (1951). W tym celu pobierano 10 pl
homogenatu i uzupeiniano woda do 200 pl. Nastepnie dodawano 200 pl 1M NaOH
iinkubowano przez 20 minut. Po tym czasie dodawano 2 ml odczynnika
miedziowego sktadajgcego sie z 2% Na2C03, 1% CuSO4 oraz 2% winianu sodowo-
potasowego, zmieszanych w stosunku 100:1:1, co najmniej 30 minut przed
uzyciem. Probki z odczynnikiem miedziowym inkubowano 10 minut, nastepnie
dodawano 200 pl odczynnika Folina-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Niemcy),
rozcienczonego uprzednio woda w stosunku 1:1, energicznie mieszano
i inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Warto$¢ absorbancji

odczytywano przy dtugosci fali A7so. Pomiar absorbancji wykonywano przy uzyciu
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aparatu Helios B (Pye-Unicam, Wielka Brytania). Oznaczenie zawartosci biatka

w probach wykonywano w trzech powtorzeniach wobec kontroli negatywne;j.

Stezenie biatka w probach odczytywano na podstawie krzywej wzorcowej
sporzadzonej dla albuminy surowicy bydlecej (Sigma-Aldrich, Niemcy) w zakresie

2 - 60 pg biatka w prébie (Ryc. 4.3.).

y =0,0074 x
R? =0,9894

0,0 T T T 1
0 20 40 60 80

albumina [ng]

Rycina 4.3. Krzywa wzorcowa stosowana do oznaczania ilosci biatka metoda Lowry'ego.

4.8. Immunodetekcja bialek technika Western blot
Przygotowanie probek biatkowych

Doprowadzone do stezenia 1,33 mg/ml biatka prébki homogenatéw
tkankowych mieszano w stosunku 3:1 z buforem do rozpuszczania biatek
zawierajagcym 250 mM Tris/HCl (pH 6,8), 8% SDS, 20% glicerol, 20%
2-merkaptoetanol oraz 0,01% pironine. Uzyskane probki o stezeniu 1 mg/ml
inkubowano w temperaturze 100°C przez 5 minut, po czym schtadzano

i przechowywano w temperaturze -20°C do dalszej analizy.
Rozdziat elektroforetyczny biatek w zZelu poliakrylamidowym

Elektroforeze biatek w zZelu poliakrylamidowym przeprowadzano zgodnie
z protokotem Laemmliego (1970) w 7,5% zZelu rozdzielajgcym o wymiarach
10x 10 x 0,02 cm, zawierajacym 0,1% SDS oraz 375 mM Tris/HCI (pH 8,8). Prébki

biatek o objetosci 45 pl wstepnie zatezano w 3% zelu poliakrylamidowym
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zawierajacym 0,1% SDS oraz 125 mM Tris/HCI (pH 6,8). Elektroforeze
przeprowadzano w uktadzie buforujacym 192 mM glicyna, 25 mM Tris (pH 8,3),
0,1% SDS przy natezeniu 30 mA/ptytke w Zelu zatezajacym oraz 60 mA/ptytke
w Zelu rozdzielajgcym. Mase czasteczkowg rozdzielanych elektroforetycznie biatek
okreSlano na podstawie wzorca mas czasteczkowych Perfect™ Color Protein

Ladder (7-240 kDa; EURX, Polska).
Elektrotransfer biatek z zelu poliakrylamidowego na membrane

Rozdzielone elektroforetycznie w zelu poliakrylamidowym biatka
transferowano na membrane Immobilon®-P (Millipore, USA) o Srednicy poréw
0,45 pm zgodnie z metodag Towbina i wsp. (1979) w ukladzie po6tsuchym
w obecnoSci buforu zawierajgcego 192 mM glicyne, 25 mM Tris (pH 8,3) oraz 20%
alkohol metylowy. Transfer prowadzono 1 godzine przy natezeniu pragdu 450 mA

w temperaturze pokojowe;j.
Kontrola efektywnosci elektrotransferu

Membrane po zakonczonym elektrotransferze barwiono roztworem
Ponceau S w 3% kwasie octowym przez 5 minut w temperaturze pokojowe;.
Nadmiar barwnika usuwano przeptukujagc membrane woda do momentu
ujawnienia sie pasm rozdzielanych biatek, co stuzyto kontroli efektywnoSci

elektrotransferu. Membrane do dalszej analizy odbarwiano metanolem.
Immunodetekcja biatek na membranie

Immunodetekcje bialek na membranie przeprowadzono w obecnosci
swoistych przeciwcial z wykorzystaniem chromogenu Novex® HRP (TMB)
(Invitrogen, USA), bedacego substratem peroksydazy chrzanu, w nastepujacych

po sobie etapach:

¢ blokowanie wolnych miejsc na membranie 5% roztworem odttuszczonego
liofilizatu mleka krowiego w buforze TBST o skiadzie 50 mM Tris/HCI
(pH 7,4), 150 mM NaCl oraz 0,05% Tween 20;

¢ pieciokrotne przeptukiwanie membrany buforem TBST przez 5 minut;

¢ catonocna inkubacja z przeciwciatami pierwszorzedowymi w temperaturze
4°C;
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pieciokrotne odptukiwanie nadmiaru przeciwciat pierwszorzedowych
buforem TBST przez 5 minut w temperaturze pokojowej;

inkubacja z  przeciwcialami  drugorzedowymi  skoniugowanymi
z peroksydaza chrzanu przez 1 godzine w temperaturze 37°C;

pieciokrotne odptukiwanie nadmiaru przeciwciat drugorzedowych buforem
TBST przez 5 minut w temperaturze pokojowej;

detekcja antygendw z zastosowaniem substratu chromogennego Novex®
HRP (4 ml);

przerywanie reakcji enzymatycznej w wyniku przeptukania woda.

Do immunodetekcji zastosowano ponizsze przeciwciala pierwszo- oraz

drugorzedowe:

X/
L X4

X/
°

X/
*

X/
°

anty-betaglikan - pierwszorzedowe poliklonalne przeciwciata krélicze
klasy IgG skierowane przeciwko regionowi zlokalizowanemu miedzy
resztami aminokwasowymi 88-274 betaglikanu ludzkiego pochodzenia
(ab97459; abcam®, Wielka Brytania); miano 1:1 000;

anty-aktyna - pierwszorzedowe poliklonalne przeciwciata kozZle klasy IgG
skierowane przeciwko regionowi C-konicowemu aktyny ludzkiego
pochodzenia (sc-1616; Santa Cruz Biotechnology, USA); miano 1:1 000;
anty-IgG krolika - drugorzedowe poliklonalne przeciwciata kozle klasy IgG
skoniugowane z  peroksydaza chrzanu skierowane przeciwko
immunoglobulinom kréliczym klasy IgG (A9169; Sigma-Aldrich, Niemcy);
miano 1:20 000;

anty-IgG kozta - drugorzedowe poliklonalne przeciwciata kroélicze klasy IgG
skoniugowane z  peroksydaza chrzanu skierowane przeciwko
immunoglobulinom kozlim klasy IgG (A8919; Sigma-Aldrich, Niemcy);
miano 1:5 000.
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Usuwanie kompleksow przeciwcial z membrany celem ponownej

immunodetekcji zwiqzanych antygenow

Z membrany Immobilon®-P (Millipore, USA) po immunodetekcji
betaglikanu usuwano kompleksy przeciwciat celem immunodetekcji aktyny.

Procedura ta obejmowata nastepujgce etapy:

+ inkubacja membrany w buforze zawierajacym 2% SDS, 62,5 mM Tris/HCI
(pH 6,8) oraz 0,8% 2-merkaptoetanol w temperaturze 50°C przez 45 minut;

% przeptukiwanie membrany pod biezgca wodg, przez co najmniej 1 godzine;

% odptukanie ewentualnych pozostatosci 2-merkaptoetanolu buforem TBST

przez 5 minut.
Analiza densytometryczna

Membrany po wizualizacji antygenéw w wyniku barwnej reakcji
peroksydazy chrzanu z substratem chromogennym skanowano, a nastepnie
poddawano analizie densytometrycznej przy uzyciu programu Gel-Pro Analyzer

ver. 3.0 dla systemu operacyjnego Windows (Media Cybernetics, USA).

4.9. Analiza metylacji DNA technika metylospecyficznej reakcji
lancuchowej polimerazy (MSP-PCR)

Wybér miejsc metylacji wysp CpG

Bioinformatyczng analize wystepowania potencjalnych miejsc metylacji
w regionie promotorowym genu TGFBR3 oraz projektowanie starteréw uzytych
w reakcji MSP-PCR (ang. methylation-specific PCR) przeprowadzono za pomocg
programu MethPrimer (Li i Dahiya, 2002). Analizowano sekwencje DNA
odpowiadajaca promotorowi proksymalnemu genu TGFBR3, ktérego aktywnos$¢
obserwuje sie w wiekszosci typow tkanek (Ryc. 4.4.). Wytypowano wyspe CpG
o dtugosci 1236 pz zlokalizowang wzgledem miejsca startu transkrypcji genu
TGFBR3 w pozycji -278/+957. Miejsce metylacji i sekwencje starteréw uzytych
w toku analizy metylacji regionu promotorowego genu GATA3 zaczerpnieto
z publikacji Coopera i wsp. (2010). Analizowano wyspe CpG o dtugosci 884 pz
zlokalizowang w pozycji +1834/+2717 (Ryc. 4.5.).
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wyspa CpG (1236 pz)
- 278/+ 957

+1 +1

ATG
7,5 kpz' 12,5 kpz 25 kpz r
—
- 559/- 534
GATA3
Promotor dystalny Promotor proksymalny

Rycina 4.4. Lokalizacja analizowanej wyspy CpG w regionie promotorowym genu
TGFBR3.

wyspa CpG (884 pz)
+1834/+ 2717

ATG
: kpz . = kpz f .’Ih
—

Rycina 4.5. Lokalizacja analizowanej wyspy CpG w regionie promotorowym genu
GATAS.

+1

Promotor

Konwersja DNA wodorosiarczynem sodu

W celu oceny metylacji wysp CpG zastosowano metode metylospecyficznej
reakcji tancuchowej polimerazy MSP-PCR. Pierwszym etapem metody MSP-PCR
jest konwersja DNA wodorosiarczynem sodu, w wyniku ktérej reszty cytozyny
ulegaja deaminacji do uracylu, podczas gdy reszty 5-metylocytozyny pozostaja
niezmienione. Stosujac  odpowiednio  zaprojektowane pary starterow
specyficznych dla sekwencji metylowanych oraz niemetylowanych, uzyskujemy
w toku reakcji PCR dwie pule produktéw, ktérych pomiar gestosci optycznej
w Zelu agarozowym stuzy do badan pordwnawczych profilu metylacyjnego
w preparatach nowotworowych wzgledem tkanki prawidlowej (Herman i wsp.,

1996).

Reakcje konwersji DNA wodorosiarczynem sodu przeprowadzano
przy uzyciu komercyjnego zestawu EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo
Research, USA). Konwersji poddawano 2 pg DNA (0,1 pg/pl) zgodnie z protokotem
dostarczonym przez producenta zestawu. Konwertowany DNA mieszano ze 130 pl

przygotowanego in situ buforu CT Conversion Reagent, a nastepnie inkubowano
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w termobloku ThermoStat Plus (Eppendorf, Niemcy) wedtug profilu termicznego

przedstawionego na rycinie 4.6..

98°C

10 min
64°C

150 min

4°C

Rycina 4.6. Profil termiczny reakcji konwersji DNA wodorosiarczynem sodu.

Nastepnie na kolumny Zymo-Spin™ IC column nanoszono 600 pl buforu M-
Binding Buffer oraz prébki po inkubacji. Kolumny zwirowywano przy 12 000xg
przez 30 sekund, przeptukiwano 100 pl buforu M-Wash Buffer i ponownie
wirowano przy 12 000xg przez 30 sekund. Konwertowany DNA zwigzany
ze ztozem kolumny poddawano reakcji desulfonacji z 200 pl M-Desulphonation
Buffer i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Kolumny
ponownie wirowano przy 12000xg przez 30 sekund oraz dwukrotnie
przemywano 200 ul buforu M-Wash Buffer. Elucje przekonwertowanego DNA
ze ztoza przeprowadzano za pomocg 10 pl buforu M-Elution Buffer przy 12 000xg

przez 30 sekund. Prébki przechowywano w temperaturze -20°C do dalszej analizy.
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Metylospecyficzna reakcja tancuchowa polimerazy (MSP-PCR)

Reakcje = PCR  przeprowadzano na matrycy konwertowanego
wodorosiarczynem sodu DNA w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej: 0,5 pl DNA
po konwersji, 1,25 ul buforu reakcyjnego (10x), 0,6 pul mieszaniny dNTP (10 mM),
po 0,5 ul kazdego ze starterow (5 uM), 0,25 pl polimerazy JumpStart™ Taqg DNA
(2,5 u/ul; Sigma-Aldrich, Niemcy), uzupetnionej woda do konicowej objetosci
12,5 ul. Amplifikacje przeprowadzano w aparacie ThermalCycler 2720 (Applied
Biosystems, USA) stosujac profil termiczny zalecany przez producenta polimerazy
i przedstawiony na rycinie 4.7.. Reakcje MSP-PCR przeprowadzano réwnolegle
w obecnosci kontroli pozytywnej, w ktérej matryce stanowit ludzki metylowany
DNA konwertowany wodorosiarczynem sodu (Bisulfite-Converted Universal
Methylated Human DNA Standard; Zymo Research, USA). Charakterystyke oraz

sekwencje nukleotydowe zastosowanych starteréw przedstawiono w tabeli 4.1..

94°C 94°C
1min 30s
72°C 72°C
T 1min 1 1min
30s
|
40x 4°C

Rycina 4.7. Profil termiczny reakcji MSP-PCR.
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Tabela 4.1. Charakterystyka starterow uzytych w reakcji MSP-PCR (M - starter
specyficzny dla sekwencji metylowanej, U - starter specyficzny dla sekwencji
niemetylowanej).

WIELKOSC
GEN STARTER Tm SEKWENCJA NUKLEOTYDOWA PRODUKTU
PCR [pz]
TGFBR3
M sens 62°C 5-TACAAAAATTAACCGAATATAATAACGTA-3’ 218
anti-sens 5-TTTTGGTTATGTGGTTTTCGC-3
U sens 54°C 5-AATACAAAAATTAACCAAATATAATAACAT-3 219
anti-sens 5-TTTGGTTATGTGGTTTTTGTGA-3’
GATA3
M sens 62°C 5-ACGATTTTCGATTTTTCGACGGTAGGAGTTTTTC-3’ 106
anti-sens 5-GACTATACTCGCGCCCTCTCGCCGA-3
U sens 58°C 5-ATGATTTTTGATTTTTTGATGGTAGGAGTTT-3 108
anti-sens 5-TCAACTATACTCACACCCTCTCA-3

Rozdziat elektroforetyczny produktéow reakcji MSP-PCR w Zelu

agarozowym

Produkty reakcji MSP-PCR rozdzielano w 2% Zelu agarozowym w uktadzie
buforujagcym TAE zawierajagcym 40 mM Tris/octan oraz 1 mM EDTA. Wielkos$¢
rozdzielanych elektroforetycznie produktéw reakcji MSP-PCR okreslano
na podstawie wzorca 50 bp DNA Step Ladder (Sigma-Aldrich, Niemcy). Rozdziatu
dokonywano przez ok. 45 minut przy napieciu pradu 100 V. Elektroferogramy
wizualizowano za pomocg bromku etydyny dodawanego bezposrednio do Zelu

agarozowego o stezeniu koncowym 0,5 pg/ml
Analiza densytometryczna elektroferogramow

Elektroferogramy po wizualizacji w Swietle UV fotografowano, a nastepnie
poddawano analizie densytometrycznej przy uzyciu programu Gel-Pro Analyzer
ver. 3.0 dla systemu operacyjnego Windows (Media Cybernetics, USA).
Na podstawie uzyskanych pomiaréw zintegrowanej gestosci optycznej wyliczano

indeks metylacji (MI, ang. methylation index) za pomoca ponizszego wzoru:

10Dy,

[=——M %1009
10D, + 10D, o
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gdzie: MI oznacza indeks metylacji [%], I0Dm oraz 10Dy wartoSci zintegrowanej
gestosci optycznej produktow reakcji MSP-PCR uzyskanych przy uzyciu
odpowiednio starterow specyficznych wzgledem sekwencji metylowanej (M)

oraz niemetylowanej (U).

4.10. Analiza utraty heterozygotycznosci na podstawie dlugosci

produktow reakcji PCR w automatycznym sekwenatorze DNA
Reakcja taricuchowa polimerazy

Analize utraty heterozygotycznosci (LOH, ang. loss of heterozygosity)
w locus genu TGFBR3 dokonywano za pomoca oceny dtugosci produktéow reakcji
PCR trzech markeréw mikrosatelitarnych, tj. D1S188, D1S435 oraz D1S1588
wytypowanych na podstawie danych literaturowych (Dong i wsp., 2007; Finger
i wsp., 2008b; Hempel i wsp., 2007; Turley i wsp., 2007). Do reakcji PCR uzyto par
starteréw specyficznych wzgledem kazdego z markeréw mikrosatelitarnych,
z ktorych jeden z kazdej pary znakowany byl na koncu 5 barwnikiem
fluorescencyjnym 6-FAM (ang. 6-carboxyfluorescein) lub TET (ang. 5-tetrachloro-
fluorescein) (Sigma-Aldrich, Niemcy). Sekwencje zastosowanych starterow
pochodzity z bazy danych NCBI (ang. National Center for Biotechnology
Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe). Tabela 4.2. prezentuje
lokalizacje oraz charakterystyke uzytych w toku analizy starteréw.

Tabela 4.2. Charakterystyka markerow mikrosatelitarnych w locus genu TGFBR3 oraz
starterow uzytych do ich amplifikacji.

MOTYW/
: WIELKOSC
POLOZENIE oo 20 Tm SEKWENCJA NUKLEOTYDOWA  BARWNIK
PCR [pz]
D15188
1031 (CAW 64°C 5'-AACCAATCAAGGTGCCTGCA-3 -
P 149-173 5-TCCCCTAGTGTCCTGGCAG-3' FAM
D1S435
1031 (CAW 62°C 5'- GGTTATTAGGCATGATAAGGG-3’ -
P 157-177 5'- ACGCTGTCTCTGACAAGAAA-3' FAM
D1S1588
(AAT)W/ 5'- CTGGTCCCATAGCTAGTAAACG-3 -
1p33-p32 118-139 ~ 285°C 5'- ATGAGGTCCCCATTTACCAT-3’ TET
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Reakcje PCR przeprowadzano na matrycy DNA w mieszaninie reakcyjnej
zawierajacej: 0,5 pl DNA (10 ng/pl), 2,5 pl buforu reakcyjnego (10x), 1,6 pl
mieszaniny dNTP (10 mM), po 1 pl kazdego ze starterow (5 uM), 0,5 pl polimerazy
JumpStart™ Taq DNA (2,5 u/pl; Sigma-Aldrich, Niemcy), uzupetnionej woda
do konncowej objetosci 25 pl. Amplifikacje przeprowadzano w aparacie
ThermalCycler 2720 (Applied Biosystems, USA) stosujac profil termiczny zalecany

przez producenta polimerazy i przedstawiony na rycinie 4.8..

94°C 94°C

1min 30s

72°C | 72°C

D1S188 64°C ' ! - :
» 1min 1min

D1S435 62°C —
D151588158,5°C 30s

35x 4°C

Rycina 4.8. Profil termiczny reakcji PCR podczas amplifikacji badanych markeréow
mikrosatelitarnych w locus genu TGFBR3.

Analiza dtugosci produktéw reakcji PCR

Analize dtugosci produktéw reakcji PCR w obecnosci znakowanych
fluorescencyjnie starteréw przeprowadzano w automatycznym sekwenatorze DNA
ABI PRISM® 377 (Applied Biosystems, USA). Do 3 pl produktéow reakcji PCR
dodawano 4 ul mieszaniny zawierajgcej dejonizowany formamid, standard
wielkosci GeneScan™ 350 TAMRA™ (Applied Biosystems, USA) oraz bufor
obciagzajacy (50 mg/ml dextran blue, 20 mM EDTA) w stosunku 10:2:1. Prébki
denaturowano przez 5 minut w temperaturze 95°C, po czym schtadzano na lodzie.
Rozdzial produktéw reakcji PCR przeprowadzany byt w 5% zZelu
poliakrylamidowym Long Ranger™ (BMA, USA) zawierajgcym 6 M mocznik, 89 mM
Tris, 89 mM kwas borny, 2,5 mM EDTA (pH 8,0) przez 2 godziny przy napieciu
1000 V w uktadzie buforujagcym 89 mM Tris, 89 mM kwas borny oraz 2,5 mM
EDTA (pH 8,0). Elektroferogramy analizowano przy uzyciu programu GeneScan®
v3.1.2 (Applied Biosystems, USA), ktéry okreslat dtugo$¢ produktow PCR

na podstawie standardu wielko$ci oraz wyznaczal wysoko$¢ oraz pole
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powierzchni pikéw odpowiadajacych wyznakowanym fluorescencyjnie produktom

PCR.

Rozktad fluorescencji pochodzacej od produktéow amplifikacji markerow
mikrosatelitarnych, zaleznie od zygotycznosSci analizowanego locus, wykazywat
obecno$¢ jednego badz dwoch pikdw, reprezentujacych allele danego locus
odpowiednio dla homozygoty (przypadki nieinformatywne) lub heterozygoty
(przypadki informatywne). Utrate heterozygotyczno$ci definiowano jako
kompletny zanik lub = 50% redukcje intensywnosci piku jednego z alleli
obserwowane w preparacie nowotworowym w porownaniu do tkanki
prawidtowej pochodzacej od tej samej pacjentki. LOH wyrazano za pomoca
wspoétczynnika AR (ang. allelic ratio) wyliczanego zgodnie ze wzorem:

_ TyxN,

AR =
T, XN,

gdzie T1 oraz N1 oznacza pole powierzchni pod pikami pochodzacymi od krotszych
produktéw amplifikacji danego markera mikrosatelitarnego odpowiednio
w materiale nowotworowym (7T) oraz prawidtowym (N), podczas gdy T2 oraz Nz
pola powierzchni analogicznych dtuzszych produktéw reakcji PCR. Jednocze$nie,
gdy wspétczynnik AR miat warto$¢ wyzsza od 1 stosowano odwrdcony wzdr:

T, XN
R = 2 1
T, XN,

Warto$¢ wspoétczynnika AR < 0,5 wskazywata na utrate heterozygotycznosci,

podczas gdy warto$¢ AR > 0,5 stanowita wynik negatywny.

4.11. Analiza polimorfizmow jednonukleotydowych z zastosowaniem

sond fluorescencyjnych TagMan®
Wybér badanych polimorfizméw

Kryterium wyboru analizowanych polimorfizméw jednonukleotydowych
(SNP, ang. single nucleotide polymorphism) obejmowato wystepowanie rzadszego
wariantu allelicznego (MAF, ang. minor allele frequency) z czestosScia =5%
w populacji kaukaskiej. Analiza objeto 8 miejsc polimorficznych zlokalizowanych

w locus genu TGFBR3, tj. rs883873,rs2770186, rs12141128,rs12566180, rs6680463,

60



rs1805110, rs1805113, rs2296621, ktérych petna charakterystyka znajduje sie
w internetowej bazie danych dbSNP (ang. single nucleotide polymorphism

database; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/).

Genotypowanie miejsc polimorficznych z zastosowaniem sond

fluorescencyjnych TagMan®

Genotypowanie miejsc polimorficznych dokonywano z zastosowaniem
komercyjnych sond TagMan® (Applied Biosystems, USA) znakowanych zaleznie
od allelu barwnikami florescencyjnymi VIC® oraz 6FAM™. W tabeli 4.3.
zamieszczono numery oraz sekwencje uzytych sond. Reakcje przeprowadzano
w obecnosci dedykowanego buforu reakcyjnego TagMan® Genotyping Master Mix
(Applied Biosystems, USA).

Tabela 4.3. Charakterystyka sond TagMan® zastosowanych w reakcji geontypowania
miejsc polimorficznych genu TGFBR3.

SEKWENCJA SONDY/BARWNIKI FLUORESCENCYJNE

NUMER rs NUMER SONDY [VIC/FAM]

rs883873 C 8363279 10 CTGCTCTAAGGAAAGTGTCTGATAA[A/G]CAAATTCTAACAAACATATAAAGAA

rs2770186 C_ 16284894 10 CACTTTCAAGCCCTAAAGAGCCACA|[C/TJAGAAGTCAGCCATCCTGAGAACTCT

rs12141128 C__ 2705390 10 TCTCTATGCTAACTAAGCTCCACAT[A/G]TGGTAAACATCTGCCAAAAAAAAAA

rs12566180 C__ 2705392 10 TGTCAAATGTAGCCTGCGGGGGTAT[C/TJAGGCAGCATTTGGGTATTTATGTGG

rs6680463 C_ 26896305 10 ATGAGGGTCTCCCTGAACCCTCTCT[C/G]TTCAGGGTTATACCTTGAACATTGA

rs1805110 C_ 16171046 10 CAACTTACCTGCAGTGGCTAAACAG[A/G]JAGCTCATCAGGGCAAAGATGGCAAT

rs1805113 C__ 1931721 10 TATCCATGTCAGCTTGCGGGATAGG[A/GJAAGTGCACTCTCTTGGGACTGTAGA

rs2296621 C__ 9020914 1 GCAGAAACTGACACTTTTCCATTTG[G/T|TAATAAATACTGTGAGAAAGCTCTG

Reakcje genotypowania przeprowadzano w catkowitej objetosci 10 pl
mieszaniny zawierajgcej 1 pl DNA (10 ng/pl), 0,25 pl sondy TagMan® Genotyping
Assay (40x), 5 ul buforu TagMan® Genotyping Master Mix (2x) oraz 3,75 pl wody.
Amplifikacje wraz z pomiarem fluorescencji w punkcie konicowym dokonywano
w aparacie Mastercycler® epgradient S realplex* (Eppendorf, Niemcy) zgodnie

w profilem termicznym wskazanym przez producenta i przedstawionym
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narycinie 4.9.. Reakcje genotypowania przeprowadzano réwnolegle wobec

kontroli negatywnej zawierajacej uzyte odczynniki.

95°C 95°C

10 min 15s

60°C 60°C

1min 2min

40x

Rycina 4.9. Profil termiczny reakcji genotypowania z zastosowaniem sond TagMan®.

4.12. Analiza statystyczna

Wyniki badan uzyskane w toku oceny poziomu ekspresji mRNA, biatka oraz
profili metylacji genéw sprawdzano wzgledem zgodnosci z rozktadem normalnym
za pomoca testu Shapiro-Wilka. Poréwnania grup roéznolicznych dokonano
stosujac testy nieparametryczne w zaleznosci od liczby poréwnywanych grup,
tj. test U Manna-Whitney’a oraz test Kruskala-Wallisa. W przypadku wynikéw
sparowanych, tj. uzyskanych dla materiatu nowotworowego iprawidtowego
pochodzacego od tej samej pacjentki, stosowano nieparametryczny test Wilcoxona.
Analize korelacji poziomu ekspresji badanych genéw z poziomem ich metylacji
przeprowadzono za pomocg testu korelacji rang Spearmana. Powyzsze analizy
statystyczne opracowano w programie statystycznym GraphPad Prism v. 5.00

(GraphPad Software, USA).

Ocene zwigzku czestoSci wystepowania utraty heterozygotycznos$ci w locus
genu TGFBR3 z parametrami Kkliniczno-patologicznymi badanego materiatu
analizowano stosujac doktadny dwustronny test Fishera. Analize te
przeprowadzono w programie statystycznym STATISTICA v. 10 (StatSoft, Inc.,
USA).

62



Analiza statystyczna wynikow uzyskanych w toku genotypowania badanych
miejsc polimorficznych obejmowata sprawdzenie zgodnosci czestosci alleli oraz
genotypéw z prawem Hardy’'ego-Weinberga, tj. poréwnanie teoretycznego
rozktadu genotypow z rozktadem obserwowanym doswiadczalnie. Ocene zwigzku
poszczegblnych genotypow oraz alleli ze zwiekszonym ryzykiem wystepowaniem
raka endometrium, badZ ich asocjacje z parametrami kliniczno-patologicznymi
analizowanego materiatu klinicznego dokonano z zastosowaniem regresji
logistycznej. Miare ryzyka choroby nowotworowej i wystgpienia okreslonego
statusu klinicznego stanowit iloraz szans (OR, ang. odds ratio) wraz z 95%
przedziatem ufnosci (95%CI, ang. confidence interval). Powyzsze analizy
przeprowadzono za pomocg programow statystycznych STATISTICA v. 10
(StatSoft, Inc., USA) oraz SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc., USA).
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5. Wyniki
5.1. Ocena ekspresji genu TGFBR3 na poziomie mRNA

Analizie poddano ogétem 34 preparaty raka endometrium oraz
64 preparaty prawidlowe, z ktérych 66 preparatow stanowito pary zmian
nowotworowych oraz materiatu prawidlowego pochodzacego od tej samej
pacjentki. Ocene ekspresji na poziomie mRNA przeprowadzono za pomoca
techniki Real-time PCR przy uzyciu komercyjnych sond fluorescencyjnych
TagMan® (Applied Biosystems, USA). Ocenie poddano rowniez poziom ekspresji
genu TGFBR3 w zalezno$ci od parametrow Kkliniczno-patologicznych badanego
materiatuy, tj. stadium zaawansowania klinicznego zmian nowotworowych wg skali
FIGO, stopnia zloSliwosci komoérek nowotworowych, naciekania mie$niowki
trzonu macicy, zajecia powierzchni naczyniowych, jak réwniez wieku pacjentek

w chwili diagnozy.

Ekspresje genu TGFBR3 na poziomie mRNA stwierdzono we wszystkich
przebadanych przypadkach zar6éwno nowotworowych, jaki i prawidtowych.
Analiza wynikéw uzyskanych dla przebadanego materiatu wykazata istotne
statystycznie obnizenie ekspresji mRNA betaglikanu w raku endometrium
wzgledem materialu prawidtowego (p<0,001) (Ryc. 5.1. A.). Obserwowane
obnizenie mMRNA betaglikanu ulega nasileniu wraz z progresja procesu
nowotworowego oceniang za pomocg skali FIGO, stopnia zrdznicowania
histologicznego komdrek nowotworowych oraz naciekania mie$niowki trzonu

macicy (Ryc. 5.1. D.), a takze wieku pacjentek w chwili diagnozy (Ryc. 5.1. B-D, F).
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Rycina 5.1. Ekspresja genu TGFBR3 na poziomie mRNA w raku endometrium;
A. Porownanie ekspresji w materiale prawidilowym (P) i nowotworowym (N), B-F.
skalsyfikowanym wg parametréw kliniczno-patologicznych. ***p<0,001.

Obnizenie ekspresji betaglikanu na poziomie mRNA potwierdzita analiza
wynikéw uzyskanych dla przypadkéw, w Kktoérych materiat nowotworowy

i prawidtowy pochodzit od tej samej pacjentki (Ryc. 5.2. A-F.).
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Rycina 5.2. Ekspresja genu TGFBR3 na poziomie mRNA w raku endometrium;
A. Poréwnanie ekspresji w materiale prawidlowym (P) i nowotworowym pochodzacym
odtej samej pacjentki (N), B-F. skalsyfikowanym wg parametrow kliniczno-
patologicznych. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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5.2. Ocena ekspresji betaglikanu na poziomie biatka

Analizie poddano ogétem 19 preparatow raka endometrium oraz 17
preparatéw prawidlowych, z ktérych 28 stanowito pary zmian nowotworowych
oraz materialu prawidtowego pochodzacego od tej samej pacjentki. Ocene
ekspresji na poziomie biatka przeprowadzono za pomocg techniki Western blot
w obecnosci komercyjnych przeciwciat skierowanych przeciwko regionowi
betaglikanu zlokalizowanemu miedzy resztami aminokwasowymi 88-274. Ocenie
poddano rowniez ekspresje betaglikanu na poziomie biatka w zaleznoSci

od parametréw kliniczno-patologicznych badanego materiatu.

Ekspresje betaglikanu na poziomie biatka zaobserwowano we wszystkich
przebadanych preparatach zaréwno nowotworowych, jaki i prawidtowych.
Rycina 5.3. przedstawia przyktadowe wyniki immunodetekcji betaglikanu

technikq Western blot w materiale nowotworowym i prawidtowym.

P N P N P N
betaglikan " S s i =
B-aktyna = ¢ GID S SN0 O

Rycina 5.3. Immunodetekcja betaglikanu — materiat prawidlowy (P), rak endometrium (N).
Opis immunodetekcji w rozdziale Metody.

Analiza wynikéw uzyskanych dla catego przebadanego materiatu (Ryc. 5.4.
A.), jak rowniez dla przypadkéw, w ktorych materiat nowotworowy i prawidtowy
pochodzit od tej samej pacjentki (Ryc. 5.4 A.) wykazata istotne statystycznie
obnizenie ekspresji betaglikanu w raku endometrium w poréwnaniu z materiatem
prawidtowym (odpowiednio p<0,05; p<0,001). Obnizenie poziomu betaglikanu
wydaje sie towarzyszy¢ progresji procesu nowotworowego, przy czym istotnos¢
statystyczng zaobserwowano w przypadku stadium zaawansowania klinicznego
FIGO III (p<0,01), stopnia zlosliwosci G1 (p<0,01) oraz naciekania mieSniowki
trzonu macicy, w przypadkach, w ktérych komo6rki nowotworowe nie przekraczaty
potowy jej grubosci (p<0,05; p<0,01), a takze wieku pacjentek powyzej 60 lat
w chwili diagnozy (p<0,01) (Ryc. 5.4. B-E., Ryc. 5.5 B-E.).
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Rycina 5.4. Ekspresja betaglikanu na poziomie biatka w raku endometrium;
A. Poréwnanie ekspresji w materiale prawidlowym (P) i nowotworowym (N),
B-E. skalsyfikowanym wg parametréw kliniczno-patologicznych. **p<0,01; *p<0,05.
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Rycina 5.5. Ekspresja betaglikanu na poziomie biatka w raku endometrium;
A. Poréwnanie ekspresji w pochodzacym od tej samej pacjentki materiale prawidiowym

(P) i nowotworowym (N) B-E. skalsyfikowanym wg parametréw kliniczno-patologicznych.
***<0,001; **p<0,01.
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5.3. Ocena metylacji regionu promotorowego genu TGFBR3

Analizie poddano ogétem 53 preparaty raka endometrium oraz 74
preparaty prawidtowe, z ktérych 92 preparaty stanowity pary zmian
nowotworowych oraz materiatu prawidtowego pochodzacego od tej samej
pacjentki. Analize metylacji genu TGFBR3 przeprowadzono za pomocg techniki

MSP-PCR.

Ocena statystyczna wynikoéw uzyskanych w toku analizy MSP-PCR wykazata
istotny wzrost poziomu metylacji regionu promotorowego genu TGFBR3
w preparatach nowotworowych w poréwnaniu do materialu prawidlowego
(p<0,01) (Ryc. 5.6. A.). Istotny statystycznie wzrost poziomu metylacji genu
TGFBR3 zaobserwowano w przypadku stadium zaawansowania klinicznego FIGO I
(p<0,001) (Ryc. 5.6. B), naciekania miesniéwki trzonu macicy ponizej potowy jej
grubosci (p<0,05) (Ryc. 5.6. D.), braku zajecia powierzchni naczyniowych (p<0,05)
(Ryc. 5.6. E.) oraz w grupie pacjentek w wieku powyzej 60 lat (p<0,05) (Ryc. 5.6.
F.).
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Rycina 5.6. Ocena metylacji regionu promotorowego genu TGFBR3 w raku endometrium;
A. Porownanie indeksu metylacji w materiale prawidlowym (P) i nowotworowym (N),
B-F. skalsyfikowanym wg parametréw kliniczno-patologicznych. ***p<0,001; *p<0,05.

Przeprowadzona nastepnie szczeg6towa analiza wynikow uzyskanych dla
materiatu nowotworowego i prawidtowego pochodzacego od tej samej pacjentki
wykazata interesujgce z punktu widzenia molekularnego zréznicowanie osobnicze
w poziomie metylacji genu TGFBR3 (Ryc. 5.7.). Sposréd przebadanych 46 par
preparatéow, 65% (30/46) przypadkdbw nowotworowych cechowat istotny
statystycznie wzrost (p<0,001) poziomu metylacji regonu promotorowego genu

TGFBR3 (Ryc. 5.8. A.), podczas gdy w pozostatych 35% (16/46) przypadkéw
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zaobserwowano istotny statystycznie spadek poziomu metylacji (p<0,001)

(Ryc. 5.9. A.).
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Rycina 5.7. Metylacja regionu promotorowego genu TGFBR3 — materiat prawidtowy (P),
rak endometrium (N), produkt reakcji PCR ze starterami specyficznymi wzgledem
sekwencji metylowanej (M), produkt reakcji PCR ze starterami specyficznymi wzgledem
sekwencji niemetylowanej (U).

W przypadku preparatéw, w ktérych zanotowano podwyzszony poziom
metylacji regionu promotorowego genu TGFBR3 istotne statystycznie roznice
zaobserwowano w stadiach zaawansowania klinicznego FIGO [ (p<0,001) oraz
FIGO II (p<0,01) (Ryc. 5.8. A.); we wszystkich trzech stopniach ztosliwosci
komorek nowotworowych, tj. G1 (p<0,001), G2 (p<0,001) oraz G3 (p<0,001) (Ryc.
5.8. C.); w przypadku naciekaniu mie$niéwki trzonu macicy zaréwno ponizej
(p<0,001), jak i powyzej (p<0,001) potowy jej grubosci (Ryc. 5.8. D.); w przypadku
zaroOwno braku (p<0,001), jak i obecno$ci zajecia (p<0,05) powierzchni
naczyniowych (Ryc. 5.8. E.), a takze niezaleznie od wieku pacjentek w chwili

diagnozy (p<0,001) (Ryc. 5.8. F.).
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Rycina 5.8. Ocena metylacji regionu promotorowego genu TGFBR3 w przypadkach raka
endometrium wykazujagcych podwyzszenie poziomu metylacji; A. Poréwnanie indeksu
metylacji w pochodzagcym od tej samej pacjentki materiale prawidiowym (P)
i nowotworowym (N), B-F. skalsyfikowanym wg parametréw kliniczno-patologicznych.
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.

W grupie preparatow, w ktorych stwierdzono obnizenie poziomu metylacji
regionu promotorowego genu TGFBR3 statystycznie istotne roéznice dotyczyty
stopnia ztoSliwoSci komodrek nowotworowych G2 (p<0,01) (Ryc.5.9.C.),
naciekania miesniéwki trzonu macicy powyzej potowy jej grubosci (p<0,05) (Ryc.

5.9. D.) oraz zajecia powierzchni naczyniowych (0<0,05) (Ryc. 5.9.E.).
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Rycina 5.9. Ocena metylacji regionu promotorowego genu TGFBR3 w przypadkach raka
endometrium wykazujacych obnizenie poziomu metylacji; A. Poréwnanie indeksu
metylacji w pochodzagcym od tej samej pacjentki materiale prawidiowym (P)
i nowotworowym (N), B-F. skalsyfikowanym wg parametréw kliniczno-patologicznych.
***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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5.4. Ocena ekspresji na poziomie mRNA czynnika transkrypcyjnego

GATA3 regulujacego ekspresje betaglikanu

Analizie poddano ogoétem 65 preparatdow raka endometrium oraz 36
preparatéw prawidtowych, z ktoérych 72 preparaty stanowity pary zmian
nowotworowych oraz materiatu prawidtowego pochodzacego od tej samej
pacjentki. Ocene ekspresji genu GATA3 na poziomie mRNA przeprowadzono
zapomocg techniki Real-time PCR przy uzyciu komercyjnych sond
fluorescencyjnych TagMan® (Applied Biosystems, USA). Ocenie poddano rowniez
poziom ekspresji genu GATA3 w zaleznosci od parametréw kliniczno-

patologicznych badanego materiatu.

Ekspresje czynnika transkrypcyjnego GATA3 na poziomie mRNA
stwierdzono we wszystkich przebadanych preparatach zaréwno nowotworowych,
jaki i prawidlowych. Analiza wynikdéw uzyskanych dla catego przebadanego
materiatu wykazata brak statystycznie istotnych zmian w poziomie ekspresji genu
GATA3 w raku endometrium w poréwnaniu z materialem prawidlowym,
niezaleznie od stopnia zaawansowania procesu nowotworowego czy wieku

pacjentek (Ryc. 5.10. A-F.).
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Rycina 5.10. Ekspresja czynnika transkrypcyjnego GATA3 na poziomie mRNA w raku
endometrium; A. Poréwnanie ekspresji w materiale prawidtlowym (P) i nowotworowym
(N), B-F. skalsyfikowanym wg parametréw kliniczno-patologicznych.

Jednak szczegétowa analiza wynikéw uzyskanych dla materiatu
nowotworowego i prawidtowego pochodzacego od tej samej pacjentki wykazata
zroznicowany osobniczo poziom ekspresji genu GATA3. W 61% (22/36) par
preparatéw zaobserwowano istotne statystycznie obniZenie poziomu ekspresji
genu GATA3 (p<0,01) (Ryc. 5.11 A.). Istotny statystycznie spadek ilosci
transkryptu genu GATA3 stwierdzono w przypadku materialu nowotworowego
w stadium zaawansowania FIGO I (p<0,01) oraz FIGO Il (p<0,05) (Ryc. 5.11. B.),

stopnia zréznicowania komoérek nowotworowych G2 (p<0,01) (Ryc. 5.11. C.),
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naciekania miesniowki trzonu macicy ponizej (p<0,01) oraz powyzej potowy jej
grubosci (p<0,05) (Ryc. 5.11. D.), a takze braku zajecia powierzchni naczyniowych
przez komoérki nowotworowe (p<0,001) (Ryc. 5.11. E.). Istotne statystycznie
obnizenie poziomu mRNA genu GATA3 wykazano niezaleznie od wieku pacjentek
w chwili diagnozy choroby nowotworowej (Ryc. 5.11. F.), przy czym dotyczy ono

gtownie pacjentek w wieku ponizej 60 lat.
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Rycina 5.11. Ekspresja czynnika transkrypcyjnego GATA3 na poziomie mRNA
w przypadkach raka endometrium wykazujacych obnizenie poziomu jego ekspresiji;
A. Poréwnanie ekspresji w pochodzacym od tej samej pacjentki materiale prawidtowym
(P) i nowotworowym (N), B-F. skalsyfikowanym wg parametrow kliniczno-patologicznych.
**n<0,001; **p<0,01; *p<0,05.
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W pozostatych 39% (14/36) par preparatow raka endometrium oraz
materiatu prawidtowego zaobserwowano istotne statystycznie podwyzszenie
poziomu ekspresji genu GATA3 (p<0,05) (Ryc. 5.12. A.). Wykazany wzrost byt
statystycznie istotny w przypadku stadium zaawansowania Kklinicznego
nowotworu FIGO II (p<0,05) (Ryc. 5.12. B.), stopnia zréznicowania komorek
nowotworowych G1 (p<0,05) oraz G2 (p<0,05) (Ryc. 5.12. C), a takze w naciekania
mie$niowki trzonu macicy ponizej (p<0,05) oraz powyzej potowy jej grubosci
(p<0,05) (Ryc. 5.12. D.). Jednocze$nie statystycznie istotng roéznice
zaobserwowano takze w sytuacji braku zajecia powierzchni naczyniowych
(p<0,05), nie mniej jednak poziom ekspresji genu GATA3 w tym parametrze
wykazywal wyrazng tendencje wzrostowg takze w grupie preparatow
nowotworowych z obecnym naciekaniem $wiatta naczyn krwiono$nych
(Ryc. 5.12. E.). Istotne statystycznie réznice wykazano takze niezaleznie od wieku
pacjentek w chwili diagnozy, tj. w grupie <60 (p<0,05) oraz 260 (p<0,01)
(Ryc. 5.12. F.).
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Rycina 5.12. Ekspresja czynnika transkrypcyjnego GATA3 na poziomie mRNA
w przypadkach raka endometrium wykazujacych podwyzszenie poziomu jego ekspresiji;
A. Poréwnanie ekspresji w pochodzacym od tej samej pacjentki materiale prawidiowym
(P) i nowotworowym (N), B-F. skalsyfikowanym wg parametrow kliniczno-patologicznych.
**p<0,01; *p<0,05.
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5.5. Ocena metylacji regionu promotorowego genu GATA3

Analizie poddano ogétem 78 preparatow raka endometrium oraz 48
preparatéw prawidtowych, z ktérych 96 preparatéw stanowito pary zmian
nowotworowych oraz materiatu prawidtowego pochodzacego od tej samej
pacjentki. Ocene metylacji regionu promotorowego genu GATA3 przeprowadzono
za pomoca techniki MSP-PCR. Ocenie poddano réwniez poziom metylacji genu

GATA3 w zaleznoSci od parametréw kliniczno-patologicznych badanego materiatu.

80



FIGO
501 50-
g 40+ 1 g 404 T T T
:5 :t__)‘
Tg 30 g 30
[
E 20 g 20
g 101 g 101
C T c Ll U T
P N P FIGOI FIGOIl FIGO Iil FIGO IV
n=48 n=78 n=48 n=41 n=22 n=12 n=3
STOPIEN ZLOSLIWOSCI NACIEKANIE MIESNIOWKI TRZONU MACICY
50- 50-
2 el T T T Rad{ T T
g 30 g 30
2 )
[7]
g 20 £ 20-
T 101 g 101
0 T T T 0 T T
P G1 G2 G3 P <12 >112
n=48 n=22 n=45 n=11 n=48 n=39 n=39
F
ZAJECIE POWIERZCHNI NACZYNIOWYCH WIEK PACJENTEK
50- 50-
La{ T - el T 1
:§ :§
g 30 3 304
E 204 g 20
2 2
[7] Q
2 104 B 101
ﬂ T T u T T
P NIE TAK P <60 >60
n=48 n=60 n=18 n=48 n=35 n=43

Rycina 5.13. Ocena metylacji regionu promotorowego genu GATA3 w raku endometrium;
A. Poréwnanie indeksu metylacji w materiale prawidlowym (P) i nowotworowym (N),
B-F. skalsyfikowanym wg parametréw kliniczno-patologicznych.

Ocena statystyczna wynikow uzyskanych w toku analizy MSP-PCR wykazata
brak istotnych réznic w poziomie metylacji genu GATA3 w preparatach
nowotworowych w poréwnaniu do materiatlu prawidlowego, a takze
w odniesieniu do parametrow kliniczno-patologicznych nowotworu (Ryc. 5.13. A-
F.).

Przeprowadzona jednak szczeg6towa analiza wynikéw uzyskanych

dla materiatu nowotworowego i prawidlowego pochodzgcego od tej samej
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pacjentki wykazata, podobnie jak w przypadku genu TGFBR3, zr6znicowanie

osobnicze w poziomie metylacji genu GATA3 (Ryc. 5.14.).
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Rycina 5.14. Metylacja regionu promotorowego genu GATA3 — materiat prawidiowy (P),
rak endometrium (N), produkt reakcji PCR ze starterami specyficznymi dla sekwencji
metylowanej (M), produkt reakcji PCR ze starterami specyficznymi dla sekwencji
niemetylowanej (U).

Sposrod przebadanych 48 par preparatow, w 67% (32/48) przypadkow
zaobserwowano istotny statystycznie wzrost poziomu metylacji (p<0,001)
(Ryc. 5.15. A.), podczas gdy pozostate 33% (16/48) przypadkéw cechowat istotny
statystycznie spadek poziomu metylacji (p<0,001) (Ryc. 5.16. A.).

W preparatach, w ktorych obserwowano wzrost indeksu metylacji genu
GATA3 wykazano istotne statystycznie rdéznice w przypadku stadiow
zaawansowania klinicznego raka FIGO [ (p<0,01) oraz FIGO II (p<0,05)
(Ryc. 5.15.B.), stopnia ztosliwosci komoérek nowotworowych G2 (p<0,05)
(Ryc. 5.15. C), naciekaniu mie$niéwki trzonu macicy ponizej potowy jej grubosci
(p<0,01) (Ryc. 5.15. D.) oraz braku zajecia powierzchni naczyniowych (p<0,01)
(Ryc. 5.15. E.). Pod wzgledem wieku pacjentek w chwili diagnozy choroby
nowotworowej istotny statystycznie wzrost poziomu metylacji genu GATA3
odnotowano w grupie kobiet do 60 roku zycia (p<0,01) (Ryc. 5.15. F.). Natomiast
w przypadkach, w ktorych stwierdzono obnizenie poziomu metylacji genu GATAS3,
nie wykazano statystycznie istotnych réznic w odniesieniu do analizowanych

parametréw kliniczno-patologicznych nowotworu (Ryc. 5.16. B-F.).

82



A B FIGO

100+ 100-
= 80 = 80 hd
= = ke
= 6 2 0 - T
@
E 40 I 2 20d T
£ 2
E 20- é 20-
0 r 0 r r T
P P FIGOI FIGO Il FIGO lll+IV
n=32 n=32 n=32 n=17 n=9 n=6
C o _ D o
STOPIEN ZLOSLIWOSCI NACIEKANIE MIESNIOWKI| TRZONU MACICY
1001 100-
g 80+ g 80-
? 60 - E 60 T =
> T - >
[}
% 404 —— £ 404 i
2 2
[} Q
.E 20 ¥ 20-
0 L) T T c 1 1
P G1 G2 G3 P <1/2 >1/2
n=32 n==8 n=20 n=4 n=32 n=14 n=18
E F
ZAJECIE POWIERZCHNI NACZYNIOWYCH WIEK PACJENTEK
100- 100-
< 80 = 80
:a *k :ﬁ Hok
% 60 ! ‘_; 60 f ——
g 40 — — E 40 — —
¥ 3
i 20- j 20
0 i T c T T
NIE TAK P <60 =60
n=32 n=29 n=3 n=32 n=14 n=18

Rycina 5.15. Ocena metylacji regionu promotorowego genu GATA3 w przypadkach raka
endometrium wykazujgcych podwyzszenie poziomu jego metylacji; A. Poréwnanie
indeksu metylacji w pochodzacym od tej samej pacjentki materiale prawidiowym (P)
i nowotworowym (N), B-F. skalsyfikowanym wg parametréow  kliniczno-
patologicznych. ***p<0,001; *p<0,01; *p<0,05.
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Rycina 5.16. Ocena metylacji regionu promotorowego genu GATA3 w przypadkach raka
endometrium wykazujacych obnizenie poziomu jego metylacji; A. Poréwnanie indeksu
metylacji w pochodzagcym od tej samej pacjentki materiale prawidiowym (P)
i nowotworowym (N), B-F. skalsyfikowanym wg parametréw kliniczno-patologicznych.
***n<0,001.
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5.6. Analiza korelacji ekspresji oraz poziomu metylacji genow TGFBR3

oraz GATA3

Wyniki uzyskane w toku oceny ekspresji i metylacji genu TGFBR3 oraz genu
kodujacego regulator ekspresji genu TGFBR3, tj. czynnika transkrypcyjnego
GATA3, staly sie podstawa oceny ich korelacji w materiale prawidtowym
i nowotworowym (Ryc. 5.17.).
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Rycina 5.17. Analiza korelacji ekspresji oraz poziomu metylacji genéw TGFBR3

oraz GATAS.
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Powyzsza analiza wykazala istnienie silnej ujemnej korelacji (R=-0,703;
p<0,001) pomiedzy poziomem metylacji genu TGFBR3 a iloScig jego transkryptu
wytacznie w przypadku materiatu prawidlowego (Ryc. 5.17. A-B.). Podobnie,
w przypadku genu GATA3, wykazano istnienie silnej ujemnej korelacji (R=-0,669;
p<0,001) pomiedzy poziomem metylacji genu a poziomem ekspresji jego mRNA
(Ryc. 5.17. E-F.). Ekspresja genu TGFBR3 byla natomiast silnie dodatnio
skorelowana z ekspresja genu GATA3 w przypadku preparatow prawidtowych
(R=0,808; p<0,001), natomiast w przypadku raka endometrium zaobserwowana

korelacja byta stabsza (R=0,420; p<0,001) (Ryc. 5.17. C-D.).
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5.7. Ocena utraty heterozygotycznosci w locus genu TGFBR3

Analizie LOH w regionie genu TGFBR3 poddano 48 preparatéw DNA
wyizolowanych z raka endometrium oraz 48 preparatow DNA wyizolowanych
z materialu prawidtowego otrzymanego od tych samych pacjentek. Utrate
heterozygotycznosci oceniano za pomoca analizy dtugosci produktéw reakcji PCR
trzech markeréw mikrosatelitarnych zlokalizowanych w locus genu TGFBR3,

tj. D1S188, D15435 oraz D1S1588.

Rycina 5.18. A. przedstawia przyktadowy wykres fluorescencji
analizowanych produktéw reakcji PCR. Wyniki analizy LOH w badanym materiale
nowotworowym zobrazowano na rycinie 5.18. B. Utrate heterozygotycznoSci
stwierdzono w 54% (15/28), 36% (8/22) i 35% (7/20) przypadkow
informatywnych odpowiednio dla markeréw mikrosatelitarnych D15188, D1S435
oraz D1S1588 (Tab. 5.1.). Stwierdzono, ze 64% (25/39) przypadkow
informatywnych, co odpowiadato 52% (25/48) wszystkich przebadanych
preparatow raka endometrium wykazywalo utrate heterozgotycznosci,
w co najmniej jednym z ocenianych markeréw mikrosatelitarnych. Dodatkowo
w 10% (5/48) analizowanych przypadkéw raka endometrium zaobserwowano
utrate  heterozygotycznosci w dwdéch z  analizowanych  markeréw
mikrosatelitarnych (preparaty nr 25, 29, 31, 35, 47). W przypadku markeréw
mikrosatelitarnych D1S188 oraz D1S1588 stwierdzono niestabilnos$¢

mikrosatelitarng odpowiednio w preparatach nr 6 i 32 oraz preparacie nr 27.

Analiza wystepowania utraty heterozygotycznos$ci w raku endometrium
wykazata brak statystycznie istotnych réznic w odniesieniu do parametrow
kliniczno-patologicznych. Nie stwierdzono wystepowania korelacji miedzy
stopniem zaawansowania klinicznego wg skali FIGO, stopniem ztosliwosci
komorek nowotworowych, naciekaniem mie$niéwki trzonu macicy, czy zajeciem
powierzchni naczyniowych, a takze wiekiem pacjentek w chwili rozpoznania,

a zwiekszong czestos$cig wystepowania utraty heterozygotycznosci (Tab. 5.2.).
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Rycina 5.18. Utrata heterozygotycznosci w locus genu TGFBR3 oceniana za pomoca
markerow mikrostatelitarnych D1S188, D1S435 oraz D1S1588; A. Przykladowy rozdzial
otrzymany dla produktow amplifikacji w obecnosci znacznikéw fluorescencyjnych;
B. Graficzna reprezentacja utraty heterozygotycznosci w analizowanych preparatach raka
endometrium (n=48 par preparatow).

Tabela 5.1. Czestosé wystepowania utraty heterozygotycznosci w locus genu TGFBR3
w raku endometrium oceniana za pomoca markeréw mikrosatelitarnych D1S188, D1S435
oraz D1S1588.

Informatywne/wszystkie

Marker przypadki LOH (%)
D1s188 28/48 15/28 (54%)
D1S435 22/48 8/22 (36%)
D1S1588 20/48 7120 (35%)
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Tabela 5.2. Utrata heterozygotycznosci w locus genu TGFBR3 a parametry kliniczno-patologiczne analizowanych preparatéw raka endometrium.

MARKER MIKROSATELITARNY

PARAMETRY D1S188 D1S435 D1S1588
KLINICZNO- PRZYPADKI INFORMATYWNE PRZYPADKI INFORMATYWNE PRZYPADKI INFORMATYWNE
PATOLOGICZNE LOH-negatywne LOH-pozytywne p LOH-negatywne LOH-pozytywne p LOH-negatywne LOH-pozytywne p
13 15 - 14 8 - 13 7 -
FIGO
I 4 5 7 4 5 3
Il 6 6 5 1 4 3
0,85 0,49 0,70
i 1 3 1 1 3 0
\Y 2 1 1 2 1 1
G
G1 2 4 5 1 1 2
G2 9 11 0,41 7 6 0,58 11 4 0,33
G3 2 0 2 1 1 1
Naciekanie miesniéwki trzonu macicy
<1/2 5 6 7 5 6 3
>1/2 8 9 >0,99 5 3 0,67 . , >0,99
Zajecie powierzchni naczyniowych
bez zajecia 10 11 11 6 10 6
Z zajeciem 3 4 >0,99 3 2 0.61 3 1 >0.99
Wiek rozpoznania
<60 > 6 >0,99 ! 2 0,38 6 ! 0,33

2 60 8 9 7 6 7 6




5.8. Ocena polimorfizmow pojedynczego nukleotydu genu TGFBR3

Analiza objeto ogoétem 123 przypadki raka endometrium oraz 248
preparatow krwi obwodowej pochodzacych od kobiet u ktoérych nie
zdiagnozowano choroby nowotworowej, ktére stanowity grupe kontrolna.
Na podstawie analizy bioinformatycznej badaniami objeto 8 jednonukleotydowych
miejsc polimorficznych w locus genu TGFBR3, w tym trzy zlokalizowane w regionie
regulatorowym po stronie 5 genu, a pozostate pie¢ w regionie kodujacym,
tj. rs883873 (upstream), rs2770186 (upstream), rs12141128 (upstream),
rs12566180 (intron), rs6680463 (intron), rs1805110 (ekson), rs1805113 (ekson),
rs2296621 (intron) (Ryc. 5.19.). Badane polimorfizmy wytypowane zostaly na
podstawie istotnie zmiennej czestosci wystepowania w populacji kaukaskie;j.
Genotypowanie = przeprowadzono  przy  uzyciu  komercyjnych  sond
fluorescencyjnych TagMan® (Applied Biosystems, USA) przy uzyciu techniki Real-
time PCR.

rs12141128
152770186 156680463 rs1805113
rs883873 % % rs12566180 % 151805110 152296621
Vi L, N - oY ]

ATG "‘. '-,‘ ‘._‘
|b F i L —

- 559/- 534
GATA3

(Y 1Y
X '
(Y \
(O

/ YO

Promotor dystainy Promotor proksymalny

25 kpz

Rycina 5.19. Potozenie badanych miejsc polimorficznych genu TGFBR3 (na podstawie
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/).
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5.8.1. Polimorfizmy  pojedynczego nukleotydu w  regionie

promotorowym genu TGFBR3
Analiza miejsca polimorficznego rs883873

Rycina 5.20. przedstawia rozktad fluorescencji zaobserwowany w trakcie
genotypowania miejsca polimorficznego rs883873 (g.92380302A>G). W tabeli 5.3.

zestawiono rozktad czestoSci jego genotypow oraz alleli, jak réwniez wyniki

przeprowadzonej analizy ilorazu szans (OR).

A rs883873 B rs883873
KONTROLA RAK ENDOMETRIUM
40000+ 40000
E 30000 v A8 g 30000 ® s
g 1 = AG g " AG
5, 3 - GG 5, A = GG
g 200001 ® = ~  kontrola negatywna § 200001 % nmt b x kontrola negatywna
o
7] "]
o
5 10000 W N 5 10000 &N
3 3
= =
0 0 T T T T 1
0 5000 10000 15000 20000 25000 0 5000 10000 15000 20000 25000
fluorescencja FAM [G] fluorescencja FAM [G]

Rycina 5.20. Genotypowanie miejsca polimorficznego rs883873 genu TGFBR3.

Tabela 5.3. Rozklad czestosci genotypow i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs883873 genu TGFBR3 w raku endometrium.

RAK
GEANL?EIP/ ENDOMETRIUM Knozglgg/t)A OR 95%Cl b HWE?
=123 (%)
AA 103 (83,7%) 200 (80,6%) 1236 0,697 -2,193 0,469
AG 19 (15,4%) 47 (19,0%) 0,781 0436-1400 0,407 0,484
GG 1 (0,8%) 1 (0,4%) 2,025 0,126-32,644 0,619
AG+GGP 0,809 0,456 -1,435 0,467
AG+AA® 0,494 0,031—7,964 1,000
A 225 (91,5%) 447 (90,1%) 1182 0,684-2043 0,548
G 21 (8,5%) 49 (9,9%) 0,846 0,490-1461 0,548

azgodnos$¢ w rozkladem Hardy’ego-Weinberga; Pmodel dominujgcy; ‘model recesywny

Analiza statystyczna wykazata brak zwiekszonego ryzyka zachorowania
naraka endometrium w przypadku ktoregokolwiek z wariantéw genotypowych,
jak réwniez wariantéw allelicznych miejsca polimorficznego rs883873 (Tab. 5.3.).
W przypadku oceny zwigzku pomiedzy czestoScia wystepowania polimorfizmu
rs883873 a parametrami kliniczno-patologicznymi badanego materiatu
nowotworowego, stwierdzono istotny statystycznie wzrost czestosci

wystepowania allelu G w stadiach FIGO III/IV raka endometrium (OR - 2,735;
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95%CI 1,003 - 7,458; p= 0,049) (Tab. 5.4.). Jednocze$nie zaobserwowano brak

zwigzku polimorfizmu rs883873 =z pozostalymi parametrami kliniczno-

patologicznymi, tj. stopniem ztosliwosci histologicznej komérek nowotworowych,
naciekaniem mie$niowki trzonu macicy, czy zajeciem powierzchni naczyniowych,
a takze wiekiem pacjentek w chwili diagnozy (Tab. 5.4.).

Tabela 5.4. Rozkitad czestosci genotypow i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs883873 genu TGFBR3 z uwzglednieniem parametréw kliniczno-

patologicznych raka endometrium.

GENOTYP/

LLEL | FIGOII (%)  FIGO IV (%) OR 95%Cl P
AA 88 (86,3%) 15 (71,4%) 0,398 0,132-1,197 0,101
AG 14 (13,7%) 5 (23,8%) 1,964 0,621-6,214 0,251
GG 0 (0,0%) 1 (4,8%) - - -
LA 190 (93,1%) 35 (83,3%) 0,366  0,134-0,097 0,049
16 14 (6,9%) 7 (16,7%) 2,735 1,003-7458 0,049
GENOTYP/  STOPIEN ZtOSLIWOSCI
ALLEL GL/2 (%) G3 (%) OR 95%C P
AA 92 (83,6%) 11 (84,6%) 1076 02205272 0,928
AG 17 (15,5%) 2 (15,4%) 0,995 0,202-4892 0,995
GG 1 (0,9%) 0 (0,0%) - - -
A 201 (91,4%) 24 (92,3%) 1,133 0,250-5128 0,871
G 19 (8,6%) 2 (7,7%) 0,883 0,195-3996 0,871
NACIEKANIE MIESNIOWKI
GENOT VP! TAZONU MAGICY OR 95%Cl D
< 1/2 (%) > 112 (%)
AA 11 (16,9%) 5 (8,6%) 0538 0,203-1420 0,213
AG 36 (55,4%) 36 (62,1%) 2,161 0,788-50930 0,134
GG 18 (27,7%) 17 (29,3%) - - -
A 58 (44,6%) 46 (39,7%) 0,647 0,262-1596 0,344
G 72 (55,4%) 70 (60,3%) 1547 06273817 0,344
ZAJECIE POWIERZCHNI
GIEATCL)EIP/ I\I?ACZYNIOWYCH OR 95%Cl| p
NIE (%) TAK (%)
AA 55 (87,3%) 13 (72,2%) 0433 0,135-1392 0,160
AG 7 (11,1%) 5 (27,8%) 2,500 0,772-8,095 0,126
GG 1 (1,6%) 0 (0,0%) - - -
A 117 (92,9%) 31 (86,1%) 0513 0174-1510 0,226
G 9 (7,1%) 5 (13,9%) 1,949 0,662-5735 0,226
GENOTYP/ WIEK PACJENTEK
ALLEL <60 (%) > 60 (%) OR 95%Cl P
AA 47 (87,0%) 56 (81,2%) 0,642 0,237-1739 0,383
AG 7 (13,0%) 12 (17,4%) 1414 0515-3,877 0,501
GG 0 (0,0%) 1 (1,4%) - - -
A 101 (93,5%) 124 (89,9%) 0,616 0,239-1585 0,315
G 7 (6,5%) 14 (10,1%) 1624 0631-4,181 0,315
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Analiza miejsca polimorficznego rs2770186

Rycina 5.21. przedstawia rozktad fluorescencji zaobserwowany w trakcie
genotypowania miejsca polimorficznego rs2770186 (g.92378843T>C). W tabeli
5.5. zestawiono rozktad czestosci jego genotypow oraz alleli, jak réwniez wyniki

przeprowadzonej analizy ilorazu szans (OR).

A rs2770186 B rs2770186
KONTROLA RAK ENDOMETRIUM
50000 50000+
© 400004 s * CC © 40000 * . CC
[6] Q
> 30000 = > 30000 t o
g. - g o A TT
3 20000 R Eonkobinsgatwna 2 20000 N kontrola negatywna
§ § M M
g 100004 N g 10000+ ¥
= N =3 N T
0 T T T 1 0 T T T 1
0 10000 20000 30000 40000 0 10000 20000 30000 40000
fluorescencja FAM [T] fluorescencja FAM [T]

Rycina 5.21. Genotypowanie miejsca polimorficznego rs2770186 genu TGFBR3.

Tabela 5.5. Rozklad czestosci genotypow i alleli wraz z analizga OR miejsca
polimorficznego rs2770186 genu TGFBR3 w raku endometrium.

RAK

G'iNL(EEIP/ ENDOMETRIUM Krgglgg/t)A OR 95%Cl b HWE
n=123 (%)

T 16 (13,0%) 46 (18,5%) 0,657 0,355-1,215 0,180

TC 72 (585%) 120 (48,4%) 0,506 0,973-2,330 0,066 0,857
cc 35 (28,5%) 82 (33,1%) 0,805 0,502-1,292 0,369
TC+CCP 1523 0,823-2818 0,179
TC+TTC 1242 0,774-1,993 0,368
T 104 (423%) 212 (42,7%) 0,980 0,713-1,348 0,901
C 142 (57,7%) 284 (57,3%) 1,020 0,742—-1,403 0,901

azgodnos$¢é w rozkladem Hardy’ego-Weinberga; Pmodel dominujgcy; ‘model recesywny

Analiza statystyczna wykazata brak zwiekszonego ryzyka zachorowania
naraka endometrium w przypadku ktéregokolwiek z wariantéw genotypowych,
jak rowniez wariantéw allelicznych miejsca polimorficznego rs2770186
(Tab. 5.5.). W przypadku oceny zwigzku pomiedzy czestoScia wystepowania
polimorfizmu rs2770186 a parametrami kliniczno-patologicznymi badanego
materiatu nowotworowego, stwierdzono istotny statystycznie spadek czestoSci
wystepowania genotypu TC w raku endometrium o wysokim stopniu ztosliwosci
komoérek nowotworowych G3 (OR - 0,275; 95%CI 0,080 - 0,948; p= 0,041) (Tab.

5.6.). Jednocze$nie zaobserwowano brak zwigzku polimorfizmu rs2770186
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z pozostalymi parametrami kliniczno-patologicznymi, tj. stadium zaawansowania
raka ocenianego w skali FIGO, naciekaniem mie$niowki trzonu macicy,
czy zajeciem powierzchni naczyniowych, a takze wiekiem pacjentek w chwili
diagnozy (Tab. 5.6.).

Tabela 5.6. Rozklad czestosci genotypow i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs2770186 genu TGFBR3 z uwzglednieniem parametrow kliniczno-

patologicznych raka endometrium.

GEA'\E(BEIP/ FIGO I/l (%)  FIGO IV (%) OR 95%Cl| D
T 15 (14,7%) 1 (4.8%) 0290 0,036—2325 0,244
TC 56 (54,9%) 12 (57,1%) 2629 0895-7,719 0,079
cc 31 (30,4%) 8 (38,1%) 0539 0,168-1733 0,300
T 86 (42,2%) 14 (33,3%) 1,036 0489-2,196 0,926
C 118 (57,8%) 28 (66,7%) 0,965 0455-2044 0,926
GENOTYP/ __ STOPIEN ZLOSLIWOSCI
ALLEL G1/2 (%) G3 (%) OR 95%cl P
T 13 (11,8%) 3 (23,1%) 2238 0,544—9206 0,264
LTC 68 (61,8%) 4 (30,8%) 0275 0,080-0,048 0,041
cc 29 (26,4%) 6 (46,2%) 23094 0,743-7,714 0,144
T 94 (42,7%) 10 (38,5%) 0,802 0,317-2032 0,642
C 126 (57,3%) 16 (61,5%) 1247 0492-3157 0,642
NACIEKANIE MIESNIOWKI
GENOTYPI TAZONU MACGICY OR 95%Cl D
< 1/2 (%) > 1/2 (%)
T 11 (16,9%) 5 (8,6%) 0,463 0,151— 1424 0,179
TC 36 (55,4%) 36 (62,1%) 1,318 06412712 0,453
cc 18 (27,7%) 17 (29,3%) 1,083 0494-2371 0,843
T 58 (44,6%) 46 (39,7%) 0,775 0438-1371 0,381
C 72 (55,4%) 70 (60,3%) 1,201 0,729-2,285 0,381
ZAJECIE POWIERZCHNI
GEA'\:(BEZP/ I\I?ACZYNIOWYCH OR 95%Cl D
NIE (%) TAK (%)
T 8 (12,7%) 2 (11,1%) 0,813 0,168-3921 0,796
TC 34 (54,0%) 12 (66,7%) 1500 0523-4,301 0,451
cc 21 (33,3%) 4 (22,2%) 0,682 0,208—27237 0,528
T 50 (39,7%) 16 (44,4%) 1,138 0512-2529 0,75
C 76 (60,3%) 20 (55,6%) 0,878 0,395-1951 0,75
GENOTYP/ WIEK PACJENTEK
ALLEL < 60 (%) > 60 (%) OR 95%ClI P
T 7 (13,0%) 9 (13,0%) 1,007 0,349-2904 0,989
TC 29 (53,7%) 43 (62,3%) 1,426  0,692-2,939 0,337
cc 18 (33,3%) 17 (24,6%) 0,654 0,298—1437 0,290
T 43 (39,8%) 61 (44,2%) 1253 0,706 2,224 0,441
C 65 (60,2%) 77 (55,8%) 0,798 0450— 1416 0,441
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Analiza miejsca polimorficznego rs12141128

Rycina 5.22. przedstawia rozktad fluorescencji zaobserwowany w trakcie
genotypowania miejsca polimorficznego rs12141128 (g.92373747A>G). W tabeli
5.7. zestawiono rozktad czestosci jego genotypow oraz alleli, jak réwniez wyniki

przeprowadzonej analizy ilorazu szans (OR).

A rs12141128 B rs12141128
KONTROLA RAK ENDOMETRIUM
40000+ 40000+
< = ¢ AA
O 30000- * AA O 30000- g = AG
> = AG = > A GG
A d N kontrola negatywna
gf 20000+ ;’ = SGU I § 20000 ) oy
% $ N kontrola negatywna %
= 10000 “ = 10000+ .
::: A sia ddieh A0 é W AA}MA
c T T T T 1 c T T T T 1
0 10000 20000 30000 40000 50000 0 10000 20000 30000 40000 50000
fluorescencja FAM [G] fluorescencja FAM [G]

Rycina 5.22. Genotypowanie miejsca polimorficznego rs12141128 genu TGFBR3.

Tabela 5.7. Rozklad czestosci genotypéw i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs12141128 genu TGFBR3 w raku endometrium.

RAK
G'ZNL(EEZP/ ENDOMETRIUM Kﬁgzgg/t)’* OR 95%Cl p  HWE®
n=123 (%)
AA 17 (13,8%) 49 (19,8%) 0,651 0,357 -1,187 0,161
AG 71 (57,7%) 118 (47,6%) 1,504 0,973-2,326 0,066 0,611
GG 35 (28,5%) 81 (32,7%) 0,820 0,511-1,316 0,411
AG+GG® 1,535 0,843-2,797 0,159
AG+AA® 1,220 0,760 - 1,957 0,410
A 105 (42,7%) 216 (43,5%) 0,964 0,704-1,321 0,819
G 141 (57,3%) 280 (56,5%) 1,037 0,757 -1,421 0,819

azgodnos$¢é w rozktadem Hardy’ego-Weinberga; Pmodel dominujacy; ‘model recesywny

Analiza statystyczna wykazata brak zwiekszonego ryzyka zachorowania
naraka endometrium w przypadku ktéregokolwiek z wariantéw genotypowych,
jak rowniez wariantow allelicznych miejsca polimorficznego rs12141128
(Tab. 5.7.). W przypadku oceny zwigzku pomiedzy czesto$cia wystepowania
polimorfizmu rs12141128 a parametrami kliniczno-patologicznymi badanego
materiatu nowotworowego, stwierdzono istotny statystycznie spadek czestoSci
wystepowania genotypu AG w raku endometrium o wysokim stopniu ztosliwosci
komorek nowotworowych G3 (OR - 0,285; 95%CI 0,083 - 0,948; p= 0,047) (Tab.

5.8.). Jednocze$nie zaobserwowano brak zwigzku polimorfizmu rs12141128
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z pozostalymi parametrami kliniczno-patologicznymi, tj. stadium zaawansowania
raka ocenianego w skali FIGO, naciekaniem mie$niowki trzonu macicy,
czy zajeciem powierzchni naczyniowych, a takze wiekiem pacjentek w chwili
diagnozy (Tab. 5.8.)

Tabela 5.8. Rozklad czestosci genotypow i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs12141128 genu TGFBR3 z uwzglednieniem parametrow kliniczno-

patologicznych raka endometrium.

GEA'\E(BEIP/ FIGO I/l (%)  FIGO IV (%) OR 95%Cl| D
AA 15 (14,7%) 2 (9,5%) 0611 0,129-2.89 0,534
AG 56 (54,9%) 15 (71,4%) 2054 0738-5717 0,168
GG 31 (30,4%) 4 (19,0%) 0539 0,168-1733 0,300
A 86 (42,2%) 19 (45,2%) 1,165 05562443 0,685
G 118 (57,8%) 23 (54,8%) 0,858 0,409-1798 0,685
GENOTYP/ __ STOPIEN ZLOSLIWOSCI
ALLEL G1/2 (%) G3 (%) OR 95%cl P
AA 14 (12,7%) 3 (23,1%) 2,057 0,504—8399 0,315
L AG 67 (60,9%) 4 (30,8%) 0,285 0,083-0,984 0,047
GG 29 (26,4%) 6 (46,2%) 23094 0,743-7,714 0,144
A 95 (43,2%) 10 (38,5%) 0,788 0,315-1975 0,612
G 125 (56,8%) 16 (61,5%) 1,268 0,506 3178 0,612
NACIEKANIE MIESNIOWKI
GENOTYPI TAZONU MACGICY OR 95%Cl D
< 1/2 (%) > 1/2 (%)
AA 12 (18,5%) 5 (8,6%) 0,417 0,137-1265 0,122
AG 35 (53,8%) 36 (62,1%) 1,403 06822883 0,357
GG 18 (27,7%) 17 (29,3%) 1,083 0494-2371 0,843
A 59 (45,4%) 46 (39,7%) 0,750 0426-1319 0,318
G 71 (54,6%) 70 (60,3%) 1,333 0,758-2,345 0,318
ZAJECIE POWIERZCHNI
GEA'\:(BEZP/ I\I?ACZYNIOWYCH OR 95%Cl D
NIE (%) TAK (%)
AA 9 (14,3%) 2 (11,1%) 0,750 0,156-3599 0,719
AG 33 (52,4%) 12 (66,7%) 1559 05444470 0,408
GG 21 (33,3%) 4 (22,2%) 0,682 0,208—27237 0,528
A 51 (40,5%) 16 (44,4%) 1,108 0,504 —2,436 0,799
G 75 (59,5%) 20 (55,6%) 0,902 0411-1984 0,799
GENOTYP/ WIEK PACJENTEK
ALLEL < 60 (%) > 60 (%) OR 95%ClI P
AA 7 (13,0%) 10 (14,5%) 1,138 0403-3217 0,807
AG 29 (53,7%) 42 (60,9%) 1,341 0652-2,758 0,425
GG 18 (33,3%) 17 (24,6%) 0,654 0,298—1437 0,290
A 43 (39,8%) 62 (44,9%) 1292 0,733-2279 0,376
G 65 (60,2%) 76 (55,1%) 0,774 0439-1365 0,376
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5.8.2. Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu w regionie kodujacym

genu TGFBR3
Analiza miejsca polimorficznego rs12566180

Rycina 5.23. przedstawia rozktad fluorescencji zaobserwowany w trakcie
genotypowania miejsca polimorficznego rs12566180 (c.-114+2392C>T), podczas
gdy w tabeli 5.9. zestawiono rozktad czestoSci jego genotypow oraz alleli,

jak rowniez wyniki przeprowadzonej analizy ilorazu szans (OR).

A rs12566180 B rs12566180
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Rycina 5.23. Genotypowanie miejsca polimorficznego rs12566180 genu TGFBRS3.

Tabela 5.9. Rozklad czestosci genotypéow i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs12566180 genu TGFBR3 w raku endometrium.

RAKI
GEANLCL)EIP/ END?METRIUM Kr?:'glgg/';)’* OR 95%Cl p  HWE?
n=123 (%)

ccC 24 (19,5%) 68 (27,4%) 0,642 0,379-1,086 0,098
tCT 69 (56,1%) 109 (44,0%) 1,629 1,054-2519 0,028 0,057

TT 30 (24,4%) 71 (28,6%) 0,804 0,490-1,319 0,388

CT+TTP 1,558 0,921 -2,637 0,097

cT+CC°® 1,244 0,760 -2,040 0,386

C 117 (47,6%) 245 (49,4%) 0,932 0,690-1,258 0,645

T 129 (52,4%) 251 (50,6%) 1,073 0,795-1,449 0,645

azgodnos$¢ w rozkladem Hardy’ego-Weinberga; Pmodel dominujgcy; ‘model recesywny

Analiza statystyczna wykazata zwiekszone ryzyko zachorowania na raka
endometrium w przypadku genotypu CT (OR - 1,629; 95%CI 1,054 - 2,519;
p=0,028) (Tab. 5.9.). Jednoczes$nie stwierdzono brak zwigzku pomiedzy czestoScig
wystepowania polimorfizmu rs12566180 a parametrami kliniczno-patologicznymi
badanego materiatu nowotworowego, tj. stadium zaawansowania raka ocenianego

w skali FIGO, stopniem ztosliwosci komérek nowotworowych, naciekaniem
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mieSniéowki trzonu macicy, czy zajeciem powierzchni naczyniowych, atakze
wiekiem pacjentek w chwili diagnozy (Tab. 5.10.).
Tabela 5.10. Rozktad czestosci genotypow i alleli wraz z analiza OR miejsca

polimorficznego rs12566180 genu TGFBR3 z uwzglednieniem parametréw kliniczno-
patologicznych raka endometrium.

GENOTYP/

LLEL | FIGOWIN (%)  FIGO IV (%) OR 95%Cl| D
cc 19 863% 5  238% 1,365 0,445- 4,189 0,586
cT 55 137% 14  66,7% 1,709 0,637 4587 0,287
T 28 00% 2 95% 0278 0,061-1273 0,099
C 190 93,1% 35  833% 1,710 08263540 0,148
T 14  69% 7 167% 0585 0282-1211 0,148
GENOTYP/ __ STOPIEN ZLOSLIWOSCI
ALLEL G1/2 (%) G3 (%) OR 95%Cl P
cc 21  191% 3  23.1% 1271 0321-5029 0,732
cT 65 59,1% 4  30,8% 0,308 0,089-1061 0,062
T 24 218% 6  462% 3,071 0,943-10,001 0,062
C 107 486% 10  385% 0621 0254—1519 0,297
T 113 514% 16  615% 1,609 0,658—3,934 0,297
NACIEKANIE MIESNIOWKI
GENOTYF! TRZONU M/-I\sucv OR 95%Cl D
<1/2 (%) > 1/2 (%)
cc 17 262% 7 121% 0,388 0,148—1017 0,054
cT 32 492% 37  63.8% 1,817 0,881-3745 0,106
T 16 246% 14  241% 0,974 0,427-2223 0,951
C 66 50,8% 51  44,0% 0,730 0425-1256 0,256
T 64 492% 65  56,0% 1,369 0,796 -2,356 0,256
ZAJECIE POWIERZCHNI
CENOTYPI I\I?ACZYNIOWYCH OR 95%Cl D
NIE (%) TAK (%)
cc 12 190% 3 167% 0,800 0212-3021 0,742
cT 35  556% 11 61,1% 1273 0458-3541 0,643
T 16 254% 4  222% 0,868 0,262-2872 0,817
C 59 468% 17  47.2% 0982 0461-2093 0,062
T 67 532% 19  52:8% 1,018 0478-2171 0,962
GENOTYP/ WIEK PACJENTEK
ALLEL <60 (%) > 60 (%) OR 95%cl P
cc 11 204% 13 188% 0,907 0370-2223 0,832
cT 28 51,9% 41  594% 1,36  0663-2,788 0,402
T 15 27.8% 15  21,7% 0722 0,316-1649 0,440
C 50 46,3% 67  48,6% 1,109 06461902 0,707
T 58 537% 71  51,4% 0902 0526-1547 0,707
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Analiza miejsca polimorficznego rs6680463

Rycina 5.24. przedstawia rozktad fluorescencji zaobserwowany w trakcie
genotypowania miejsca polimorficznego rs6680463 (c.-114+7008C>G). W tabeli
5.11. zestawiono rozktad czestosci jego genotypow oraz alleli, jak rowniez wyniki

przeprowadzonej analizy ilorazu szans (OR).

A rs6680463 B rs6680463
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Rycina 5.24. Genotypowanie miejsca polimorficznego rs6680463 genu TGFBR3.

Tabela 5.11. Rozktad czestosci genotypéw i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs6680463 genu TGFBR3 w raku endometrium.

RAK
GiNL(EEZP/ ENDOMETRIUM Kﬁglgg/t)’* OR 95%ClI p  HWE?
n=123 (%)
GG 29  236% 68 27,4% 0,817 0,495-1,348 0,428
1 GC 71 57,7% 112 452% 1,658 1,072-2565 0,023 0,128
cc 23 187% 68 27,4% 0,609 0,358-1,037 0,068
GC+CCP 1,225 0,742-2,021 0,427
GC+GG® 1,643 0,965-2,797 0,066
G 129  52,4% 248 50,0% 1,101 0,812-1,493 0,534
C 117 47,6% 248 50,0% 0,908 067-1231 0,534

azgodno$¢ w rozktadem Hardy’ego-Weinberga; "model dominujacy; °model recesywny

Analiza statystyczna wykazata zwiekszone ryzyko zachorowania na raka
endometrium w przypadku genotypu GC (OR - 1,658; 95%CI 1,072 - 2,565;
p=0,023) (Tab. 5.11.). Wystepowanie genotypu GC zwigzane jest z nizszg - G1/2
ztosliwoscia komoérek nowotworowych (OR - 0,285; 95%CI 0,083 - 0,984;
p=0,047). Natomiast genotyp GG w sposoéb istotny zwieksza ryzyko wystepowania
bardziej agresywnych postaci raka endometrium o stopniu ztosliwosci G3 (OR -
3,242; 95CI% 1,000 - 10,586; p=0,050) Jednoczesnie stwierdzono brak zwigzku
pomiedzy czestoScia wystepowania polimorfizmu rs6680463 a pozostalymi

parametrami kliniczno-patologicznymi  badanego materialu, tj. stadium
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zaawansowania raka ocenianego w skali FIGO, naciekaniem mie$niéwki trzonu
macicy, czy zajeciem powierzchni naczyniowych, atakze wiekiem pacjentek
w chwili diagnozy (Tab. 5.12.).

Tabela 5.12. Rozktad czestosci genotypow i alleli wraz z analiza OR miejsca

polimorficznego rs6680463 genu TGFBR3 z uwzglednieniem parametréow kliniczno-
patologicznych raka endometrium.

GEA':(EEIP’ FIGO Il (%)  FIGO IV (%) OR 95%Cl P
GG 27 (26,5%) 2 (9,5%) 0,292 0,064-1,340 0,113
GC 56 (54,9%) 15 (71,4%) 2,054 0,738-5717 0,168
cc 19 (18,6%) 4 (19,0%) 1,028 0,310-3,405 0,964
G 110 (53,9%) 19 (45,2%) 0,66 0317-1,374 0,266
c 94 (46,1%) 23 (54,8%) 1516 0,728-3,158 0,266
GENOTYP/ STOPIEN Z£OSLIWOSCI
ALLEL G1/2 (%) G3 (%) OR 95%Cl P
1 GG 23 (20,9%) 6 (46,2%) 3,242 1,000-10,586 0,050
lac 67 (60,9%) 4 (30,8%) 0,285 0,083-0984 0,047
cc 20 (18,2%) 3 (23,1%) 1,350 0,340-5356 0,670
G 113 (51,4%) 16 (61,5%) 1,638 0,659-4,072 0,288
c 107 (48,6%) 10 (38,5%) 0,610 0,246-1517 0,288
NACIEKANIE MIESNIOWKI
GiNLCL);ZP/ TRZONU MAECICY OR 95%Cl| p
<1/2 (%) > 1/2 (%)
GG 16 (24,6%) 13 (22,4%) 0,885 0,383-2,042 0,774
GC 33 (50,8%) 38 (65,5%) 1,842 0,890-3,815 0,100
cc 16 (24,6%) 7 (12,1%) 0,420 0,159-1,110 0,080
G 65 (50,0%) 64 (55,2%) 1281 0,739-2,220 0,378
c 65 (50,0%) 52 (44,8%) 0,781 0450-1,354 0,378
ZAJECIE POWIERZCHNI
GEA'\E(EEIP’ I\I?ACZYNIOWYCH OR 95%Cl| p
NIE (%) TAK (%)
GG 16 (25,4%) 4 (22,2%) 0914 0,276-3031 0,883
GC 36 (57,1%) 11 (61,1%) 1,179 0424-3280 0,753
cc 11 (17,5%) 3 (16,7%) 0,850 0,224-3220 0,811
G 68 (54,0%) 19 (52,8%) 1,019 0471-2,204 0,962
c 58 (46,0%) 17 (47,2%) 0,981 0454-2122 0,962
GENOTYP/ WIEK PACJENTEK
ALLEL <60 (%) > 60 (%) OR 95%Cl P
GG 15 (27,8%) 14 (20,3%) 0,662 0,287-1527 0,333
GC 28 (51,9%) 43 (62,3%) 1536 0,746-3,163 0,245
cc 11 (20,4%) 12 (17,4%) 0,823 0,332-2,042 0,674
G 58 (53,7%) 71 (51,4%) 0,898 0,518-1557 0,702
c 50 (46,3%) 67 (48,6%) 1,113  0,642-1,930 0,702
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Analiza miejsca polimorficznego rs1805110

Rycina 5.25. przedstawia rozktad fluorescencji zaobserwowany w trakcie
genotypowania miejsca polimorficznego rs1805110 (p.Ser15Phe). W tabeli 5.13.
zestawiono rozklad czestoSci jego genotypow oraz alleli, jak réwniez wyniki

przeprowadzonej analizy ilorazu szans (OR).

A rs1805110 B rs1805110
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Rycina 5.25. Genotypowanie miejsca polimorficznego rs1805110 genu TGFBRS3.

Tabela 5.13. Rozktad czestosci genotypéw i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs1805110 genu TGFBR3 w raku endometrium.

RAK

GEA'\LICL)EIP/ ENDOMETRIUM K,iﬁl?fi/tf\ OR 95%Cl b HWE?
n=123 (%)
cc 0 (0,0%) 0 (0,0%) - - -
cT 107 (86,3%) 212 (85,5%) 1,136 0,603-2,139 0,694 <0,001
T 16 (13,7%) 36 (14,5%) 0,881 0,468 — 1,659 0,694
CT+TTP - - -
CT+CCe 1,136 0,603-2,139 0,689
C 107 (435%) 212 (42,7%) 1,136 0,603-2,139 0,694
T 139 (56,5%) 284 (57,3%) 0,881 0,468 — 1,659 0,694

azgodno$¢ w rozktadem Hardy’ego-Weinberga; "model dominujacy; °model recesywny

Analiza statystyczna wykazata brak zwiekszonego ryzyka zachorowania
naraka endometrium w przypadku ktoéregokolwiek z wariantéw genotypowych,
jak réwniez wariantéw allelicznych miejsca polimorficznego rs1805110 (Tab.
5.13.). Ocena zwigzku pomiedzy czestoScia wystepowania polimorfizmu
rs1805110 a parametrami kliniczno-patologicznymi badanego materiatu wykazata
brak istotnych statystycznie roéznic w czestoSci wystepowania wariantéow
polimorficznych w odniesieniu do parametréow kliniczno-patologicznych,
tj. stadium zaawansowania raka ocenianego w skali FIGO, stopnia ztos$liwosci

komérek nowotworowych, naciekania mie$nidwki trzonu macicy, czy zajecia
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powierzchni naczyniowych, a takze wieku pacjentek w chwili diagnozy (Tab.

5.14.).

Tabela 5.14. Rozktad czestosci genotypow i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs1805110 genu TGFBR3 z uwzglednieniem parametréw kliniczno-

patologicznych raka endometrium.

GENOTYP/

LLEL | FIGOUIN(%)  FIGO NIV (%) OR 95%Cl| D
cc 0 (0,0%) 0 (0,0%) - - -
cT 89 (87,3%) 18 (85,7%) 0876 0226-3393 0,849
T 13 (12,7%) 3 (14,3%) 1,141 00295-4418 0,849
C 89 (43,6%) 18 (83,3%) 0876 0,226-3393 0,849
T 115 (56,4%) 7 (16,7%) 1,141 00295-4418 0,849
GENOTYP/ __ STOPIEN ZLOSLIWOSCI
ALLEL G1/2 (%) G3 (%) OR 95%Cl P
cc 0 (0,0%) 0 (0,0%) - - -
cT 96 (87,3%) 11 (84,6%) 0,802  0,161-4,003 0,788
T 14 (12,7%) 2 (15,4%) 1247 0250-6,222 0,788
C 96 (43,6%) 11 (42,3%) 0802 0,161-4,003 0,788
T 124 (56,4%) 15 (57,7%) 1247 0250-6,222 0,788
NACIEKANIE MIESNIOWKI
GENOTYF/ TRZONU MAEC|CY OR 95%Cl D
<1/2 (%) > 1/2 (%)
cc 0 (0,0%) 0 (0,0%) - - -
cT 56 (86,2%) 51 (87,9%) 1,171 04063373 0,77
T 9 (13,8%) 7 (12,1%) 0,854 0,296-2,460 0,77
C 56 (43,1%) 51 (44,0%) 1171  0,406-3373 0,77
T 74 (56,9%) 65 (56,0%) 0,854 0,296-2460 0,77
ZAJECIE POWIERZCHNI
GENOTYPI I\IIsACZYNIOWYCH OR 95%Cl D
NIE (%) TAK (%)
cc 0 (0,0%) 0 (0,0%) - - _
cT 54 (85,7%) 16 (88,9%) 1231 0255-5939 0,796
T 9 (14,3%) 2 (11,1%) 0813 0,168-3921 0,796
C 54 (42,9%) 16 (44,4%) 0231 0255-5939 0,796
T 72 (57,1%) 20 (55,6%) 0813 0,168-3921 0,796
GENOTYP/ WIEK PACJENTEK
ALLEL < 60 (%) > 60 (%) OR 95%cl P
cc 0 (0,0%) 0 (0,0%) - - -
cT 48 (88,9%) 59 (85,5%) 0738 0250-2175 0,581
T 6 (11,1%) 10 (14,5%) 1,356 0,460 —3,999 0,581
C 48 (44,4%) 59 (42,8%) 0738 0,250-2175 0,581
T 60 (55,6%) 79 (57,2%) 1,356 0,460 —3,999 0,581
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Analiza miejsca polimorficznego rs1805113

Rycina 5.26. przedstawia rozktad fluorescencji zaobserwowany w trakcie
genotypowania miejsca polimorficznego rs1805113 (p.Phe675=). W tabeli 5.15.
zestawiono rozklad czestoSci jego genotypow oraz alleli, jak réwniez wyniki

przeprowadzonej analizy ilorazu szans (OR).

A rs1805113 B rs1805113
KONTROLA RAK ENDOMETRIUM
500004 500004
E =
'5' 40000 . o TT U 40000 [ e TT
> TC > TC
30000 30000
s cc & M. cc
3 20000 by N kontrola negatywna g 20000 N kontrola negatywna
© 100004 9 10000
o T T 1 0 T T T 1
0 10000 20000 30000 0 10000 20000 30000 40000
fluorescencja FAM [C] fluorescencja FAM [C]

Rycina 5.26. Genotypowanie miejsca polimorficznego rs1805113 genu TGFBR3.

Tabela 5.15. Rozktad czestosci genotypéw i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs1805113 genu TGFBR3 w raku endometrium.

RAK

G'ZNL?EIP/ ENDOMETRIUM Kr?:glgg/t)’* OR 95%Cl p  HWE®
n=123 (%)

T 46 (37,4%) 87 (35,1%) 1,106 0,706 —1,732 0,661

TC 53 (43,1%) 123 (49,6%) 0,769 0,498-1,189 0,238 0,612
cc 24 (19,5%) 38 (15,3%) 1,340 0,762 -2,355 0,310
TC+CCP 0,905 0,578-1,417 0,663
TC+TT® 0,746 0,425-1,312 0,308
T 145 (58,9%) 297 (59,9%) 0,962 0,707-1,311 0,808
C 101 (41,1%) 199 (40,1%) 1,039 0,763-1,415 0,808

azgodnos$¢é w rozktadem Hardy’ego-Weinberga; Pmodel dominujacy; ‘model recesywny

Analiza statystyczna wykazata brak zwiekszonego ryzyka zachorowania
naraka endometrium w przypadku ktéregokolwiek z wariantéw genotypowych,
jak réwniez wariantéw allelicznych miejsca polimorficznego rs1805113
(Tab. 5.15.). Ocena zwigzku pomiedzy czesto$cia wystepowania polimorfizmu
rs1805113 a parametrami kliniczno-patologicznymi badanego materiatu wykazata
brak istotnych statystycznie roznic w czestoSci wystepowania wariantéw
polimorficznych w odniesieniu do parametréw kliniczno-patologicznymi,
tj. stadium zaawansowania raka ocenianego w skali FIGO, stopnia ztosliwosci

komoérek nowotworowych, naciekania mie$niéwki trzonu macicy, czy zajecia
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powierzchni naczyniowych, a takze wieku pacjentek w chwili diagnozy (Tab.

5.16.).

Tabela 5.16. Rozktad czestosci

genotypoéw

alleli

wraz z analiza OR miejsca

polimorficznego rs1805113 genu TGFBR3 z uwzglednieniem parametréw kliniczno-
patologicznych raka endometrium.

GENOTYP/

LLEL | FIGOUIN(%)  FIGO NIV (%) OR 95%Cl| D
T 36 (35,3%) 10 (47,6%) 0,667 0,646-4300 0,201
TC 45 (44,1%) 8 (38,1%) 0779 0,297-2,043 0,612
cc 21 (20,6%) 3 (14,3%) 0643 0,173-2390 0,510
T 117 (57,4%) 35 (83,3%) 1,433 0,734-2,798 0,292
C 87 (42,6%) 7 (16,7%) 0698 0357-1362 0,292
GENOTYP/ __ STOPIEN ZLOSLIWOSCI
ALLEL G1/2 (%) G3 (%) OR 95%cl P
T 42 (38,2%) 4 (30,8%) 0720 0,208_2484 0,603
TC 47 (42,7%) 6 (46,2%) 1,149 0,362-3643 0,814
cc 21 (19,1%) 3 (23,1%) 1271 0321-5029 0,732
T 131 (595%) 14 (53,8%) 0811 0373-1762 0,597
C 89 (40,5%) 12 (46,2%) 1,233 05682678 0,597
NACIEKANIE MIESNIOWKI
GENOTYF/ TRZONU MAEC|CY OR 95%Cl D
<1/2 (%) > 1/2 (%)
T 27 (41,5%) 19 (32,8%) 0686 0,328-1434 0,316
TC 26 (40,0%) 27 (46,6%) 1,306 0,639-2,673 0,464
cc 12 (18,5%) 12 (20,7%) 1152  0472-2812 0,756
T 80 (61,5%) 65 (56,0%) 1,136 0,581-2,222 0,407
C 50 (38,5%) 51 (44,0%) 1,228  0,756—1,995 0,407
ZAJECIE POWIERZCHNI
GENOTYPI I\IIsACZYNIOWYCH OR 95%Cl D
NIE (%) TAK (%)
T 22 (34,9%) 7 (38,9%) 1,077 0,386-3007 0,888
TC 27 (42,9%) 6 (33,3%) 0617 0215-1768 0,369
cc 14 (22,2%) 5 (27,8%) 1,741 0554-5470 0,343
T 71 (56,3%) 20 (55,6%) 0,864 0439-1700 0,672
C 55 (43,7%) 16 (44,4%) 1,158 0588-2278 0,672
GENOTYP/ WIEK PACJENTEK
ALLEL <60 (%) > 60 (%) OR 95%Cl P
T 18 (33,3%) 28 (40,6%) 1,366 0,650 2,869 0,410
TC 26 (48,1%) 27 (39,1%) 0692 0337-1423 0,317
cc 10 (18,5%) 14 (20,3%) 1,120  0,454—2,763 0,806
T 62 (57,4%) 83 (60,1%) 1,107 0,681—-1,800 0,681
C 46 (42,6%) 55 (39,9%) 0,903 0556-1468 0,681
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Analiza miejsca polimorficznego rs2296621

Rycina 5.27. przedstawia rozktad fluorescencji zaobserwowany w trakcie
genotypowania miejsca polimorficznego rs2296621 (c.2285-99G>T). W tabeli
5.17. zestawiono rozktad czestosci jego genotypow oraz alleli, jak rowniez wyniki

przeprowadzonej analizy ilorazu szans (OR).

A rs2296621 B rs2296621
KONTROLA RAK ENDOMETRIUM
500001 600001
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a @ 200004
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9O 10000 . <]
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Rycina 5.27. Genotypowanie miejsca polimorficznego rs2296621 genu TGFBR3.

Tabela 5.17. Rozklad czestosci genotypow i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs2296621 genu TGFBR3 w raku endometrium.

RAK

GiNL(EEIP/ ENDOMETRIUM ng;'lgg/t)’* OR 95%Cl P HWE?
n=123 (%)

GG 82 (66,7%) 178 (71,8%) 0,787 0,494-1253 0,312

GT 36 (29,3%) 68 (27,4%) 1,095 0,679-1,767 0,709 0,126
T 5 (4,1%) 2 (0,8%) 5212 1,000 - 27,259 0,050
GT+TTP 1,271 0,798 -2,026 0,313
! GT+GG® 0,192 0,037-1,003 0,043
G 200 (81,3%) 424 (85,5%) 0,726 0,478-1,104 0,134
T 46 (18,7%) 72 (14,5%) 1,377 0,906 -2,094 0,134

azgodno$¢é w rozktadem Hardy’ego-Weinberga; "model dominujacy; °model recesywny

Analiza statystyczna wykazata zwiekszone ryzyko zachorowania na raka
endometrium w przypadku genotypu TT (OR - 5,212; 95%CI 1,000 - 27,259;
p=0,050) (Tab. 5.17.). Ponadto zaobserwowano, ze genotyp GT w sposob istotny
zwieksza ryzyko wystepowania bardziej agresywnych postaci raka endometrium
o stopniu ztosliwosci G3 (OR - 3,259; 95CI% 1,011 - 10,499; p=0,048), natomiast
wariant GG jest charakterystyczny dla mniej agresywnych postaci raka
endometrium (OR - 0,268; 95%CI 0,0815 - 0,880; p=0,03). Jednoczesnie
w przypadku wariantéw allelicznych stwierdzono, ze allel T sprzyja zwiekszonej

(OR - 2,566; 95%CI 1,05 - 6,272; p=0,039), podczas gdy allel G zmniejszonej
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ztosliwosci raka endometrium (OR - 0,390; 95%CI 0,159 - 0,953; p=0,039) (Tab.
5.18.). W przypadku pozostatych parametrow kliniczno-patologicznych,
tj. stadium zaawansowania raka ocenianego w skali FIGO, naciekania mie$sniowki
trzonu macicy, czy zajecia powierzchni naczyniowych, a takze wieku pacjentek
w chwili diagnozy nie stwierdzono wystepowania zwiekszonego ryzyka w zwigzku
z wystepowanie jakiegokolwiek wariantu polimorficznego rs2296621 (Tab. 5.18.).
Tabela 5.18. Rozklad czestosci genotypow i alleli wraz z analiza OR miejsca

polimorficznego rs2296621 genu TGFBR3 z uwzglednieniem parametrow kliniczno-
patologicznych raka endometrium.

Gi’tﬂzpl FIGO I/l (%)  FIGO IV (%) OR 95%Cl D
GG 67 (65,7%) 15 (71,4%) 1,306 0,466 3,663 0,612
GT 31 (30,4%) 5 (23,8%) 0716  0241-2127 0,547
T 4 (3,9%) 1 (4,8%) 1,225 0,130- 11,547 0,859
G 165 (80,9%) 35 (83,3%) 1,175 0493-2,802 0,716
T 39 (19,1%) 7 (16,7%) 0851 0357-2029 0,716
GENOTYP/ __ STOPIEN ZtOSLIWOSCI
ALLEL G1/2 (%) G3 (%) OR 95%Cl P
1 GG 77 (70,0%) 5 (38,5%) 0,268 0,0815-0,880 0,03
rGT 29 (26,4%) 7 (53,8%) 3259 1,011-10,499 0,048
T 4 (3,6%) 1(7,7%) 2,208 0,228-21,400 0,494
1G 183 (83,2%) 17 (65,4%) 0,390 0,159-0,953 0,039
T 37 (16,8%) 9 (34,6%) 2566  1,05-6272 0,039
NACIEKANIE MIESNIOWKI
GEANL(BEZP/ TRZONU MECICY OR 95%Cl D
<102 (%) > 1/2 (%)
GG 44 (67,7%) 38 (65,5%) 0907 0428-1921 0,798
GT 19 (29,2%) 17 (29,3%) 1,004  0461-2,186 0,092
T 2 (3,1%) 3 (5,2%) 1,718  0,277-10,662 0,561
G 107 (82,3%) 93 (80,2%) 0873  0465-1641 0,674
T 23 (17,7%) 23 (19,8%) 1,145  0,610-2,150 0,674
ZAJECIE POWIERZCHNI
CENOTYP! NACZYNIOWYCH OR 95%Cl o
NIE (%) TAK (%)
GG 40 (63,5%) 12 (66,7%) 1 0,346 2,888 1,000
GT 21 (33,3%) 5 (27,8%) 0918  0,302-2,795 0,880
T 2 (3,2%) 1 (5,6%) 1,485 0,156 — 14,102 0,730
G 101 (80,2%) 29 (80,6%) 0947 0393-2281 0,003
T 25 (19,8%) 7 (19,4%) 1,056  0,438—2,544 0,903
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Tabela 5.18. cd. Rozkiad czestosci genotypow i alleli wraz z analiza OR miejsca
polimorficznego rs2296621 genu TGFBR3 z uwzglednieniem parametrow kliniczno-
patologicznych raka endometrium.

GENOTYP/ WIEK PACJENTEK
ALLEL < 60 (%) > 60 (%) OR 95%cl P
GG 35 (64,8%) 47 (68,1%) 1,160 0,546 2,465 0,700
GT 19 (35,2%) 17 (24,6%) 0602 0275-1,317 0,204
T 0 (0,0%) 5 (7,2%) - - -
G 89 (82,4%) 111 (80,4%) 0882 0466-1,670 0,699
T 19 (17,6%) 27 (19,6%) 1,134  0,599-2,148 0,699
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5.8.3. Analiza rozkladu kombinacji genotypow miejsc polimorficznych

genu TGFBR3

Analizg objeto kombinacje genotypow trzech miejsc polimorficznych
rs12566180, rs6680463, rs2296621 genu TGFBR3, tj. tych, dla ktérych wczesniejsze
analizy rozkiadu alleli lub genotypdéw wykazaty istotne statystycznie roznice
w czestoSciach wystepowania miedzy grupa badang a grupa Kkontrolng
(Tab. 5.19.).

Tabela 5.19. Rozklad czestosci genotypow miejsc polimorficznych rs12566180,
rs6680463, rs2296621 genu TGFBR3 w raku endometrium.

RAK
GENOTYP  ENDOMETRIUM KONTROLA OR 95%Cl D
o125 (30 =248 (%)
CCICCIGG 13 (10,6%) 0 (0,0%) _ _ _
cc/ceiGT 9 (7,3%) 0 (0,0%) - - -
CCICCITT 1 (0,8%) 0 (0,0%) - - -
CCIGCIGG 1 (0,8%) 0 (0,0%) - - -
CCIGGIGG 0 (0,0%) 58 (23,4%) - - -
CCIGGIGT 0 (0,0%) 10 (4,0%) - - -
CTICCIGG 0 (0,0%) 3 (1,2%) - - -
CT/CCIGT 0 (0,0%) 1 (0,4%) - - -

L CTIGCIGG 54 (43,9%) 76 (30,6%) 1,771  1,133-2769 0,012
CT/GCIGT 13 (10,6%) 28 (11,3%) 0929 0463-1,863 0,835
CTIGCITT 2 (1,6%) 1 (0,4%) 4083 036745469 0,253
TTICCIGG 0 (0,0%) 36 (14,5%) - - -
TTICCIGT 0 (0,0%) 27 (10,9%) - - -
TTICCITT 0 (0,0%) 1 (0,4%) - - -
TTIGCIGG 0 (0,0%) 5 (2,0%) - - -
TTIGCIGT 1 (0,8%) 2 (0,8%) 1,008 0,091-11,228 0,995
TTIGGIGG 14 (11,4%) 0 (0,0%) - - -
TTIGGIGT 13 (10,6%) 0 (0,0%) - - -
TTIGGTT 2 (1,6%) 0 (0,0%) - - -

Przeprowadzona analiza OR wykazata, Ze obecno$¢ kombinacji genotypu
CT/GC/GC miejsc polimorficznych rs12566180, rs6680463, rs2296621 genu
TGFBR3 w sposob istotny statystycznie zwieksza ryzyko zachorowania na raka

endometrium (OR - 1,771; 95%CI 1,133 - 2,769; p=0,012) (Tab. 5.19.).
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5.8.4. Analiza

rozkladu

polimorficznych genu TGFBR3

kombinacji

haplotypow

miejsc

Analizg objeto kombinacje haplotypow trzech miejsc polimorficznych

rs12566180, rs6680463, rs2296621 genu TGFBR3, tj. tych, dla ktérych wczesniejsze

analizy rozkiadu alleli lub genotypoéw wykazaty istotne statystycznie roznice

w czestoSciach wystepowania miedzy grupg badang a grupa kontrolng

(Tab. 5.20.).

Tabela 5.20. Rozklad czestosci haplotypéw miejsc polimorficznych rs12566180,

rs6680463, rs2296621 genu TGFBR3 w raku endometrium.

RAK
HAPLOTYP ENDOMETRIUM {20 ERON OR 95%C| p
n=984 (%)
J CGG 125 (12,7%) 684 (34,5%) 0,694 0,604 - 0,798 <0,001
CGT 17 (1,7%) 70 (3,5%) 0,703 0,472 — 1,047 0,083

T cce 265 (26,9%) 194 (9,8%) 1,856 1,520 - 2,267 <0,001
Tccr 61 (6,2%) 32 (1,6%) 1,874 1,315-2,670 <0,001
TTGG 287 (29,2%) 204 (10,3%) 1,917 1,572 -2,338 <0,001
TTGT 87 (8,8%) 34 (1,7%) 2,038 1,466 — 2,835 <0,001
I TCG 123 (12,5%) 614 (30,9%) 0,648 0,550 - 0,762 <0,001
L TCT 19 (1,9%) 152 (7,7%) 0,569 0,404 - 0,802 0,001

Przeprowadzona analiza OR wykazata, Zze obecno$¢ czterech kombinacji

haplotypéw miejsc polimorficznych rs12566180, rs6680463, rs2296621 genu

TGFBR3 w sposob istotny statystycznie zwiekszaja ryzyko zachorowania na raka

endometrium, sg to odpowiednio haplotypy CCG (OR - 1,856; 95%CI 1,520 -
2,267; p<0,001), CCT (OR - 1,874; 95%CI 1,315 - 2,670; p<0,001), TGG (OR - 1,917;
95%CI 1,572 - 2,338; p<0,001) oraz TGT (OR - 2,038; 95%CI 1,466 - 2,835;
p<0,001) (Tab. 5.20.).
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5.8.5. Analiza rozkladu <czestosci alleli badanych miejsc
polimorficznych genu TGFBR3 w grupie kontrolnej w poréwnaniu

z populacja europejska

Przeprowadzona analiza poréwnawcza rozktadu czestosci badanych alleli
w grupie kontrolnej z danymi zamieszczonymi w bazie HapMap
(https://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/; HapMap Data Rel #28 Phase II+111, august10, on
NCBI B36 assembly, dbSNP b126) dla populacji pétnocno- i zachodnioeuropejskiej
(CEU) nie wykazata statystycznie istotnych réznic w przypadku miejsca
polimorficznego rs12566180 dla ktérego zaobserwowano réznice w czesto$ciach
wystepowania genotypow lub alleli miedzy grupg kontrolng, a grupg badang oraz
miejsc rs883873, rs2770186, rs1805113, dla ktérych nie wykazano roéznic.
Stwierdzono natomiast istotne statystycznie roznice w przypadku miejsc
polimorficznych rs1805110 (p<0,001) oraz rs2296621 (p=0,035). W przypadku
dwodch badanych miejsc polimorficznych, tj. rs12141128 oraz rs6680463 brak jest
dostepnych  danych dotyczacych czesto$ci  wystepowania ich alleli
w poréwnywanej z grupg kontrolng populacjg CEU (Tab. 5.21.).
Tabela 5.21. Poréwnanie rozktadu czestosci alleli badanych miejsc polimorficznych genu

TGFBR3 w grupie kontrolnej oraz populacji pétnocno- i zachodnioeuropejskiej (CEU)
na podstawie danych pochodzacych z bazy HapMap. bd. — brak danych

CZESTOSC ALLELI CZESTOSC ALLELI
SNP ALLEL W GRUPIE W BAZIE HapMap (%)
KONTROLNEJ (%) pMap (~0
rs883873 A 90.1% 91.6% 0,647
G 9,9% 8,4% '
T 9 ¢
rs2770186 42,1% 38,9% 0,335
c 57,3% 61,1%
rs12141128 43,5% bd
G 56,5% '
C 0, 0,
12566180 49,4% 47,35% 0,610
T 50,6% 52,65%
rs6680463 G 50:0% bd
c 50,0% '
C 42,7% 94,7% <0,0001
rs1805110
T 57,3% 5,3%
1805113 T 59,9% 55,3% 0,249
c 40,1% 44,7%
G 85,5% 79,2% 0,035
rs2296621
T 14,5% 20,8%
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6. Dyskusja

Nowotwory endometrium stanowig jedng z najczesciej diagnozowanych
chordb rozrostowych wsrod kobiet. Zgodnie z ostatnimi danymi statystycznymi
w ciggu najblizszej dekady mozna spodziewac¢ sie wzrostu liczby nowych
przypadkow zachorowania na ten typ nowotworu zwlaszcza u kobiet w Srednim
i podesztym wieku (Didkowska i wsp., 2009). Obserwowanej tendencji wzrostowej
sprzyjaja nie tylko udoskonalone techniki obrazowania stuzgce wczesnemu
wykrywaniu choroby nowotworowej trzonu macicy, ale przede wszystkim
postepujace starzenie sie populacji polskiej. W przeciwienstwie do innych choréb
nowotworowych, w przypadku nowotworéw endometrium wspoétczesna
medycyna nie dysponuje dobrze zdefiniowanymi markerami biochemicznymi
lub molekularnymi umozliwiajacymi okres$lenie ryzyka zachorowania, jak rowniez
stuzagcymi wczesnej diagnostyce oraz skutecznemu monitorowaniu przebiegu

leczenia.

Markerem aktualnie majgcym najwieksze znaczenie w ocenie stopnia
zaawansowania klinicznego raka endometrium, a pierwotnie opisanym dla
nowotworu jajnika, jest antygen nowotworowy CA125 (ang. carcinoma antigen
125). Jest to glikoproteina nalezgca do rodziny mucyn, kodowana przez gen
MUC16 zlokalizowany na chromosomie 19 (Scholler i Urban, 2007). Stezenie
antygenu CA125 w surowicy krwi pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem
endometrium koreluje ze stadium zaawansowania klinicznego raka, stopniem
ztosliwosci komorek nowotworowych, gtebokoscig naciekania miesniowki trzonu
macicy oraz obecnos$cig przerzutéw do okolicznych weztéw chtonnych (Antonsen
iwsp., 2013; Chung i wsp., 2006; Denschlag i wsp., 2007; Nicklin i wsp., 2012;
Powell i wsp., 2005; Sood i wsp., 1997). Marker ten ponadto stuzy jako czynnik
pozwalajacy na monitorowanie przebiegu leczenia, wzrost jego poziomu moze
Swiadczy¢ o wznowie procesu nowotworowego, pomimo braku objawéw
klinicznych (Lo i wsp., 1999). Niemniej jednak marker CA125 cechuje niska
specyficzno$¢, a jego podwyzszony poziom w surowicy krwi moze towarzyszy¢
réwniez innym typom nowotworow, tj. nowotworom jajnika, piersi, macicy, ptuc,
trzustki oraz jelita grubego, jak rowniez by¢ nastepstwem chordb zapalnych, badz

autoimmunologicznych. Okresowe zmiany poziomu antygenu CA125 moga by¢
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takze nastepstwem endometriozy lub by¢ zwigzane w sposoéb fizjologiczny
z menstruacja (Badowska-Kozakiewicz, 2012). Ponadto stabg strong markera
CA125 jest jego ograniczona czuto$¢ w przypadku raka endometrium o niskim

stopniu zaawansowania (Kaminska i Kowalska, 2011).

Poza opisanym antygenem nowotworowym CA125 jako marker raka
endometrium typowano m.in. antygen CA19-9 (ang. cancer antigen 19-9), antygen
CA15-3 (ang. cancer antigen 15-3), HE4 (ang. human epididymis protein 4) oraz
czynnik VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) zwigzany bezposrednio
z unaczynieniem guza. Czutos¢ w przypadku dwéch pierwszych markeréw okazuje
sie by¢ znacznie ponizej czutoS$ci antygenu CA125. Natomiast w przypadku dwdch
pozostatych uzyskane wyniki wskazujg naich potencjalne, cho¢ nie pozbawione
wad, zastosowanie jako znacznikéw diagnostyczno-prognostycznych bardziej
zaawansowanych stadiéw raka endometrium (Antonsen i wsp., 2013; Brennan
i wsp., 2014; Dobrzycka i wsp., 2013; Kamat i wsp., 2007; Ma i wsp., 2015; Mutz-
Dehbalaie i wsp., 2012; Saarelainen i wsp., 2014; Zanotti i wsp., 2012). W zwigzku
z powyzszym w dalszym ciggu istnieje konieczno$¢ prowadzenia badan majgcych
na celu poznanie molekularnych mechanizméw transformacji nowotworowej
endometrium iw konsekwencji pozwalajgcych na identyfikacje potencjalnych
markerow stuzacych diagnostyce, badZz monitorowaniu przebiegu leczenia

pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem endometrium.

Na podstawie aktualnej wiedzy rozwoj i progresja raka endometrium moze
wigza¢ sie z ro0znymi zaburzeniami molekularnymi, odpowiedzialnymi
za nieprawidtowa sygnalizacje komodrkowa. Rodzaj i charakter zmian
molekularnych uzalezniony jest w duzym stopniu od typu klinicznego raka.
W typie I, tj. raku endometrioidalnym obserwuje sie zmieniong ekspresje
supresorow, tj. biatek PTEN, p53, p21Cprl, pl6inkta p27Kipl; jak rowniez
nieprawidtowg ekspresje biatek onkogennych w tym [(-kateniny, HerZ/Neu,
atakze innych jakreceptory dla progesteronu i estrogenéw, takze GPER, oraz
biatek hMLH1, hMSH2, CD105, MMP-2,7,9, Ki-67, GLUT1,8, czy survivina. Ponadto
identyfikuje sie mutacje, utrate heterozygotycznosci, badZ hipermetylacje w
genach PTEN, TP53, BRAF, CTNNB1 oraz KRAS. Typ Il raka endometrium, tj. rak

nieendometrioidalny charakteryzuje sie mutacjami genéw i w konsekwencji

112



nieprawidtowa ekspresja biatek Her2/Neu, p53 oraz E-kadheryny (Klemba i wsp.,
2008; Matias-Guiu i Davidson, 2014; Werner i Salvesen, 2014). Stwierdza sie takze
wystepowanie zwiekszonego ryzyka zachorowania na raka trzonu macicy u kobiet
bedacych nosicielkami mutacji w genie BRCAI1, szczegOlnie po ekspozycji
na stosowany w terapii raka piersi tamoksyfen (Shai i wsp., 2014). W przypadku
raka endometrium typu Il rozwdj i progresja nowotworowa moze wigzac sie
z aneuploidig komoérek nowotworowych. U pacjentek ze stwierdzong aneuploidia
obserwowano Kkrétszy okres remisji oraz nizszy odsetek 10-letnich przezy¢

(Susini i wsp., 2007; Wik i wsp., 2009).

Niektore z powyzszych zmian molekularnych, ze wzgledu na istnienie
korelacji pomiedzy stadiami zaawansowania choroby nowotworowe;j
lub przezywalnoscia pacjentek, typowane s3 jako potencjalne markery
nowotworzenia endometrium, ktérych ocena rozszerzataby wachlarz dostepnych
metod diagnostycznych o diagnostyke molekularng. Jednakze niska czestos¢
wystepowania  opisanych = powyzej  zaburzen @w  przypadku raka
endometrioidalnego naktada konieczno$¢ dalszego poszukiwania nowych celéw
molekularnych o uniwersalnym charakterze, mogacych sprosta¢ heterogennosci
komoérek nowotworowych obserwowanej w tym typie nowotworu (Werner

i Salvesen, 2014).

Dane literaturowe wskazuja, ze rozwoj i progresja raka endometrium moze
wigza¢ sie z nieprawidtlowym funkcjonowaniem sygnalizacji komorkowej
indukowanej transformujacymi czynnikami wzrostu typu {3, podobnie jak ma
to miejsce w innych typach nowotworéw. Nieprawidtowy poziom ekspresji
komponentéw szlaku TGF( stwierdza sie m.in. w nowotworach piersi, jajnika
prostaty, ptuc, jelita grubego, trzustki, watroby, nerki a takze w przypadku
czerniaka (Neuzillet i wsp., 2015). Jest on nastepstwem réznorodnych zaburzen
molekularnych majgcych miejsce na réznych poziomach kaskady sygnalizacyjnej,
poczawszy od receptorow TGFf typu I oraz typu Il, poprzez receptory pomocnicze,
na biatkach efektorowych Smad koniczac. Do zaburzen takich zalicza sie mutacje,
niestabilno$¢ mikrosatelitarng (MSI, ang. microsatellite instability) oraz utrate
heterozygotycznosci w genach kodujacych kluczowe elementy sygnalizacji TGFfj,

tj. receptory TGFBR2, TGFBR1 oraz biatka Smad (Padua i Massague, 2009).
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Niestabilno$¢ mikrosatelitarng prowadzaca do inaktywacji ekspresji genu TGFBR2
stwierdza sie w przypadku gruczolakorakéw zotadka, jelita grubego, drog
zotciowych oraz ptuc. Z kolei utrata heterozygotycznosci lub mutacje w dtuzszym
ramieniu chromosomu 18, skutkujgce zahamowaniem ekspresji biatka Smad4
obserwowane sg w ok. 50% przypadkoéw przewodowego gruczolakoraka trzustki,
a takze w raku przetyku, jak i w 30% przypadkéw raka jelita grubego (Fukushima
iwsp., 2003; Neuzillet i wsp. 2015; Papageorgis i Stylianopoulos, 2015; Tian
iwsp.,, 2011). W poréwnaniu do genu SMAD4, mutacje w genie SMADZ cechuje
mniejszy odsetek wystepowania i wynosi on 11% oraz 7% przypadkow
odpowiednio raka jelita grubego oraz raka ptuc (Fleming i wsp. 2013; Waite
i Eng, 2003). Natomiast nie stwierdza sie zasadniczo u cztowieka wystepowania
mutacji w genie kodujacym biatko Smad3, jednakze nizszy poziom jego ekspresji
obserwuje sie w 37% przypadkow raka Zzotadka oraz w ostrej biataczce
limfoblastycznej wywodzacej sie z komdrek linii T (Han i wsp., 2004; Wolfraim
i wsp., 2004). Jedyne dane literaturowe dotyczace znaczenia mutacji genu SMAD3
w procesie nowotworzenia wskazuja na ich niskg czesto$¢ wystepowania w raku
jelita grubego, wynoszac 4,3%, co sugeruje tym samym istnienie innych
mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za zaburzenie sygnalizacji TGFf3
w tym typie nowotworu (Flemingi i wsp., 2013). W raku endometrium obserwuje
sie natomiast zmieniong ekspresje receptoréw TGFf typu I i Il na poziomie biatka,
a w szczegollnosci receptora typu II, dla ktérego obserwowany wzrost ekspresji
korelowatl z progresja choroby nowotworowej (Mhawech-Fauceglia i wsp., 2011;

Parekh i wsp., 2002; Piestrzeniewicz-Ulanska i wsp., 2002).

Dalsze poszukiwania zaburzen warunkujacych nieprawidtowa sygnalizacje
za posrednictwem szlaku TGF(, a mogacych leze¢ u podstaw nowotworzenia
rzucity Swiatto na istotng role receptorow TGFf typu III, przedstawicielem ktorych
jest najlepiej poznany pod wzgledem funkcji betaglikan. Badania ekspres;ji
betaglikanu prowadzone w réznych typach nowotworéw dowiodly jego
potencjalnej roli jako supresora transformacji nowotworowej. Obnizenie poziomu
ekspresji betaglikanu jest cechg charakterystyczng nowotworéow wywodzacych sie
z roznych narzadoéw, a w szczeg6lnoSci piersi, jajnika, prostaty, trzustki, watroby,
nerek, pecherza moczowego, ptuc a takze ukladu nerwowego. Obserwowane
obnizenie ekspresji betaglikanu korelowatlo wraz z postepem choroby
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nowotworowej ulegajac pogtebieniu w bardziej zaawansowanych stadiach
choroby, tj. wykazujacych zdolno$¢ do inwazji i przerzutowania komodrek
nowotworowych (Bae i wsp., 2009; Bilandzic i wsp., 2009; Copland i wsp., 2003;
Dong i wsp., 2007; Finger i wsp., 2008; Gordon i wsp., 2008; Hempel i wsp., 2007;
Iolascon i wsp., 2000; Lambert i wsp., 2011; Liu i wsp., 2013b; Sharifi i wsp., 2007;
Turley iwsp., 2007). W przeciwienstwie do wymienionych powyzej typéw
nowotworéw, w ktérych stwierdzono obnizong ekspresje betaglikanu, w raku
jelita grubego, pecherza moczowego oraz przewlektej biataczce limfocytowe;j
wywodzacej sie z komorek linii B obserwuje sie wzrost poziomu ekspresji tego
proteoglikanu. Jednakze, jak stwierdzono w przypadku raka jelita grubego
i pecherza moczowego zwiekszona ekspresja betaglikanu nie dotyczyta wszystkich
analizowanych preparatow, a w raku pecherza moczowego ograniczata sie
do stadiéw naciekajacych miesniéwke tego narzadu (Gatza i wsp., 2011; Jelinek
iwsp., 2003; Liu i wsp., 2013a). Powyzsze wyniki sugerujg ztozona tkankowo-
specyficzng funkcje betaglikanu nie tylko jako supresora nowotworzenia, ale takze

jako czynnika promujacego karcynogeneze.

W niniejszej pracy ocenie poddano ekspresje betaglikanu, zaréwno
na poziomie mRNA, jak i biatka, w grupie pacjentek ze zdiagnozowanym
gruczolakorakiem endometrium w odniesieniu do materiatu prawidlowego.
Analiza objeto wylacznie homogenng pule gruczolakorakéw endometrium
z pominieciem przypadkoéw gruczolakorakow endometrium ze zrdéznicowaniem
ptaskonabtonkowym (ang. endometrial adenocarcinoma variant with squamous
differentiation) czy cechujacych sie niska czesto$cig wystepowania miesakorakow
trzonu macicy (ang. uterine carcinosarcoma), cho¢ jak wykazano wcze$niej w tych
typach histologicznych obserwowano réwniez obnizony poziom ekspresji mRNA

betaglikanu (Semczuk i wsp., 2013; Zakrzewski i wsp., 2011).

Analiza ekspresji mRNA genu TGFBR3 wykazata istotne statystycznie
(p<0,001) obnizenie iloSci transkryptu w 100% preparatéw raka endometrium
w poréwnaniu do materiatu prawidtowego. Obserwowany nizszy poziom mRNA
TGFBR3 mial miejsce juz na wczesnym etapie procesu nowotworowego ocenianym
za pomoca skali FIGO (FIGO I), stopnia zréznicowania komdérek nowotworowych

(G1) oraz naciekania mie$nidwki trzonu macicy przez komoérki nowotworowe
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ponizej potowy jej grubosci (<1/2). Obnizeniu ekspresji mRNA genu TGFBR3
towarzyszyt w 100% przebadanych preparatow raka endometrium w odniesieniu
do materiatu prawidtowego istotny statystycznie (p<0,001 dla materiatu
nowotworowego i prawidtowego pochodzacego od tej samej pacjentki) spadek
ilosci betaglikanu na poziomie biatka. Obnizenie ekspresji betaglikanu na poziomie
biatka wydaje sie towarzyszy¢ progresji procesu nowotworowego. Uzyskane
wyniki potwierdzaja wczes$niejsze wyniki Floria i wsp. (2005), ktorzy wykazali
obnizenie ekspresji betaglikanu oraz podjednostki o inhibiny zaréwno na
poziomie mRNA, jak i biatka w gruczolakorakach endometrium w poréwnaniu do
materiatu prawidtowego, ocenianych odpowiednio metodami poétilosciowej reakcji
PCR zodwrotng transkryptaza (RT-PCR, ang. reverse transcriptase PCR)
oraz immunohistochemicznie. W pracy tej jednakze nie analizowano zwigzku
pomiedzy ekspresja betaglikanu a parametrami kliniczno-patologicznymi
badanego materiatu za wyjatkiem stopnia zréznicowania komorek
nowotworowych uwzgledniajagc dwie podgrupy, tj. nowotwory wysoko
i niskozroznicowane. Zastosowana w celu oceny poziomu biatka technika
immunohistochemiczna wykazata, Ze nizszy poziom ekspresji betaglikanu ma
miejsce na wczesnym etapie procesu nowotworowego i ulega pogtebieniu wraz ze
wzrostem ztosliwosci komoérek nowotworowych. Ponadto zaobserwowane w
przypadku preparatéw nowotworowych silne wybarwienie swiadczace o wysokiej
ekspresji betaglikanu w $rddbtonku naczyniowym, moze wskazywa¢ na
zaangazowanie betaglikanu w proces unaczynienia rozwijajgcego sie guza.
Powyzsze wyniki wskazujga na istotne znaczenie betaglikanu w odpowiedzi na
stymulacje czynnikami z nadrodziny TGF( zwtaszcza izoformami TGFB1, TGFB2,
TGFB3 oraz aktywinami i inhibinami, ktore z kolei petnig kluczowa role w rozwoju
i funkcjonowaniu macicy, a zwtaszcza proliferacji komoérek endometrium
(Ingmani Robertson, 2002; Li, 2014; Wijayarathna i de Kretser, 2016).
Jednoczesne obnizenie ekspresji betaglikanu oraz podjednostki a inhibiny moze
skutkowa¢ promowaniem sygnalizacji pochodzacej od aktywin, tym samym
przyczyniajac sie do rozwoju i progresji raka, cho¢ zasadniczy udzial aktywin
w kontek$cie choroby nowotworowej wydaje sie $ciSle zaleze¢ od stanu

fizjologicznego oraz typu tkanki (Loomans i Andl, 2014).
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Kluczowych informacji dotyczacych roli betaglikanu podczas rozwoju
i progresji nowotwordw dostarczyty badania prowadzone z zastosowaniem linii
ludzkich komoérek nowotworowych, a takze 2z wykorzystaniem modeli
zwierzecych. W badaniach tych stosujagc réznorodne podejscia metodyczne
wykazano, Ze przywrdcenie ekspresji betaglikanu skutkowato zmniejszeniem
ruchliwo$ci  oraz  ograniczeniem  inwazyjnego  potencjatu = komorek
nowotworowych. W przypadku komérek KGN, COV434 oraz Ovca429
wywodzacych sie z nowotworowéw jajnika, jak réwniez w przypadku komoérek
raka prostaty DU145 oraz raka piersi MDA-MB231 transfekcja wektorami
niosgcymi sekwencje kodujaca betaglikan skutkowata zwiekszeniem adhezji
komorek do komponentéw ECM, tj. fibronektyny, kolagenu typu IV oraz
witronektyny, zahamowaniem migracji komodrek ocenianym w matrizelu,
tj. mieszaninie biatek ECM (ang. matrigel) lub w tescie ,gojenia sie rany”
(ang. wound healing) (Bilandzic i wsp., 2009; Dongiwsp., 2007; Hempel i wsp.,,
2007t Turley i wsp., 2007). Podobne wyniki uzyskano w przypadku komérek A549
i A460 niedrobnokomdrkowego raka pluc oraz PANC-1 raka trzustki.
Przywrocenie ekspresji betaglikanu zmniejszato ruchliwo$¢ tych komorek
nowotworowych, co jak zwtaszcza sugeruja badania przeprowadzone na linii
PANC-1 ma bezposredni zwigzek zzaangazowaniem szlaku TGFB w proces
przemiany nablonkowo-mezenchymalnej (EMT, ang. epithelial-mesenchymal
transition) (Finger i wsp., 2008; Gordon i wsp., 2008). Z kolei badania prowadzone
na liniach komérkowych UMRC6 i UMRC3 wywodzacych sie odpowiednio
zkomdrek nieprzerzutujgcego oraz przerzutujgcego raka nerki wykazaty,
ze betaglikan jest niezbednym komponentem sygnalizacji indukowanej czynnikami
TGFp, regulujacym proliferacje komdrek nowotworowych. Przywrocenie ekspresji
betaglikanu w komérkach UMRC3 ograniczatlo zdolno$¢ tych komoérek
do formowania kolonii (Copland i wsp., 2003). Dodatkowym potwierdzeniem
udzialu betaglikanu w supresji nowotworowej sg wyniki eksperymentow
wykorzystujacych modele zwierzece. Komoérki nowotworéw ptuc, prostaty oraz
piersi, pierwotnie niewykazujgce ekspresji betaglikanu, po iniekcji do organizmu
modelowego (ang. xenograft assay) wykazywaty wiekszy potencjat metastatyczny,
niz komorki transfekowane wektorami ekspresyjnymi dla betaglikanu. Podobny

efekt obserwowano réwniez w przypadku komdrek z wyciszong interferencyjnym
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RNA ekspresja betaglikanu (Criswell i wsp., 2008; Criswell i Arteaga, 2007; Dong
i wsp., 2007; Finger i wsp., 2008; Turley i wsp., 2007).

W celu okres$lenia molekularnego podtoza obnizenia ekspresji betaglikanu
w raku endometrium dalsze badania objety analize metylacji cytozyny w regionie
promotorowym genu TGFBR3. Metylacja cytozyny jest jedng z wielu modyfikacji
epigenetycznych, odpowiedzialnych za wyciszenia ekspresji genéw, a jej nasilong
czesto$¢ wystepowania obserwuje sie w przypadku roznych typéw nowotworow.
Na podstawie danych literaturowych oraz analizy bioinformatycznej
przeprowadzono ocene metylacji wyspy CpG zlokalizowanej w pozycji -278/+957
genu kodujacego betaglikan. Wytypowana do badania wyspa CpG znajduje sie
w promotorze proksymalnym genu TGFBR3, ktérego aktywno$¢ obserwuje sie
w wiekszosci typow komodrek, w przeciwienstwie do promotora dystalnego genu
TGFBR3, ktéry pozostaje nieaktywny na skutek metylacji jego sekwencji.
Wykazano zrdéznicowanie osobnicze metylacji pomiedzy pacjentkami
ze zdiagnozowanym rakiem endometrium. Sposrod przebadanych par preparatow
prawidtowych i nowotworowych pochodzacych od tych samych pacjentek, 65%
(30/46) przypadkéw nowotworowych cechowat istotny statystycznie (p<0,001)
wzrost poziomu metylacji regionu promotorowego genu TGFBR3 kodujacego
betaglikan, podczas gdy w pozostaltych 35% (16/46) pzypadkow stwierdzono
istotne statystycznie (p<0,001) obnizenie wartoSci indeksu metylacji
w porownaniu do materialu prawidtowego. Natomiast podobna analiza profilu
metylacji przeprowadzona dla nowotworéw pecherza moczowego oraz nerki
wykazata brak istotnych statystycznie réznic w poziomach metylacji regionu
promotorowego genu TGFBR3 w preparatach nowotworowych w odniesieniu do
materiatu prawidtowego. Ponadto, jak dowiedziono w tych dwdch typach
nowotwordw obnizenie poziomu ekspresji betaglikanu byto nastepstwem
metylacji regionu promotorowego genu GATA3 (Cooper i wsp., 2010; Liu i wsp.,

2013b).

Gen GATAS3 liczacy sze$¢ eksondow zlokalizowany jest na krotkim ramieniu
chromosomu 10p15 (http://www.ensembl.org, ENSG00000107485). Koduje
on biatko o aktywno$ci czynnika transkrypcyjnego nalezace do rodziny GATA

(ang. GATA binding protein) i pierwotnie zostato zidentyfikowane jako czynnik
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transkrypcyjny specyficzny dla limfocytow T (Zheng i Blobel, 2010). W swej
strukturze posiada dwa motywy palcow cynkowych typu Cs4 odpowiedzialne
za rozpoznawanie sekwencji nukleotydowej 5’ (A/T) GATA (A/G) 3’. Podobnie jak
wszystkie szeS¢ czynnikow transkrypcyjnych nalezacych do rodziny GATA, czynnik
transkrypcyjny GATA3 reguluje ekspresje wielu gendéw zaangazowanych
m.in. w odréznicowywanie, proliferacje oraz migracje komoérek (Asch-Kendrick
i Cimino-Mathews, 2016; Du i wsp., 2015). Poza wspomnianym udziatem jako
czynnik determinujacy roéznicowanie komorek uktadu odpornosciowego,
a w szczegblnosci limfocytow Th2, czynnik GATA3 odgrywa zasadnicza role
w rozwoju struktur pochodzenia nabtonkowego w obrebie gruczotu piersiowego,
skdry, ucha wewnetrznego, osrodkowego ukitadu nerwowego, nerek, prostaty
i ptuc (Chou i wsp., 2010; Tindemans i wsp., 2014; Wan, 2014). Haploinsuficjencja,
tj. mutacja jednego z alleli nieprowadzgca do catkowitej eliminacji funkcji biatka,
ale do pewnych efektow jego niedoboru, skutkujgc niewystarczajagcym poziomem
ekspresji allelu nieuszkodzonego genu GATA3 zwigzana jest z rozwojem zespotu
okreslanego w literaturze od pierwszych liter objawéw jemu towarzyszacych
skrétem HDR (ang. hypoparathyroidism, sensoneurial deafness and renal disease),
tj. niedoczynnoSci przytarczyc, czuciowo-nerwowej utraty stuchu oraz dysfunkcji
nerek (Asch-Kendrick i Cimino-Mathews, 2016). W przypadku prawidtowego
endometrium, jak wykazaty badania Inmana i wsp. (2008) ekspresja czynnika
transkrypcyjnego GATA3 oceniana na poziomie molekularnym podlega cyklicznym
wahaniom zwigzanym z fazg cyklu menstruacyjnego, a najwyzszy poziom jego

ekspresji obserwuje sie w péznej fazie wydzielnicze;j.

W kontekScie choréb nowotworowych znaczenie czynnika GATA3
szczegblnie uwidacznia sie w procesie transformacji nowotworowej gruczotu
piersiowego, ktéry podobnie jak rak endometrium wywodzi sie z tkanki
hormonozaleznej. Jak zaobserwowano w badaniach in vivo czynnik transkrypcyjny
GATA3 modulujac ekspresje genow docelowych ogranicza przej$cie nabtonkowo-
mezenchymalne, hamuje réznicowanie komorek nabtonka luminalnego, a takze
zmniejsza potencjal metastatyczny komoérek nowotworowych. Natomiast jak
wykazano ex vivo obnizony poziom ekspresji czynnika GATA3 silnie korelowat
ze stadium  zaawansowania choroby nowotworowej, niskim stopniem
zréznicowania komdrek nowotworowych, obecnoscig przerzutéw do weztéw
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chtonnych oraz negatywnym statusem receptoréw ERs (ang. estrogen receptors)
i PR (ang. progesterone receptor), tj. z parametrami jednoznacznie zwigzanymi

z gorszym rokowaniem (Du i wsp., 2015, Takaku i wsp., 2015).

Jak wspomniano aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego GATA3 odpowiada
za regulacje ekspresji gendéw silnie zwigzanych z hamowaniem réznicowania
komorek ograniczajac tym samym ich inwazyjno$¢ oraz zdolno$¢ do migracji.
Wsréd modulowanych genéw docelowych czynnika GATA3 znajduje sie gen
TGFBR3 kodujacy betaglikan, co wykazata praca Coopera i wsp. (2010). Sekwencja
nukleotydowa rozpoznawana przez czynnik GATA3 zlokalizowana jest

w regionie -559/-534 promotora proksymalnego genu TGFBR3.

Nastepnym wiec krokiem podjetym zgodnie z celem niniejszej pracy byta
ocena poziomu ekspresji genu GATA3 w raku endometrium w odniesieniu
do materiatu prawidlowego. Analiza ta wykazata wystepowanie zrdéznicowania
osobniczego pomiedzy pacjentkami ze zdiagnozowang chorobg nowotworowa.
Sposrod przebadanych przypadkow, w 61% (22/36) z nich zaobserwowano
istotne statystycznie (p<0,01) obnizenie poziomu transkryptu genu GATAS3,
podczas gdy pozostale 39% (14/36) cechowal istotny statystycznie (p<0,05)
wzrost jego poziomu. Szczeg6étowa ocena wystepowania zwigzku pomiedzy
ekspresja genu GATA3 a parametrami kliniczo-patologicznymi badanego materiatu
wykazala, ze w przypadku preparatow z obnizonym poziomem genu GATA3
obserwowany spadek wydaje sie mie¢ zwigzek z bardziej zaawansowanymi
stadiami procesu nowotworowego, tj. stopniem zrdznicowania komorek
nowotworowych G2 i G3, oraz naciekaniem mie$niéwki trzonu macicy powyzej
potowy jej grubosci. Jednoczes$nie zanotowany spadek ekspresji dotyczyt gtéwnie
pacjentek ponizej 60 roku zycia w chwili diagnozy. Natomiast w grupie
preparatdow wykazujgcych wzrost ekspresji mRNA genu GATA3 istotne
statystycznie réznice zanotowano dla nowotworéw w stadium zaawansowania
FIGO II, stopnia ztosliwosci histologicznej komoérek nowotworowych G1 i G2 oraz
braku zajecia powierzchni naczyniowych przez rozwijajacy sie guz. Powyzsze
zmiany nie miaty zwigzku z wiekiem pacjentek w chwili diagnozy. Wyniki te moga
wskazywac, ze zachowanie czy wzrost ekspresji czynnika transkrypcyjnego GATA3

sprzyja mniej zaawansowanym stadiom raka endometrium, tym samym dajac
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lepsze rokowania dla pacjentek. Prezentowane wyniki dotyczgce ekspresji mRNA
genu GATA3 poszerzajg wyniki zaprezentowane w dwdch pracach Clark i wsp.
(2014) oraz Engelsen i wsp. (2008), w ktérych oceniano immunohistochemicznie
ekspresje biatka GATA3. W obu pracach pozytywne wybarwienie preparatow
wskazujgce na ekspresje czynnika GATA3 stwierdzono odpowiednio w 8% (3/39)
oraz 19% (40/209) przypadkéw raka endometrioidalnego. Przy czym tylko
w pracy Engelsen i wsp. (2008) przeprowadzona analiza uwzgledniata korelacje
z parametrami  kliniczno-patologicznymi analizowanego materiatu, w tym
m.in. statusem receptorow dla ERs i PR oraz przezywalnoS$cia, a preparaty
referencyjne stanowity zmiany tagodne endometrium. Na podstawie
przeprowadzonych badan wykazano, ze ekspresja GATA3 przy jednoczesnym
negatywnym statusie receptora Era, wigze sie wyzszym stadium zaawansowania
nowotworu ocenianym w skali FIGO, wieksza ztosliwoscia komorek
nowotworowych, nasilong proliferacja potwierdzong ekspresja markera Ki-67,
zajeciem powierzchni naczyniowych, wysokim indeksem mitotycznym,
nieprawidtowg ekspresjg biatek p53 i pl6, jak rowniez skroceniem wieku

przezywalnosci pacjentek (Engelsen i wsp., 2008).

W celu ustalenia molekularnego mechanizmu zaburzenia ekspres;ji
betaglikanu w raku endometrium oceniono réwniez potencjalne znaczenie
metylacji w regionie promotorowym genu GATA3. Analiza metylacji wykazata
wystepowanie, podobnie jak w przypadku genu TGFBR3, zr6znicowania
osobniczego pomiedzy pacjentkami z rakiem endometrium. W 67% (32/48) par
preparatéw raka endometrium, w ktérych zaobserwowano obnizenie transkryptu
genu GATA3, stwierdzono istotny statystycznie (p<0,001) wzrost poziomu
metylacji w regionie promotorowym, podczas gdy pozostalte 33% (16/48)
przypadkow, charakteryzujgce sie wzrostem transkryptu genu GATA3, cechowato
obniZenie (p<0,001) obnizZenie poziomu metylacji w regionie promotorowym.
O ile uzyskane wyniki pozostaja w zgodzie z danymi dotyczacymi nowotworow
nerki oraz pecherza moczowego opublikowanymi przez Coopera i wsp. (2010)
oraz Liu i wsp. (2013b), i wskazujgcymi, ze metylacja regionu promotorowego
genu GATA3 stanowi mechanizm regulujacy ekspresje betaglikanu, o tyle, jak
wykazano w prezentowanej pracy, zmienny poziom metylacji genu GATA3 w raku
endometrium ma charakter osobniczy.
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W celu potwierdzenia regulacji na poziomie transkrypcyjnym ekspresji
betaglikanu przez czynnik GATA3 oraz okreslenia wptywu metylacji w regionach
promotorowych genéw TGFBR3 i GATA3 na poziom ich ekspresji przeprowadzono
analize korelacji pomiedzy poziomami ich ekspresji, a profilami metylacyjnymi
w raku endometrium w poréwnaniu do materiatu prawidtowego. Jak dowiedziono
zaréwno ekspresja betaglikanu, jak i czynnika transkrypcyjnego GATA3 podlega
epigenetycznej regulacji, jednakze tylko w przypadku materiatu prawidtowego.
Brak powyzszej korelacji w raku endometrium sugeruje zaangazowanie
dodatkowych mechanizméw mogacych zaburza¢ ekspresje badanych gendw.
Natomiast w obu rodzajach materiatu, tj. prawidtowym oraz nowotworowym
potwierdzono istnienie zaleznos$ci pomiedzy ekspresjg betaglikanu a poziomem
czynnika transkrypcyjnego GATA3, co wskazuje na transkrypcyjng regulacje
ekspresji genu TGFBR3 przez tenze czynnik. Jednakze jak zaobserwowano
w preparatach nowotworowych endometrium sita korelacji okazata sie by¢
mniejsza, wskazujac na udziat innych zaburzen molekularnych skutkujacych

obnizong ekspresjg genu kodujacego betaglikan.

Poszukujgc mechanizméw molekularnych zaburzenia ekspresji betaglikanu
w raku endometrium podjeto prébe ustalenia znaczenia utraty
heterozygotycznosci w locus genu TGFBR3 dla obserwowanego spadku poziomu
betaglikanu w tym typie nowotworu. Utrata heterozygotycznosci jest czestym
zaburzeniem molekularnym identyfikowanym w réznych patologiach cztowieka,
w tym w chorobach nowotworowych. Definiuje sie jg jako utrate funkcji jednego
zalleli genu, co w przypadku gendéw supresorowych moze razem z innymi
zaburzeniami molekularnymi prowadzi¢ do transformacji nowotworowej. Ocene
LOH dokonuje sie za pomocg charakterystycznych dla danego locus genowego
markerow mikrosatelitarnych, na podstawie dtugosci produktéw ich amplifikacji.
Potwierdzeniem wystepowania LOH jest catkowity zanik jednego z pary alleli
badanego genu, co wystepuje niezwykle rzadko badZ co najmniej 50% skrocenie
jego dtugosSci w materiale nowotworowym w poréwnaniu do materiatu
prawidtowego (Stembalska-Kozlowska i wsp., 2003). Do oceny LOH w locus genu
TGFBR3 wykorzystano trzy markery mikrosatelitarne, tj. D1S188, D1S435 oraz
D1S1588, zlokalizowane na chromosomie 1p, ktory jak zaobserwowat Ragnarsson
i wsp. (1999), w roznych typach nowotwordw jest szczegélnie podatny
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na wystepowanie niestabilno$ci allelicznej. Przeprowadzona analiza raka
endometrium wykazata wystepowanie utraty heterozygotycznosci w 54%
(15/28), 36% (15/28) oraz 35% (7/20) przypadkéw informatywnych dla
analizowanych markeréw, tj. D1S188, D1S435 oraz D1S1588. Utrate
heterozygotycznoSci w przynajmniej jednym markerze mikrosatelitarnym
stwierdzono w 52% (25/48) przebadanych przypadkéw, co stanowito 64%
(25/39) przypadkéw informatywnych raka endometrium sugerujac, ze utrata
heterozygotycznosci jest istotnym mechanizmem molekularnym warunkujacym
obnizong ekspresje betaglikanu wtym typie nowotworu. PowyZsza ocena
wykazala réwniez wystepowanie niestabilno$ci mikrosatelitarnej, jednakze
odsetek preparatow, ktorych dotyczyt ten rodzaj zaburzenia molekularnego okazat
sie znikomy. Uzyskane wyniki dotyczace czestoSci wystepowania utraty
heterozygotycznosci w raku endometrium w konteks$cie parametréw Kkliniczno-
patologicznych badanego materiatu sugeruja, ze mechanizm ten manifestuje sie
na wczesnym etapie procesu nowotworzenia endometrium i nie predysponuje
do zwiekszonej ztoSliwoSci rozwijajacego sie guza. Podobny mechanizm
odpowiedzialny za obnizenie ekspresji betaglikanu zaobserwowano réwniez
winnych typach nowotworéw, wtym wywodzacych sie z tkanek
hormonozaleznych, tj. raku piersi oraz prostaty, a takze niedrobnokomérkowym
raku ptuc (NSCLC, ang. non-small cell lung carcinoma). W przypadku raka piersi
utrata heterozygotyczno$ci oceniana za pomoca markeréw mikrosatelitarnych
D1S1588 oraz D1S188 dotyczyta potowy analizowanych preparatow (13/26),
podczas gdy w raku prostaty oraz NSCLC wystepowata w 37,5% (3/8) oraz 38,5%
(5/13) analizowanych prébek odpowiednio w markerach D1S1588, D1S2804,
D1S435 oraz D1S1588, D1S188, D1S2804 (Dong i wsp., 2007; Finger i wsp., 2008;
Turley i wsp., 2007). Zblizony odsetek wystepowania utraty heterozygotycznosci
w locus genu TGFBR3 w nowotworach wywodzacych sie z tkanek podlegajacych
regulacji estrogenowej u kobiet, tj. raku piersi oraz endometrium sugeruje
podobne znaczenie betaglikanu dla mechanizmu nowotworzenia obu typow

nowotworéow.

W dalszym etapie badan przeprowadzono analize polimorfizméw
jednonukleotydowych (SNP, ang. single nucleotide polymorphism) w genie
kodujacym betaglikan. Badaniami objetych zostato osiem miejsc polimorficznych
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zlokalizowanych w regionie regulatorowym (rs883873, rs2770186, rs12141128)
oraz kodujgcym (rs12566180, rs6680463, rs1805110, rs1805113, rs2296621) genu
TGFBR3. Sposrod ocenianych SNP wykazano, Ze najsilniejszy wplyw na zwiekszone
ryzyko wystepowania raka endometrium majg warianty polimorficzne rs12566180
(c-114+2392C>T), rs6680463 (c.-114+7008C>G) oraz rs2296621 (c.2285-99G>T)
zlokalizowane w intronach genu kodujgcego betaglikan. Stwierdzono,
ze polimorfizmy rs12566180 (c.-114+2392C>T) oraz rs6680463 (c.-114+7008C>G)
wystepowaly czesciej jako warianty heterozygotyczne w grupie badanej niz
w grupie kontrolnej, odpowiednio w 56,1% vs. 44,0% (p=0,028) oraz 57,7%
vs. 45,2% (p=0,023), w obu przypadkach zwiekszajac ryzyko wystgpienia raka
endometrium o ok. 1,6-razy. Natomiast czeSciej wystepujacy w grupie badanej
(4,1%) wzgledem grupy kontrolnej (0,8%; p=0,05) wariant homozygotyczny TT
polimorfizmu rs2296621 (c.2285-99G>T) wigze sie ze zwiekszonym az o ponad
5-razy ryzykiem zachorowania na raka endometrium. Analiza zwigzkéw pomiedzy
czestoscia wystepowania powyzszych SNP w genie TGFBR3 a parametrami
kliniczno-patologicznymi  badanego materialtu nowotworowego wskazata,
ze wariant homozygotyczny GG polimorfizmu rs6680463 oraz wariant GT, jak i sam
allel T polimorfizmu rs2296621 determinuja zwiekszong ztosliwos¢ komorek
nowotworowych, czeSciej wystepujac w grupie nowotworéw o stopniu
zréznicowania G3 niz G1/2. Odpowiednio w przypadku nowotworéw o wyzszym
stopniu ztoSliwosci istotna statystycznie czestoS¢ wystepowania wariantow
polimorficznych poréwnujac do nowotworéw o nizszym stopniu odréznicowania
komorek, identyfikowana byta dla homozygot GG SNP rs6680463 w 46,2%
vs. 20,9% (p=0,050), podczas gdy dla SNP rs2296621 heterozygoty GT
obserwowano w 53,8% vs. 26,4% (p=0,048) a wystepowanie pojedynczego allelu T
w 34,6% vs. 16,8% (p=0,039). Z kolei analiza rozktadu czestosci genotypéw oraz
alleli miejsc polimorficznych zwiekszajacych prawdopodobienstwo zachorowania
na raka endometrium, tj.rs12566180 (c.-114+2392C>T), rs6680463
(c.-114+7008C>G) oraz rs2296621 (c.2285-99G>T) wykazata czestsze
wystepowanie kombinacji genotypéw CT/GC/GG (43,9% vs. 30,6%; p=0,012) oraz
kombinacji haplotypéw CCG (26,9% vs. 9,8%; p<0,001), CCT (6,2% vs. 1,6%;
p<0,001), TGG (29,2% vs. 10,3%; p<0,001) oraz TGT (8,8% vs. 1,7%; p<0,001)

u pacjentek ze zdiagnozowang chorobg nowotworowa w odniesieniu do grupy
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kontrolnej.  Ponadto  spo$réd  przebadanych  o$miu  polimorfizmow
jednonukleotydowych genu kodujacego betaglikan, dwa z nich, tj. rs1805110 oraz
rs2296621 wykazywaly odmienny rozkiad czesto$ci alleli w grupie kontrolnej
w porownaniu z danymi dotyczacymi populacji europejskiej (CEU) zawartymi
w bazie danych HapMap. Niestety powyZszej analizy nie udato sie przeprowadzi¢
w przypadku miejsc polimorficznych rs12141128 i rs6680463 w zwigzku z brakiem
stosownych informacji w tejze bazie. Na podstawie przeprowadzonej analizy oceny
ryzyka zachorowania na raka endometrium w zwigzku z wystepowaniem
polimorfizméw jednonukleotydowych wykazane istotne statystycznie roznice
dotyczyty wytacznie SNP zlokalizowanych w sekwencjach intronowych genu
TGFBR3, co moze sugerowac ich potencjalny wptyw na stabilno$¢, badZz proces

sktadania pierwotnego transkryptu.

Jak wykazano polimorfizmy jednonukleotydowe w genie TGFBR3,
tj.rs12566180 (c.-114+2392C>T), rs6680463 (c.-114+7008C>G) oraz rs2296621
(c.2285-99G>T) moga wptywac¢ na zwiekszone ryzyko zachorowania na raka
endometrium jednocze$nie determinujgc wyzsza ztoSliwos¢ komorek
nowotworowych. Zgodnie z aktualng wiedza brak jest danych literaturowych
wskazujgcych na zaangazowanie polimorfizmu genu kodujacego betaglikan
wrozw0j i progresje nowotworow endometrium. Jedyne dostepne informacje
odnosinie do nowotworzenia dotyczg wptywu polimorfizméw w genie TGFBR3
na obnizong ekspresje betaglikanu w pierwotnym i zwigzanym z chronicznym
zapaleniem wywotanym wirusem HBV (ang. hepatitis B virus) raku watroby oraz
raku jajnika (Bae i wsp., 2009, Charbonneau i wsp., 2014, Kim i wsp., 2011, Xin
iwsp, 2012). Wpracy Baego i wsp. (2009) analizowano sze$¢ miejsc
polimorficznych zlokalizowanych w pieciu eksonach genu TGFBR3 odpowiednio
w 67 preparatach raka watrobowokomdrkowego pochodzacych z populacji
koreanskiej oraz 10 liniach komérkowych wywodzacych sie z nowotworéw
watroby. Wsréd ocenianych SNP znalazty sie rs1805110 (p.Ser15Phe), rs2810904
(p-Ala72=), rs2306888 (p.Ser173=), rs1805113 (p.Phe675=), rs284878 (p.Thr749=)
oraz  zidentyfikowany @ po raz  pierwszy  polimorfizm  p.Thr711=.
Jak zaobserwowano jedynie SNP rs1805110 wystepowat w 98,5% (66/67)
przypadkéw nowotworowych w wariancie polimorficznym, jednakze uzyskanych

wynikow nie poréwnywano z materiatem kontrolnym (Bae i wsp., 2009).
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Do podobnych wnioskéw doszta grupa badawcza Xina i wsp. (2012), ktéra
poszukiwata korelacji pomiedzy wystepowaniem polimorfizméw w genach
komponentéw sygnalizacji komorkowej indukowanej czynnikami TGFf
a zapadalnoscig na nowotwory watroby u os6b wywodzacych sie z chinskiej grupy
etnicznej Han. Zgodnie zuzyskanymi wynikami sposréd 16 polimorfizmow
zlokalizowanych w regionach funkcjonalnych genéw kodujacych izoforme TGFf1,
receptory TGFBR1 oraz TGFBR2, a takze betaglikan, tylko polimorfizm rs1805110
w genie betaglikanu wykazywat istotnie zmienng czesto$¢ wystepowania u 0séb,
u ktorych stwierdzono raka watrobowokomorkowego, bedacego nastepstwem
wirusowego zapalenia watroby typu B (OR - 1,21; 95%CI 1,01 - 1,46; p=0,034)
Zmieniony rozktad wystepowania allelu T miejsca polimorficznego rs1805110
samodzielnie badZ w kombinacji haplotypéw z polimorfizmami rs2810904,
rs1805112, rs284878 oraz rs1804506 manifestowat sie wytgcznie w przypadku
mezczyzn. Obserwowane wartos$ci analizy statystycznej dla pojedynczego allelu T
wynosity odpowiednio: OR- 1,33; 95% CI 1,09 - 1,63; p=0,005, podczas gdy
dla kombinacji haplotypéw TCGCA: OR - 1,34; 95%CI 1,02 - 1,76; p=0,036 (Xin
i wsp., 2012).

Dalsze prace badawcze majgce na celu okreslenie udziatu polimorfizméow
genu betaglikanu w zachorowalnos$ci na raka watroby indukowanego zakazeniem
wirusem HBV wykazaty, Zze dwa polimorfizmy, rs1805113 (p.Phe675=) oraz
rs1805117 (c.*457A>G) w sposob istotny statystycznie (odpowiednio OR - 0,70;
95%CI 0,54 - 0,92; p=0,009 oraz OR - 0,70; 95%CI 0,54 - 0,91; p=0,008) wptywaja
na spontaniczny Kklirens wirusa HBV w poréwnaniu do grupy Kkontrolne;j,
jednocze$nie nie zwiekszajac per se ryzyka zachorowania na raka
watrobowokomdrowego. Dopiero analiza haplotypéw wskazata na istnienie
zwigzku pomiedzy wystepowaniem okreslonej kombinacji wariantow allelicznych

a wiekiem zachorowania na ten typ nowotworu (Kim i wsp., 2011).

Z kolei badania genetyczne dotyczace udziatu wariantéw polimorficznych
genow regulujacych funkcje limfocytow Treg prowadzone w grupie kobiet
ze zdiagnozowanym rakiem jajnika wykazaly umiarkowany zwigzek pomiedzy
wystepowaniem dwoch intronowych polimorfizmoéow rs12129174
(c.384+1320G>A) (HR - 1,61; 95%CI 1,18 - 2,19; p=0,0038) oraz rs4658265
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(c.247-16378G>A) (HR - 1,56; 95%CI 1,20 - 2,05; p=0,0012) w genie TGFBR3
a przezywalnoScia. Zaobserwowana korelacja dotyczyta jedynie pacjentek,

u ktorych stwierdzono wystepowanie raka jajnika typu sluzowego (Charbonneau

iwsp., 2014).

Udziat polimorfizméw zwigzanych z genem kodujacym betaglikan
stwierdza sie takze w przypadku choréb o podtozu nienowotworowym,
w tym m.in. przewlektej obturacyjnej chorobie ptuc, anemii sierpowatej, jaskrze,
wadach rozwojowych jader oraz zespole przedwczesnego wygaszania funkcji
jajnikow (POF, ang. premature ovarian failure) (Chand i wsp. 2007, Dalgaard
iwsp., 2012, Elliott i wsp., 2007, Flanagan i wsp., 2011, Hersh i wsp., 2009, Li
iwsp., 2015). Sugeruje sie takze ich wplyw na parametry plamki Zéttej oraz
gesto$¢ mineralng koSci (Duncan i wsp, 2011, Khor i wsp., 2011,
Xiongiwsp., 2009). Przy czym obserwowane zaburzenia maja zalezny

od pochodzenia etnicznego charakter.

Nieprawidtowa ekspresja betaglikanu obserwowana nie tylko w raku
endometrium, ale réwniez w innych typach nowotworéw moze skutkowaé
zaburzeniem inicjacji sygnalizacji kanonicznej pochodzacej od izoform czynnikow
TGFB1/2/3, przy jednoczesnym przeniesieniu jej ciezaru na szlaki niezalezne
od biatek Smad, co w efekcie prowadzi do zniesienia odpowiedzi cytostatycznej,
zahamowania apoptozy oraz nasilonej proliferacji komorek. Uposledzenie
mechanizméw odpowiedzialnych za kontrole proliferacji i apoptozy komorek
sprzyja tym samym rozwojowi i progresji nowotworowej. Dalsza utrata funkcji
kaskady TGF[ towarzyszaca procesowi karcynogenezy sprzyja formowaniu sie
sieci naczyn krwiono$nych zaopatrujacych komdérki nowotworowe w substancje
odzywcze 1 tlen. Jednocze$nie dzieki aktywno$ci parakrynnej komdrki
nowotworowe za posrednictwem sygnalizacji indukowanej transformujgcymi
czynnikami  wzrostu typu [ stymuluja mikrosrodowisko nowotworu
do wytwarzania tolerancji immunologicznej komdérek uktadu odpornosciowego
cztowieka na antygeny nowotworowe rozwijajacego sie guza. Kluczowym
czynnikiem  warunkujacym  wysoka S$miertelno§¢ z powodu choréb
nowotworowych jest zdolno$¢ komorek nowotworowych do metastazy,

tj. formowania nowych, czestokro¢ odlegtych ognisk chorobowych. Jednakze
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w tym celu niezbednych jest wiele proceséw nazywanych kaskada metastatyczng,
na ktorg sktadajg sie kolejno nabycie przez komoérki nowotworowe zdolnosci
do migracji, pokonanie przez nie bariery btony podstawnej, intrawazacja
do Swiatta naczyn krwionos$nych i/lub chtonnych, ekstrawazacja ze Swiatta tychze
naczyn oraz implantacja komdrek nowotworowych i tworzenie ognisk wtdérnych,

tj. przerzutow.

U podstaw przerzutowania lezy biologiczny proces przemiany nabtonkowo-
mezenchymalnej (EMT), polegajacy na reorganizacji struktury tkanki
nabtonkowej, w trakcie ktorej nieruchome i spolaryzowane komorki nabtonka
ulegaja przeksztatceniu w komorki o fenotypie mezenchymalnym. Procesowi temu
towarzyszy apolarno$¢, utrata adhezji komoérkowej oraz wzrost zdolnosci
do migracji i inwazji. W komorkach epitelialnych cztowieka proces przejscia
nabtonkowo-mezenchymalnego ma charakter fizjologiczny, odgrywajac zasadnicza
role w trakcie roznicowania sie listkbw zarodkowych podczas embriogenezy,
organogenezy i morfogenezy tkanek, ale takze peini kluczowa funkcje
w utrzymaniu homeostazy tkanek w pdZniejszych etapach zycia. O ile jego
aktywacja jest niezbedna podczas gojenia sie ran czy procesdéw zapalnych,
w przypadku ktérych po zadziataniu czynnika inicjujagcego i spetnieniu swojej
funkcji dochodzi do naturalnego zahamowania procesu EMT, o tyle w stanach
patologicznych, tj. witdéknieniu czy transformacji nowotworowej na skutek
nagromadzenia sie zmian molekularnych, EMT odpowiada za powolng deregulacje
i dysfunkcje tkanki, w ktorej nastgpita jego aktywacja. W trakcie progres;ji
nowotworowej, jak wykazaty liczne badania, przemiana nabtonkowo-
mezenchymalna odpowiada réwniez za powstawanie lekoopornosci, czego
rezultatem jest przerzutowanie oraz nasilenie sie choroby nowotworowe;j
po zastosowaniu standardowych schematow leczenia (Hanahan i Weinberg, 2011;

Makker i Goel, 2016; Pieniazek i wsp., 2012; Weinberg, 2008).

Przemiana nabtonkowo-mezenchymalna jest ztoZonym procesem
wymagajacym  aktywacji rdéznorodnych szlakéw sygnalizacyjnych oraz
wspoétoddziatywania szeregu biatek i czynnikéw transkrypcyjnych, w efekcie
prowadzacych do zmiany profilu markeréw komorek nabtonkowych. Po aktywacji

przej$cia nabtonkowo-mezenchymalnego w raku endometrium, podobnie jak
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w innych typach nowotworéw, dochodzi do obnizenia ekspresji biatka adhez;ji
komorkowej E-kadheryny, ktére odpowiada za tworzenie potaczen komorka-
komoérka. Jak wykazano w przypadku raka endometrium wyzszy poziom ekspresji
E-kadheryny z jednoczesng ekspresja o oraz [-katenin koreluje z nizszym
stopniem ztosliwosci histologicznej komdrek nowotworowych G1/2 i wigze sie
z lepsza prognoza i przezywalnoscig pacjentek (Abal i wsp., 2007; Scholten i wsp.,
2006). Ponadto w przypadku nowotworow cechujacych sie wieksza ztosliwoscia
komoérek oraz stopniem zaawansowania choroby nowotworowej, w tym
naciekaniem mie$niowki trzonu macicy, stwierdzono zmiane profilu ekspres;ji
kadheryn, zpierwotnego charakterystycznego dla komérek nabtonkowych,
w ktorym dominuje E-kadheryna na profil mezenchymalny o nasilonej ekspres;ji
N-kadheryny oraz wimentyny (Sakuragi i wsp. 1994; Yang i wsp. 2014).
Za obserwowang w raku endometrium zamiane profilu ekspresji kadheryn
w znacznej mierze odpowiada czynnik transkrypcyjny Snail petnigcy funkcje
negatywnego regulatora ekspresji E-kadheryny (Blechschmidt i wsp., 2007).
Zgodnie z badaniami Montserrat i wsp. (2011) do nadekspresji czynnika Snaill
dochodzi juz na wczesnych etapach nowotworzenia endometrium, co dodatkowo
potegowane jest w poézniejszych stadiach zwiekszong ekspresja pozostatych
respresordow transkrypcji E-kadheryny, tj. biatek Twist, ZEB-1, HMGAZ2 oraz Snail2
(Slug) (Montserrat i wsp., 2012; Tanaka i wsp., 2013). Zmiana ekspresji czynnikéw
transkrypcyjnych podczas przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej nie bytaby
mozliwa bez aktywacji réznorodnych szlakéw sygnalizacji komoérkowej, a takze
wystepujacego pomiedzy nimi ,cross-talku”. Do gtéwnych Sciezek sygnatowych
zaangazowanych w proces EMT w raku endometrium zalicza sie szlaki PI3K/Akt,
MAPK/Erk, Wnt/3-katenina, Hedgehog, JAK/STAT, TrkB, Notch oraz sygnalizacja
indukowana czynnikami NFxB (ang. nuclear factor kappa B), HIF (ang. hypoxia
inducible factor), Eph (ang. ephrin), jak rowniez kaskada TGF[3 (Makker i Goel,
2016).

W raku endometrium indukcja przej$cia nabtonkowo-mezenchymalnego
za poSrednictwem szlaku TGFp wigze sie z aktywnos$cig izoform czynnika TGFf.
Jak wykazaty badania prowadzone na liniach komérkowych HEC-1A oraz RL95-2,
stuzacych jako modele badawcze raka endometrium, stymulacja izoforma TGF@1

przyczyniata sie do nabycia przez komdrki nowotworowe fenotypu
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mezenchymalnego, ktory cechuje zwiekszona inwazyjno$¢ oraz zdolnos$¢
do przerzutowania, co potwierdzono wyraznym wzrostem poziomu ekspresji
jednego z markerow komorek mezenchymalych, tj. wimentyny. Jednakze
wykazany wzrost migracji komodrek miat miejsce wylacznie po uprzedniej
stymulacji naskérkowym czynnikiem wzrostu EGF (ang. epidermal growth factor),
tym samym wskazujac, ze ekspozycja komérek na izoforme TGFB1 jest warunkiem
sine qua non obserwowanego przejscia nablonkowo-mezenchymalnego.
Potwierdzeniem tego jest analiza bioinfomatyczna interakcji gen-gen
przeprowadzona na podstawie badan ex vivo, w ktoérych poréwnywano profile
ekspresji genéw nowotworowych endometrium, o niskim (FIGO I) oraz wysokim
(FIGO IB, 11, III, IV) ryzyku nawrotu choroby nowotworowej. Analiza ta wykazata,
ze posréd 77 genow, ktérych ekspresja roznita sie miedzy poréwnywanymi
grupami, centralne miejsce w sieci interakcji zajmowata izoforma TGFB1, pomimo
braku wyraznych réznic poziomu jej ekspresji w badanych grupach (Muinelo-
Romay i wsp., 2011). Podobny wptyw na aktywacje przejscia nabtonkowo-
mezenchymalnego w komoérkach raka endometrium wywiera rowniez stymulacja
izoformg TGFB3. Potwierdza to praca opublikowana przez Lei i wsp. (2009),
w ktorej zniesienie funkcji receptora TGFBR2, a nastepnie stymulacja izoforma
TGFB3 komérek linii Hec-1A prowadzita do zahamowania ich inwazyjnosci
i migracji, przy rownoczesnej indukcji apoptozy i zachowaniu cech komérek
epitelialnych. Obserwowane zahamowanie migracji wigzato sie z obnizeniem
poziomu fosforylacji bialek MAPK/Erk oraz Akt, co sugeruje zaangazowanie
niekanonicznej sygnalizacji TGFB w przejSciu nabtonkowo-mezenchymalnym.
Nalezy réwniez wspomnie¢, ze w wyniku stymulacji izoformami czynnika TGFf
komorek linii KLE oraz Hec-1A dochodzi takze do zwiekszonej ekspresji oraz
translokacji do jadra komérkowego biatka Par-4 (ang. prostate apoptosis response-
4), co ma miejsce na skutek fosforylacyjnej aktywacji biatka Smad2 oraz inhibitora
szlaku NFxB, tj. biatka IkB (ang. inhibitor of kappa B). Biatko Par-4, ktére
pierwotnie zostato opisane jako supresor transformacji nowotworowej oraz
czynnik proapoptotyczny, w komorkach raka endometrium wydaje sie by¢
zaangazowane w  aktywacje = przemiany  nabtonkowo-mezenchymalnej
przyczyniajac sie do zwiekszonej ekspresji czynnika transkrypcyjnego Snail oraz

wimentyny, zmiany wygladu morfologicznego komérek nabtonkowych i nasilenia
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ich migracji (Chaudhry i wsp., 2014). W obserwowanym wzro$cie poziomu
ekspresji biatka Par-4 szczegélng role wydaje sie odgrywac izoforma TGFf33, ktdéra
przyczynia sie do aktywacji ekspresji markeréw procesu EMT, tj. Snail, ZEB-1,
N-kadheryny oraz wimentyny, przy jednoczesnym zahamowaniu poziomu

E-kadheryny i klaudyny-1 (Chaudhry i wsp., 2014).

Indukowana izoformami TGFf przemiana nabtonkowo-mezenchymalna
wydaje sie by¢ ponadto wrazliwa na stymulacje progesteronem, co dowiedzione
zostalo przez zesp6t Bokhari i wsp. (2014) w eksperymentach na liniach
komorkowych Hec-1B, RL-95 oraz Ishikawa. Diugotrwata stymulacja komorek
progesteronem prowadzita do zahamowania ekspresji wszystkich trzech izoform
TGFB, tym samym hamujac indukowana izoforma TGFB1 nasilong Zzywotno$¢
iinwazyjnos¢ komorek nowotworowych. Powyzsze obserwacje zdaja sie
ttumaczy¢ jedng z przyczyn choréb rozrostowych endometrium, u podstaw
ktérych lezy niezrOwnowazona progestagenami ekspozycja btony $luzowej trzonu

macicy na estrogeny.

Podsumowujac uzyskane wyniki, stwierdzony spadek ekspresji betaglikanu
bedacego receptorem pomocniczym szlaku sygnalizacyjnego TGFB w raku
endometrium jest nastepstwem réznorodnych, zrdéznicowanych osobniczo
mechanizméw molekularnych, a jego biologiczny efekt moze by¢ zalezny od stanu
zaawansowania choroby nowotworowej. Mozna przypuszcza¢, ze jakiekolwiek
zaburzenia molekularne skutkujgce nieprawidtowym prezentowaniem czynnikéw
TGFp ich receptorom moga nie tylko prowadzi¢ do zniesienia badZ deregulacji
sygnalizacji za poSrednictwem szlaku TGFf, ale réwniez przyczynia¢ sie do
zaburzenia rownowagi pomiedzy dwiema drogami sygnalizacji TGFj,

tj. kanoniczng i niekanoniczna.

131



7. Podsumowanie wynikow

¢ W raku endometrium ma miejsce obniZenie ekspresji betaglikanu zar6wno

na poziomie mRNA, jak i biatka, ktore moze by¢ efektem:

¢ zmian poziomu metylacji genu TGFBR3 kodujacego betaglikan,

przy czym zmiany te majg charakter osobniczy;

¢ zmian poziomu ekspresji i metylacji genu czynnika transkrypcyjnego
GATA3 regulujacego ekspresje betaglikanu, ktére wykazujg zmienny

osobniczo charakter;

¢ utraty heterozygotycznosci w locus genu TGFBR3, przy braku
zwigzku tego mechanizmu ze stopniem zaawansowania procesu

nowotworowego;

¢ polimorfizméw pojedynczych nukleotydow w intronach genu
TGFBR3, tj. rs12566180  (c.-114+2392C>T), 1rs6680463
(c-114+7008C>G), rs2296621 (c.2285-99G>T), mogacych miec
znaczenie w procesie skladania pierwotnego transkryptu genu

TGFBR3 czy wptywac na jego stabilnosc¢.
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8. Whnioski

Uzyskane w pracy wyniki pozwolity na sformutowanie nastepujacych

whnioskow:

% Spadek ekspresji betaglikanu w raku endometrium jest nastepstwem
zaburzenia réznych mechanizméw molekularnych, w tym metylacji, utraty
heterozygotycznos$ci, polimorfizméw pojedynczego nukleotydu w genie

TGFBR3 oraz ekspresiji i metylacji genu GATAS3.

¢ Molekularne mechanizmy warunkujace obnizenie ekspresji betaglikanu

w raku endometrium majg zmienny osobniczo charakter.
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9. Streszczenie

Rak endometrium jest jednym z najczeSciej diagnozowanych
ginekologicznych nowotworow ztosliwych na Swiecie i dotyczy przede wszystkim
kobiet w wieku okoto- i pomenopauzalnym. W populacji polskiej zajmuje on
czwartg pozycje pod wzgledem zachorowalno$ci wsréd choréb nowotworowych,
a liczba jego przypadkow ulegta podwojeniu w ciggu ostatnich dekad. W zwigzku
z postepujacym starzeniem sie spoteczenstwa polskiego, na co wskazuja dane
statystyczne, w najblizszej przysztosci nalezy spodziewac sie znacznego wzrostu
liczby nowych przypadkéw zachorowan na ten typ nowotworu. Obowigzujaca
klasyfikacja kliniczno-patologiczna  wyréznia w  obrebie nowotworéw
endometrium dwa typy, tj. raki endometrioidalne oraz nieendometriodalne.
Pierwszy z nich obejmujacy przede wszystkim gruczolakoraki endometrium
stanowi najliczniejsza grupe pod wzgledem czesto$ci wystepowania, wynoszaca
75%-85%. Pomimo Kkorzystnego rokowania dla tego typu nowotworu,
$Smiertelno$¢ nim powodowana uzalezniona jest od stopnia zaawansowania
procesu nowotworowego. W przypadku stadiéw zaawansowania FIGO I wynosi
ona ok. 20%, podczas gdy w stadium FIGO IV jest to az ok. 75%. Pomimo postepu
w dziedzinie biomedycyny brak jest ciagle dobrze zdefiniowanych markeréw
molekularnych mogacych stanowi¢ uzupetnienie klasycznych metod obrazowania,

badz stuzacych monitorowaniu przebiegu procesu leczenia raka endometrium.

Liczne badania wskazujg na kluczowe znaczenie sygnalizacji indukowanej
transformujgcymi czynnikami wzrostu typu [ (TGFf) zaréwno w procesach
fizjologicznych, jak i patologiach cztowieka. Kaskada sygnalizacyjna TGFf3
aktywowana jest przez liczng rodzine biatek o aktywnosSci cytokin, co znajduje
odzwierciedlenie w modulacji réznorodnych proceséw komdérkowych, takich jak
proliferacja, rdznicowanie, ruchliwo$¢, adhezja, angiogeneza, odpowiedz
immunologiczna czy apoptoza. W literaturze opisano znaczaca role tych czynnikow
w procesie transformacji nowotworowej, gdzie ujawnia sie ich plejotropowy
charakter. We wczesnych stadiach karcynogenezy ograniczajg one proliferacje
komorek nowotworowych, podczas gdy w pézniejszych etapach przyczyniaja sie
do progresji guza oraz jego przerzutowania. Sygnalizacja za posrednictwem TGFf3

mozliwa jest dzieki obecnosci w btonie komérkowej dwéch typéw receptoréow,
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t. TGFB typu I i TGFB typu II, wykazujagcych aktywnos$¢ Kkinaz
serynowo/treoninowych. Ponadto modulacja sygnatu w kaskadzie jest regulowana
za posrednictwem receptoréw pomocniczych, okreSlanych w literaturze jako
receptory TGFf@ typu IIl. Funkcjg receptoré6w pomocniczych, do ktérych nalezy
betaglikan, jest prezentowanie czynnikow TGFf ich receptorom TGFBRI i TGFBRII.
Zainicjowany zewnatrzkomoérkowo sygnat przekazywany moze by¢ do wnetrza
komorki na drodze kanonicznej, tj. Smad-zaleznej lub w sposéb niekanoniczny
na skutek interakcji z biatkami efektorowymi innych szlakéw sygnatowych

w komorce.

Celem niniejszej pracy byla ocena ekspresji betaglikanu oraz identyfikacja
potencjalnych mechanizméw molekularnych mogacych wptywacé na jej zaburzenie
w raku endometrium. Analizie poddano metylacje regionu promotorowego genu
TGFBR3, transkrypcyjna regulacje ekspresji betaglikanu przy udziale czynnika
GATA3, wtym metylacje regionu promotorowego genu GATA3, utrate
heterozygotycznosci (LOH) w locus genu kodujacego betaglikan oraz polimorfizm
pojedynczych nukleotydéw (SNP) w genie TGFBR3. W badaniach wykorzystano
techniki z zakresu biologii molekularnej i genetyki w tym reakcje PCR w czasie
rzeczywistym z uzyciem sond fluorescencyjnych TagMan®, Western blotting,
metylospecyficzng reakcje PCR oraz analize dtugosci fragmentéw reakcji PCR
przeprowadzong w automatycznym sekwenatorze DNA. Lacznie przebadano 133
przypadki raka endometrium, 69 preparatéw prawidtowego endometrium oraz
248 preparatow krwi obwodowej pochodzacych od kobiet, u ktérych
niezdiagnozowano choroby nowotworowej. Material badawczy otrzymano
w ramach wspétpracy z prof. dr. hab. Andrzejem Semczukiem z II Katedry i Kliniki
Ginekologii ~ Uniwersytetu = Medycznego w  Lublinie oraz  wspéipracy
prof. dr  hab. Magdaleny Brys (Katedra Cytobiochemii UL)
z prof. dr. hab. Andrzejem Bienikkiewiczem oraz dr Katarzyng Wjcik-Krowiranda

z Katedry Ginekologii Onkologicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Uzyskane wyniki wskazujg na istotne statystycznie obniZzenie ekspresji
betaglikanu w 100% przypadkéw raka endometrium w odniesieniu do materiatu
prawidtowego, zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka. Obserwowany spadek

poziomu ekspresji tego receptora pomocniczego szlaku TGF3 w raku endometrium
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wydaje sie mie¢ zwigzek z wystepowaniem réznorodnych zdarzen molekularnych,
a ich charakter determinowany jest cechami osobniczymi. Stwierdzono,
Ze obnizenie ekspresji betaglikanu w raku endometrium moze by¢ wynikiem
zarOwno utraty heterozygotycznoSci w locus genu TGFBR3, jak i metylacji
w regionie jego promotora proksymalnego czy modulowania jego transkrypcji,
ktérej posredniczy czynnik GATA3. Ponadto, w raku endometrium polimorfizm
pojedynczych nukleotydéw genu TGFBR3 moze mie takze wplyw na sktadanie

i stabilno$¢ jego transkryptu.

Postepujacy wraz ze stadium zaawansowania procesu nowotworowego
endometrium spadek ekspresji betaglikanu moze skutkowa¢ zmiang funkcji szlaku
TGFB zsupresorowej na promujgcg progresje i przerzutowanie nowotworu.
Dodatkowo obserwowane zmiany molekularne moga przyczyni¢ sie do zaburzenia
sygnalizacji TGF[B, zaklocajac rownowage pomiedzy sygnalizacja kanoniczng

i niekanoniczna.
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10.Abstract

Endometrial cancer is one of the leading gynecological malignant tumor
occurring in women in their menopausal and postmenopausal age. In polish
population its incidence rate takes the fourth position among other cancer related
diseases. The total number of new cases has doubled since the last three decades
as it is observed in Poland. Due to the progressive ageing of the polish society,
the substantial increase of endometrial cancer incidence rate in the near future
may be expected. The current clinico-pathological classification of endometrial
cancer includes two types, i.e., type | — endometrioid and type Il nonendometrioid
cancers. Endometrial cancer type [ is mostly diagnosed as endometrial
adenocarcinoma with 75%-85% incidence. Despite favorable prognosis for the
patients with endometrial cancer its related morbidity is strongly associated with
diagnosed cancer aggressiveness. Thus, in the case of cancers classified as FIGO |
stage it is about 20%, whereas in the most advanced stage FIGO IV it reaches even
75%. Regardless the advancement in the current biomedicine, there is still the lack
of well-defined molecular marker, which could serve in diagnosis or the evaluation

of the effectiveness of anticancer therapy.

Numerous studies indicate the crucial role of the cellular signaling induced
by transforming growth factor  type (TGFf) in human both physiological and
pathological conditions. TGFf3 signaling cascade is activated by the diverse set of
cytokines what can be observed in modulation of different physiological processes,
such as cell proliferation, differentiation, migration, cellular adhesion,
angiogenesis, immunological response or apoptosis. According to the literature
data TGF( pathway plays a pleiotropic role during neoplastic transformation. In
the early stages of carcinogenesis TGF( acts as a suppressor of cancer cell
proliferation, whereas in the more advanced stages it promotes tumor progression
and metastasis. TGFB signaling requires the activity of two types of
serine/threonine transmembrane receptor kinases, i.e., TGF[3 receptors type I and
type II. Moreover, it can be modulated by transmembrane or membrane bound
accessory receptors which are termed as TGF[ receptors type IIl. The accessory
receptors, which are represented by betaglycan, are responsible for TGFf ligand

presentation to the TGFf3 receptors type I and type II. After extracellular initiation,
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induced signal is transmitted to the cytoplasm in either Smad-dependent or Smad-
independent rout due to the interactions with effector proteins of other signaling

pathways.

The aim of the current study was the evaluation of betaglycan expression
and the identification of potential molecular mechanisms responsible for its
alterations in endometrial cancer. The analysis included methylation of TGFBR3
promoter region, betaglycan transcriptional regulation mediated by transcription
factor GATA3 and methylation of GATA3 promoter region, loss of heterozygosity
(LOH) in TGFBR3 locus and TGFB3 polymorphisms. Following molecular
and genetic methods, i.e., real-time PCR with fluorescent TagMan® probes,
Western blotting, methylation specific PCR and PCR products length analysis
in DNA sequencer were applied in this study. The study group consisted of 133
endometrial cancer samples, 69 normal endometrial tissue samples and 248
peripheral blood samples. Collected tissue samples were obtained due
to the collaboration with professor Andrzej Semczuk from II"d Department
of Gynecology, Lublin Medical University and due to the collaboration between
professor Magdalena Bry$ from the University of Lodz with professor Andrzej
Bienkiewicz and doctor Katarzyna Woéjcik-Krowiranda from Department

of Gynecology, Medical University of Lodz.

Obtained results indicate that betaglycan mRNA and protein expression was
significantly downregulated in 100% of studied endometrial cancer samples
comparing to the normal tissue. Observed decrease seems to be associated
with various molecular mechanisms, and their nature is determined by individual
diversity among patients. As it has been shown, the molecular mechanisms
responsible for betaglycan loss in endometrial cancer include the loss of
heterozygosity in TGFBR3 gene locus, methylation of TGFBR3 gene proximal
promoter, as well as transcriptional modulation mediated by GATA3 transcription
factor. Furthermore, single nucleotide polymorphisms in TGFBR3 gene may have
also potential impact on betaglycan transcript processing and stability in this

tumor type.

Betaglycan gradual decrease of expression associated with cancer

development can be responsible for the switch of TGFB cascade function from
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tumor suppressive to promoting cancer progression and metastasis. Furthermore,
observed molecular changes may certainly deregulate TGFf induced signal

transmission resulting in interruption of equilibrium between TGFf canonical and

non-canonical pathways.
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