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1. Spis skrotow:

A - adenina

aa — aminokwasy (ang. amino acids)

AJCC - American Joint Committee on Cancer

Ala (A) - alanina

APC - gen/biatko adenomatous polyposis coli

APS - nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate)

Arg (R) — arginina

Asn (N) — asparagina

Asp (D) — kwas asparaginowy

b — zasada purynowa lub pirymidynowa (ang. base)

bp - para zasad (ang. base pair)

C - cytozyna

CpG (wyspy) — regiony o zwiekszonej gestosci sekwencji dinukleotydowej cytozyna - reszta
fosforanowa - guanina

°C - stopien Celsjusza

Cys (C) - cysteina

Da - Dalton

DGC - rozlany rak zotadka (ang. Diffuse Gastric Cancer)

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

CDH1 - symbol genu kodujacego biatko E-kadheryne

EBV — wirus Epstein-Barr

EBVaGC - raki zotadka zwiazane z zakazeniem wirusem EBV (ang. EBV associated gastric
carcinoma)

ECCU - kompleks E-kadheryna/kateniny (ang. E-cadherin Catenin Unit)

EGF - epitelialny czynnik wzrostu (ang. Epithelial Growth Factor)

EGEFR - receptor epitelialnego czynnika wzrostu (ang. Epithelial Growth Factor Receptor)

EP - elektroforeza



EX - ekson (ang. exon)

FDGC - rodzinny rozlany rak zotadka, nie spetniajacy kryteriow IGCLC (ang. Familial
Diffuse Gastric Cancer)

FGC - rodzinny rak zotadka (ang. Familial Gastric Cancer)

FGF - czynnik wzrostu fibroblastéw (ang. Fibroblast Growth Factor)

G — guanina

GISTs — guzy stromalne przewodu pokarmowego (ang. gastrointestinal tumors)

GIn (Q) — glutamina

Glu (E) - Kwas glutaminowy

Gly (G) - glicyna

h - godzina

HDGC - rodzinny rozlany rak zotadka, spetniajacy kryteria IGCLC (ang. Hereditary Diffuse
Gastric Cancer)

His (H) — histydyna

HGC - rodzinny rozlany rak zotadka (ang. Hereditary Gastric Cancer)

HGF - czynnik wzrostu hepatocytéw (ang. Hepatocyte Growth Factor)

HNO:s - kwas azotowy

IGCLC - Miedzynarodowe Konsorcjum Raka Zotadka (ang. International Gastric Cancer
Linkage Consortium)

IHC - metoda immunohistochemii

IL — interleukina

Ile (I) - izoleucyna

INT - intron

k —kilo (1000)

L-CAM - E-kadheryna

Leu (L) - leucyna

LOH - utrata heterozygotycznosci (ang. Loss of Heterozigosity)

Lys (K) - lizyna

min. — minuta



mg - miligram

ml - mililitr

MDE - zel poliakrylamidowy o wysokiej rozdzielczosci (ang. Mutation Detection
Ehhancement gel)

Met (M) — metionina

MMR - geny i biatka wchodzace w system naprawy btednie sparowanych zasad (ang.
Mismatch Repair)

MSI - niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA (ang. Microsatellite Instability)

MSI-H - fenotyp MSI-high

MSI-L - fenotyp MSI-low

MSS — stabilnos¢ mikrosatelit

MSP - PCR specyficzny dla metylacji (ang. Methylation-Specyfic PCR)

PCR - taricuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction)

rpm — ilo$¢ obrotdw na minute

sek. — sekunda

Ser (S) - seryna

PDGEF - ptytkowy czynnik wzrostu (ang. Platelet-Derived Growth Factor)

Phe (F) - fenyloalanina

Pro (P) - prolina

SSCP - polimorfizm konformacji pojedynczych nici DNA (ang. Single Strand Conformation
Polymorphism). Najpowszechniejsza metoda wykrywania mutacji i polimorfizméw oparta na
metodzie PCR.

T — tymina

Ta — temperatura przylaczania primerdw/starteréw (ang. temperature of annealing)

TGF - transformujacy czynnik wzrostu (ang. Transforming Growth Factor)

Thr (T) — treonina

Trp (W) - tryptofan

TSR - bufor zawierajacy formamid, zapobiegajacy przechodzeniu matrycowego DNA do

kapilary w czasie EP produktéw sekwencjonowania (ang. Template Suppression Reagent)



Tyr (Y) - tyrozyna
ul - mikrolitr

V - Volt

Val (V) - walina
W — Wat

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)



2. Wstep:

Rak zotadka jest jednym z najczesciej wystepujacych u czlowieka nowotwordéw
ztosliwych. Plasuje si¢ na jednym 2z czolowych miejsc, jako przyczyna zgondow
nowotworowych — zajmujac w Polsce trzecie miejsce (po raku pluca i prostaty) wsrod
mezczyzn i siddme (po raku sutka, szyjki macicy, ptuca, jajnika, trzonu macicy i jelita grubego)
u kobiet [1, 2, 3]. Wczesne rozpoznanie choroby, dostepnos¢ narzedzi diagnostycznych oraz
wlasciwe leczenie chirurgiczne odgrywaja kluczowa role we wzroscie odsetka wyleczen,
jednak zaawansowany rak zotadka charakteryzuje si¢ nadal wysoka $miertelnoscia.

Od lat obserwuje si¢ wyrazna tendencje spadkowa w zachorowalnosci na ten typ
nowotworu w krajach kultury zachodniej, jednak w wielu regionach $wiata, takich jak kraje
Ameryki Laciniskiej, w Korei, Chinach, czy innych krajach rozwijajacych sig, postep ten nie jest
az tak zauwazalny. Szacuje si¢ jednak, ze w wiekszosci krajow zachorowalnos¢ na raka
zotadka w ciagu ostatnich 50-ciu lat zmalata o ok. 75% [3].

Wykazano réznice w zachorowalnosci na raka zotadka pomiedzy regionami $wiata czy
poszczegOlnymi krajami. Opisywano zaréwno rdznice regionalne, jak i rdznice
zachorowalnosci wérdd grup kulturowych czy etnicznych, nawet w obrebie danego panstwa.
Najwyzsza zapadalnosc¢ na te chorobe odnotowuje si¢ w Japonii, Chile, oraz w Meksyku [1].

W Polsce, wedtug danych z 1999 roku, czestosc raka zotadka wsrod mezczyzn wynosi
okoto 15,3 zachorowan na 100000 mieszkancow, a wérod kobiet 5,8 na 100000 mieszkancow
[2].

Przyjmuje sie, Ze najwigksza zachorowalnos¢ na raka zoladka przypada w 6 dekadzie
zycia, cho¢ roznice dla obu plci sg wyrazne: szczyt zachorowan przypada u mezczyzn miedzy
65-tym a 75-tym rokiem Zycia, podczas gdy u kobiet miedzy 70-tym a 80-tym rokiem Zycia.
Stosunek zachorowan mezczyzn do kobiet wynosi 2:1 [3].

Raki zotadka przed 40-stym rokiem zycia wystepuja stosunkowo rzadko. Jednak w

Meksyku, gdzie gruczolakorak zotadka jest najczestszym nowotworem ztosliwym w



populacji, odsetek zachorowan na te chorobe wsrod pacjentow ponizej 40-tego roku zycia jest
najwyzszy na swiecie i wynosi 15% [4].

Mimo, iz jeszcze kilkadziesiat lat temu przewazaty zachorowania na raka Zotadka
okolicy —odzwiernikowej, w ostatnich kilku dekadach odnotowano zwigkszona
zachorowalnos¢ na raka zotadka w czesci okotowpustowej, kosztem zachorowan na raka

okolicy antrum [5].

2.1. Przyczyny powstawania raka Zotgdka

Bezposrednia przyczyna prowadzaca do powstania raka zotadka nie jest znana. Wsrod
przyczyn wymienia si¢ przede wszystkim: czynniki Srodowiskowe oraz zaburzenia
genetyczne, czy epigenetyczne jak metylacja regionéw promotorowych gendw istotnych w

procesie onkogenezy [1].

2.1.1. Przyczyny srodowiskowe

Wsrod przyczyn srodowiskowych wymienia sie przede wszystkim niewtasciwa diete
(wedzone pokarmy, sél kuchenng [6, 7], konserwowana zywnos¢, przewage w diecie
czerwonego miesa [8], niedobory witamin oraz antyoksydantow zawartych w swiezych
warzywach i owocach [9, 10] ), jak rowniez palenie tytoniu [11], przebyte zabiegi operacyjne
[12], czy infekcje wirusem Epstein-Barr [13, 14, 15].

Przy rozwazaniu przyczyn srodowiskowych nalezy rowniez wzia¢ pod uwage infekcje
Helicobacter pylori i konsekwencje wieloletniej ekspozydji sluzowki Zzotadka na N-nitrozaminy

i inne produkty uboczne produkowane przez te bakterie [12, 16, 17].

Infekcja Helicobacter pylori
Istnieje silny zwigzek pomiedzy infekcjq bakteria Helicobacter pylori a zachorowaniami
na raka zotadka [18]. Co najmniej 10-letnia ekspozycja na metabolity uwalniane przez te

bakterie, jest postrzegana jako jedna z przyczyn rozwoju raka zotadka: przyjmuje sig, ze



wlasnie ci pacjenci sa szczegolnie narazeni na rozwdj tego nowotworu [19]. Pacjentow, u
ktorych zakazenie ta bakteriag nastapito w dziecinistwie, a infekcja ta trwa kilkadziesiat lat,
uwaza si¢ za grupe najbardziej zagrozona rakiem zotadka, tym bardziej, ze zakazenie takie jest
znacznie trudniejsze do wyleczenia, niz w przypadku osob, u ktérych zakazenie pojawito sie
w dorostym zyciu [20, 21].

Badania epidemiologiczne wskazuja, ze ryzyko choroby wzrasta 3 do 6-ciu razy u osob
wykazujacych obecnosc¢ tego drobnoustroju w organizmie, w stosunku do populacji nie objetej
zakazeniem tg bakterig. Zalezno$¢ ta odnosi sie szczegélnie do raka typu jelitowego,
wystepujacego w dystalnej czesci zotadka [3, 17]. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, iz w Japonii,
gdzie czestos¢ wystepowania raka Zoladka jest najwyzsza na $wiecie, wsrdéd 60 miliondw
ludzi, ktorzy wykazuja obecnos¢ H. pylori, rak zotadka dotyka 0,4% osob zakazonych tym
drobnoustrojem [22].

Zakazenie H. pylori jest najczestsza przyczyna przewleklego zapalenia sluzowki
zoladka. Wielokrotnie opisywano efekt dziatania tej bakterii, jako sekwencje zmian
prowadzacych do rozwoju raka zotadka: poprzez przewlekte i zanikowe zapalenie btony
sluzowej zotadka i metaplazje, po dysplazje i raka [16].

Uwalniane przez Helicobacter pylori czynniki metaboliczne nie tylko powoduja
uszkodzenie komodrek blony sluzowej, ale sa rowniez odpowiedzialne za pojawianie si¢ daleko
idgcych zmian w materiale genetycznym, transformacje komorek i ich nadmierna proliferacje.
Komorki te stajg sie szczegdlnie podatne na dziatanie szerokiego spektrum mutagendw
pochodzenia endo- i egzogennego [23]. Na skutek dziatania metabolitéw
H. pylori, DNA komorek sluzéwki wykazuje podatnos¢ na uszkodzenia, a same komorki stajg
sie znacznie bardziej wrazliwe na wolne rodniki (bedace efektem zjawisk zwigzanych z
procesem zapalnym, gdzie sa produkowane rodniki hydroksylowe, czy nadtlenek azotu).
Rozwazajac role H. pylori w uszkodzeniu komdrek prawidlowej sluzéwki zotadka, nalezy
wspomnie¢ o szczegolnych, najbardziej zjadliwych podtypach tej bakterii, zawierajacych w
swoim genomie geny cagA i vacA. Podtypy te sa bezposrednio zwiazane z powstawaniem
wrzodow i raka zotadka [24, 25]. Obecny w genomie H. pylori gen cagA odpowiada za

powstawanie czynnika oddzialywujacego negatywnie na komorki Sluzéwki zZotadka:
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antygenu zwigzanego z cytotoksyna A. Toksyna VacA uszkadza bezposrednio komorki
nabtonkowe, a bedac akceleratorem zmian zapalnych, pobudza ona produkcje IL-8 w
komorkach nabtonka, indukujac czynnik transkrypcyjny x-B. Mechanizm oddziatywania
toksyny na komorki blony sSluzowej zotadka przypomina efekt domina: pojawia sie
wakuolizacja, zmiany w funkcjonowaniu aparatu lizosomalnego, pekanie lizosomow i
dziatanie zawartych w nich enzymow wewnatrz komorki, tworzenie poréw w obrebie blony
komorkowej i w koricu apoptoza. Skutkiem tego jest eliminacja czesci komorek i powstawanie
przerw w warstwie komdrek nabtonka [24, 26, 27].

Infekcja Helicobacter pylori jest wigzana ze zjawiskiem niestabilnosci mikrosatelit.
Zakazenie tym drobnoustrojem wystepuje znacznie czesciej u pacjentow z rakiem zotadka
charakteryzujacych sie fenotypem MSI+ w tkance nowotworowej, w pordwnaniu do
pacjentow gdzie guzy wykazuja brak niestabilnosci mikrosatelit. Zjawisko to jest wiazane z
negatywnym oddzialtywaniem tej bakterii na kompleksy naprawcze w komorce, przede
wszystkim zaburzajacym prawidtowe dziatanie bialek MMR. Produkty przemiany materii
H. pylori sa odpowiedzialne za obnizanie w komodrkach nablonkowych ekspresji biatek MMR
- przede wszystkim obnizajac prawidlowy poziom kompleksow MutS i MutL. Zjawisko
uposledzenia aparatow naprawczych, bedace konsekwencja chronicznej infekcji H. pylori
moze prowadzi¢ do rozwoju raka zotadka poprzez akumulacje mutacji w komorkach bony
sluzowej [28].

W ostatnich latach zwrécono uwage na zaleznos$¢ infekcji H. pylori, a epigenetycznym

mechanizmem wylaczania genu CDH1 — metylacja jego promotora [29].

Paradygmat Correi

W latach dziewigcdziesiatych ubieglego stulecia, na podstawie rozleglych badan
patologicznych i epidemiologicznych, zaproponowano etiologiczno-patogenetyczny model
rozwoju raka zoladka. W modelu tym ukazano jego rozwoj poprzez przewlekle zapalenie,
atrofie, metaplazje jelitowa oraz dysplazje [30]. Model ten przedstawiono na ponizszym

schemacie:
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PRZEWLE KLE AKTYWHNE ZAPALENIE
BLONY SLUZOWE J

.
ZANIKOWE ZAPALEHIE
BLONY SLUZOWE J
NamnaZanie Mutageny
bakterii METAPLAZJA

KRYPTY

Rys. 1: Hipotetyczny model etiologiczno-patogenetyczny rozwoju raka zotagdka wg Correi [30].

Rozwoj stanu zapalnego we wczesnym etapie tej sekwengji zdarzen jest wiazany z
zakazeniem Helicobacter pylori i/lub nadmiernym spozyciem soli kuchennej. Zaznaczone na
schemacie stadia posrednie, sg istotnie powigzane zaréwno ze spozyciem azotanéw (czyli z
wewnatrzzotadkowa nitrozoazotynacja) jak i ochrong antyoksydacyjna poprzez
przyjmowanie kwasu askorbinowego. Stadia koricowe wiaze si¢ z przyjmowaniem

B-karotenu oraz chlorku sodu [31].

Infekcja wirusem Epstein-Barr (EBV)

Wirus EBV jest wigzany z wystgpowaniem wielu chorob, w tym mononukleozy
zakaznej, czy catego spektrum nowotwordéw czlowieka: ziarnicy ztosliwej, chtoniakow B-
komorkowych, rakéw: zotadka, nosogardzieli, ptuc [32].

Polskie zZrodia podaja, ze obecnos¢ wirusa Epstein-Barr wykryto w 12,5% badanych
rakow zoladka [33]. Warto nadmieni¢, ze uzyty do tych badan zbiér archiwalny rakow zawiera

sie w analizowanej dla potrzeb niniejszej pracy grupie sporadycznych rakéw zotadka.
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Mechanizm inwazji oraz wptywu na karcynogeneze komdrek zotadka przez ten wirus
nie zostal jeszcze dokladnie poznany [34].

Zwrocono jednak uwage na wspdlistnienie metylacji promotoréw wielu genow oraz
obecnosci wirusa EBV w tkance. Dodatkowo, zaobserwowano, ze zjawisko hipermetylacji w
EBV-pozytywnych rakach zotadka dotyczy przede wszystkim grup genow zwiazanych ze
szlakami molekularnymi proceséw zwigzanych z regulacja cyklu komorkowego (p14, pl16,
COX2), naprawa uszkodzonego DNA, adhezja komodrkowa oraz przerzutowaniem (E-
kadheryna, TIMP-3), angiogeneza, transdukcja sygnatu (APC, PTEN) czy apoptoza. Odsetek
metylacji regionéw CpG jest wyzszy w grupie rakéw EBV-pozytywnych w poréwnaniu do

grupy nie wykazujacej obecnosci wirusa [35].

Zabiegi chirurgiczne wykonane wczesniej na zotadku

Zaobserwowano korelacje pomiedzy zachorowaniami na raka zotadka a zabiegami
operacyjnymi, ktore w przeszlosci zostaly wykonane na zotadku [12]. Przykiladowo -
czeSciowa gastrektomia moze by¢ przyczyna zanikowego zapalenia btony sluzowej zotadka,
co moze wigzac si¢ ze znacznie wiekszym, w porownaniu do calej populaci odsetkiem
chorych, u ktorych rozwija sie pozniej rak zotadka, czesto pojawiajacy sie w miejscu ciecia [36].

Powyzsze informacje zostaly ostatnio uzupelnione o opublikowane doniesienie o roli
jaka by¢ moze odgrywaja w tworzeniu raka zotadka komorki macierzyste migrujace ze szpiku
kostnego. Jednym z ich zadan ma by¢ naprawa uszkodzen w obrebie btony sluzowej zotadka.
Mechanizm wchodzenia tych komdrek na droge karcynogenezy pozostaje jednak nieznany

[37].

2.1.2. Zaburzenia genomowe w powstawaniu raka zZotqdka

Podobnie jak inne typy nowotworéw ztosliwych, rak zotadka jest postrzegany jako
konsekwencja wielostopniowego procesu molekularnego, na skutek ktérego prawidiowa

komorka przechodzi w komdrke nowotworowa.
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Zaobserwowano duza ilos¢ zaburzen genomowych w powstawaniu raka zotadka. Do
opisanych do tej pory naleza: powstawanie oraz zaburzenia regulatorow cyklu komodrkowego,
czynnikdw wzrostu, stabilnosci genomu, gendw hamujacych wzrost guza, genow kodujacych
czasteczki adhezyjne czy tworzenie onkogenow [38]. Przyjmuje sig, Ze zaburzenia te s rozne
w zaleznosci od typu histologicznego nowotworu - a wiec kazdy typ histologiczny moze miec
osobng droge zmian molekularnych prowadzacych do rozwoju raka.

Zaburzenia genetyczne zwigzane z rakiem zoladka u czlowieka, zebrano w ponizszej

tabeli, a cze$¢ z nich omdwiono w ponizszych podrozdziatach.

Nieprawidtowosci Nieprawidtowosci . .
, , .. Geny przypuszczalnie Geny inaktywowane
genow czesto genow rzadziej majace udziat w rozwoju | poprzez hipermetylacje
obserwowane w rakach | obserwowane w rakach .
sotadka sotadka raka zotadka promotora
GENY MUTATOROWE Runx-3 CDH1
TFF-1 APC Interleukina 1a pl6
FHIT DCC PGFR hMLH1
cMET B-katenina FGFR APC
HER2/neu Bax Kaspazy MGMT
p53 TGF-beta I-11 APO-1
EGFR LKB1 PTEN
p16 k-Ras p14
COX-2 MGMT

Tab. 1: Rodzaje zaburzen genetycznych w ludzkim raku Zotadka. Wg Graziano et al. [39]. Niebieskim kolorem
wyszczegolniono zaburzenia zwigzane z wystgpowaniem fenotypu MSI, na zielono - geny zwigzane z rozlanym
rakiem zotadka. Na czerwono zaznaczono geny, ktdrych inaktywacje zwiazana z hipermetylacja promotora

obserwowano szczegolnie czesto w rakach zotadka.

2.1.2.1. Zaburzenia stabilno$ci genomu

Rola niestabilnosci genomowej w raku zofadka nie zostala jeszcze dokladnie
wyjasniona, mimo to jest przez badaczy $cisle wigzana z powstawaniem tego nowotworu.
Wymienia si¢ dwa typy niestabilnosci genomowej: duze zaburzenia na poziomie
chromosomalnym i zaburzenia wysoko powtarzalnych (1-5 bp) sekwencji mikrosatelitarnego

DNA [40].
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Pierwszy typ to tzw. niestabilnosc¢ chromosomalna. Jest to zjawisko wynikajace z zaburzen
mitotycznych, zwigzane z nieprawidlowym rozchodzeniem si¢ chromosomdéw w czasie
anafazy. Skutkiem tego moze by¢ wystapienie nieprawidtowego garnituru chromosomowego
komorki potomnej, czy duzych delegji lub insercji w obrebie poszczegdlnych chromosoméw
[41, 42]

Drugi typ zaburzen stabilnosci genomu to tzw. niestabilnos¢ mikrosatelit. Jest to efekt
polaczenia bledéw polimerazy DNA, z réwnoczesnym uszkodzeniem aparatéw naprawczych,
na przykltad zwigzanych z mutacjami w obrebie gendw mutatorowych. Skutkiem tego sa nie
wychwytywane przez aparat naprawczy bledy polimerazy, ktéra po prostu ,slizga” sie po
DNA. Szczegolnie tatwo enzym ten Slizga si¢, badz tworzy petle na DNA, w szczegdlnych
regionach: wysoko powtarzalnych sekwencjach mikrosatelitarnych, takich jak np. wielokrotne
powtorzenia CA, ktdre sa ,, pieta achillesowa” polimerazy DNA.

Skutkiem tych nie naprawionych pomylek jest niekontrolowane, losowe wydtuzanie
lub skracanie tych repetytywnych fragmentow w komorkach potomnych [42]. Bledy te przy
obecnosci prawidlowo dzialajacego aparatu naprawczego w normalnych warunkach sa
eliminowane dzieki kompleksowi enzymow: helikazy, egzonukleazy i polimerazy,
odpowiedzialnych za naprawe tych pomytek [43].

W sytuacji uszkodzenia genéw mutatorowych w czasie karcynogenezy dochodzi wigc
czesto do ujawnienia si¢ nowego fenotypu guza (badz fenotypdéw poszczegdlnych klonéw
komorek nowotworowych) zwigzanego ze zmianami zachodzacymi w strukturze sekwengji
mikrosatelitarnego DNA. Raki zotadka wykazujace niestabilnos¢ mikrosatelitarnego DNA, w
poroéwnaniu do rakow o fenotypie MSS rokuja nieco lepiej. Natomiast najbardziej niekorzystne
prognostycznie wydaja sie by¢ raki zotadka o fenotypie MSI-low [44, 45].

Interesujace jest, ze w rakach Zzotadka wykazano zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem
fenotypu MSI a hipermetylacjq promotora genu mutatorowego hMLH1, przy czym zaleznos¢

ta byla wyzsza we wczesnych rakach zotadka w poréwnaniu z gruczolakami zotadka [46].
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2.1.2.2. Antyonkogeny

Rola niektdrych gendéw supresorowych zostata do$¢ doktadnie poznana i opisana.
Mechanizm wylaczania tych genéw wiaze sig¢ scisle z teoria , two hits” Knudson’a [47]. Teoria
ta méwi, Ze w genie supresorowym do rozwoju nowotworu nie wystarczy ,zwykla” mutacja
uposledzajaca dziatanie biatka kodowanego przez ten gen. Aby mutacja ,zaczela dziatac”
musi dojs¢ do wylaczenia drugiego allela. Wylaczenie drugiego allela jest zazwyczaj skutkiem
duzej delecji w obrebie chromosomu, badz rearanzacji chromosomalnej. Hipoteza
,two hits” po raz pierwszy zostala zastosowana do wyjasnienia mutacji genu Rb-1 w
siatkowczaku ptodowym (retinoblastoma) [48].

Do najbardziej istotnych w rozwoju raka zotadka gendw supresorowych naleza geny
kodujace czasteczki adhezyjne: E-kadheryne, P-kadheryne, a-katenine (opisane w osobnym
rozdziale o molekutach adhezyjnych) oraz p53, pS2, APC, DCC:

APC:

W raku zotadka mutacje w genie APC wystepuja bardzo czesto. 20% wczesnych,
sporadycznych rakéw zoladka wykazuje mutacje genu APC, co moze sugerowac
wspotodpowiedzialnos¢ nieprawidtowego biatka APC za wchodzenie komorek zotadka w
poczatkowy etap karcynogenezy [49].

Przyjmuje sig, Ze w 50% przypadkow rakow zotadka o wysokim stopniu zréznicowania
dochodzi do wystapienia mutacji w tym genie: zwykle sa to - inaczej niz w rakach jelita

grubego — mutacje zmiany sensu.

pb3:

Gen p53 bywa nazywany ,aniotem stréozem genomu”. Biatkowy produkt tego genu
odpowiada za kontrole cyklu komorkowego. Konsekwencja uszkodzenia tego genu jest
nadmierna, niekontrolowana proliferacja komorek.

Uwaza sig, ze mutacje somatyczne p53 w ludzkich nowotworach sa zlokalizowane w

eksonach 5-8 [50].
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Mutacje p53 moga peti¢ role informatywna w procesie okreslania stopnia
zeztosliwienia tkanki. Przyjmuje si¢, ze mutacje w genie p53 pojawiaja si¢ najczesciej na etapie
gruczolaka i sa w raku zotadka stosunkowo pdznym zdarzeniem molekularnym w procesie
karcynogenezy [51].

Raki przewodu pokarmowego charakteryzuja si¢ podobienistwem jesli chodzi o zmiany
w obrebie p53. W przypadku rakow nisko zréznicowanych najczesciej obserwuje sie mutacje,
gdzie potaczone trzema mostkami wodorowymi pary CG, zamieniane sg na potaczone dwoma
mostkami wodorowymi pary AT. Tego typu zmiany wiaze si¢, z mutagennym wptywem N-
nitrozamin dzialajacych na prawidlowe komorki Sluzéwki zZotadka. W  dobrze
zroznicowanych rakach zotadka wystepuja zwykle zmiany w obrebie par AT [51].

Mutacje genu p53 moga dotyczy¢ sporadycznych rakow zoladka, badz pojawiac sie w
komorkach linii germinalnej, w zespole Li-Fraumeni. Zespo? ten dziedziczy si¢ autosomalnie
dominujaco [48]. Efektem uszkodzenia genu p53 we wszystkich komorkach organizmu jest
wystepowanie szerokiego spektrum nowotworow zlosliwych u 0sdb, bedacych nosicielami tej
wady. Oprdécz rakéw zotadka wystepuja u nich raki sutka, nowotwory uktadu nerwowego,
tkanek miekkich, chloniaki, bialaczki czy nowotwory kory nadnerczy [48]. Zakaz
wykonywania przeswietlen rentgenowskich u tych pacjentéw ma wiec wysokie uzasadnienie,
gdyz sa oni niezwykle narazeni na powstawanie nowotworow.

W sporadycznych rakach zotadka do mutacji p53 dochodzi w ok. 1/3 gruczolakéw i 2/3
rakow wysoko zroznicowanych, zwykle tych wykazujacych aneuploidie. Rokowanie przy
mutagji genu p53 jest zwykle niekorzystne. Ostatnie prace donoszace o postepach w terapii

genowej guzow ze zmutowanym p53 wydaja sie by¢ obiecujace [52].

pS2:

Rola znajdujacego si¢ na chromosomie 1, kodujacego preseniling genu pS2 (PSEN2)
jest gldwnie kojarzona z dziedziczeniem choroby Alzheimera. Jego rola w rozwoju raka
zoladka nie jest dokladnie poznana. Wiadomo, ze prawidlowe komorki blony sluzowej

wykazuja ekspresje tego biatka, gdy tymczasem zjawisko to nie wystepuje w 76% rakow
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zotadka. Zaobserwowano, ze knock-out tego genu u myszy wiaze sie z rozwojem gruczolakéw
zoladka. Obecnie trwajg badania nad znaczeniem metylacji promotora tego genu w rozwoju

raka zotadka [56].

DCC:

Pelna nazwa lezacego na dtuzszym ramieniu chromosomu 18 genu DCC brzmi:
,Deleted in Colorectal Cancer”. Jest to gen, ktdrego wylaczanie jest niezwykle czeste w rakach
przewodu pokarmowego, w szczegdlnosci, jak wskazuje nazwa, w rakach jelita grubego.
Zaobserwowano dwa zjawiska dotyczace DCC, Scisle powiazane z rakiem zotadka:
wystepowanie zjawiska LOH w wysoko zréznicowanych rakach, oraz zwiazek z przerzutami,
szczegOlnie do watroby, co moze by¢ zwigzane z uszkodzeniami prawidtowego biatka. Jednak
nalezy podkresli¢, iz rola genu DCC w rakach przewodu pokarmowego nie zostata w peini

wyjasniona.

Inne geny supresorowe:

Istniejg rowniez inne geny supresorowe, ktore koduja biatka takie jak kadheryny czy
kateniny, ktore biora udzial w patogenezie raka zotadka. Ekspresja tych bialek jest znacznie
nizsza w rakach nisko zréznicowanych niz w rakach dobrze zrdznicowanych [53].
Stwierdzono, ze w porownaniu do rakow zotadka typu jelitowego, w rozlanych rakach
zotadka ekspresja E-kadheryny ulega obnizeniu [54]. W rakach Zotadka, ekspresja innych
biatek adhezyjnych (a-kateniny i P-kadheryny) jest znacznie nizsza w rakach nisko
zroznicowanych, w porownaniu do rakow wysoko zréznicowanych [53].

E-kadheryna jako supresor wzrostu, dziata na zasadzie inhibicji kontaktowej, indukujac
gwaltowne zatrzymanie cyklu komorkowego, poprzez dodatnia regulacje p27, ktory pelni
funkcje inhibitora kinaz CDK [55].

Biatka wchodzace w skiad kompleksow adhezyjnych zostaly szerzej opisane w

rozdziale dotyczacym molekut przylegania.
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2.1.2.3. Rola onkogenow w raku Zotqdka

W karcynogenezie raka zotadka istotna role odgrywaja receptory czynnikdw wzrostu,
ktorych zaburzenia sa zwigzane z transformacja nowotworowa: w komdrkach raka zotadka
wykryto zaburzenia funkcji wewnatrzblonowych kinaz tyrozynowych [56, 57]. Kinazy te
naleza do jednej z czterech grup onkoprotein, do receptoréw czynnikéw wzrostu. Pozostate
grupy to: czynniki wzrostu, biatka wewnatrzjadrowe oraz biatka pelnigce role przekaznikéw
w komorce [58].

Do protoonkogenéw odgrywajacych gléwna role w karcynogenezie raka zotadka
mozna zaliczy¢ wewnatrzblonowe kinazy tyrozynowe: K-sam, c-met oraz HER-2/neu (c-
erbB2) [59]. Oprocz tych biatek, w ostatnich latach pojawily si¢ doniesienia o roli innych
protoonkogendéw takich jak K-ras i Hst-1, nadmiernie amplifikowanych w wysoko
zroznicowanych rakach zotadka [56].

K-sam to biatko o wlasnosciach kinazy tyrozynowej. Do amplifikacji K-sam nigdy nie
dochodzi w rakach zotadka o wysokim stopniu zréznicowania, za to wysoka jego amplifikacja
powszechnie wystepuje w rakach z widknistym podscieliskiem lub niskozréznicowanych. W
przeciwienstwie np. do c-met, kinaza ta jest zwiazana z pdznymi stadiami karcynogenezy,
wrecz mozna mowic o poznej amplifikacji K-sam w komdrkach nowotworow, ktore weszty w
taze tworzenia przerzutéw [56].

Biatko c-met jest receptorem dla HGF o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Produkcja HGF
w warunkach fizjologicznych jest aktywowana przez szereg cytokin. W zotadku HGF jest
produkowany przez fibroblasty. W czasie transformacji nowotworowej komorek blony
sluzowej zotadka, c-met podlega amplifikacji. Efektem tego jest miedzy innymi nadmierna
produkcja cytokin, powodujaca ,samonapedzanie” si¢ c-met [38]. W komdrkach $luzéwki
zoltadka amplifikacja c-met pojawia si¢ najprawdopodobniej we wczesnych stadiach
transformacji nowotworowej i dotyczy jedynie zaawansowanych rakow zotadka [56].

Role biatka o wtasnosci kinazy tyrozynowej HER-2/neu i jego nadekspresje wiaze sie
gldwnie z karcynogeneza komorek gruczotowych sutka. Guzy wykazujace nadekspresje HER-
2/neu rokuja z reguly niekorzystnie. Nadmierng amplifikacje tego onkogenu obserwowano

rowniez w dobrze zréznicowanych rakach zotadka [56].
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2.1.2.4. Zaburzenia genow kodujgcych czqsteczki adhezyjne

Wiele gendéw kodujacych czasteczki adhezyjne jest zaliczanych do grupy genéw
supresorowych. Konsekwencja uszkodzenia tych genéw sa zaburzenia adhezji komorkowej
zwiazane z ostabieniem, badz catkowitym zniszczeniem, zwykle bardzo mocnych potaczen
miedzykomorkowych.

Doktadne omdwienie czasteczek adhezyjnych i konsekwencje uposledzenia ich funkgji

zostanie przedstawione w nastepnym rozdziale.

2.2. Czgsteczki adhezyjne

Dotychczas poznano kilka rodzin czasteczek adhezyjnych. Sa to: kadheryny (E-, P-, N-),
kateniny (a-, B- i y-), selektyny (P-, E-, L-), rodzina immunoglobulin (MAdCAM, ICAMs,
NCAM) i integryny. W ponizszym rozdziale opisano molekuty adhezyjne odgrywajace

szczegolna role w rozwoju raka zotadka.

2.2.1. o-katenina

Gen CTNNAI kodujacy a-katenine znajduje si¢ na dtuzszym ramieniu chromosomu
piatego. Biatko to wchodzi w sktad kompleksu ECCU (o-katenina/fB-katenina/E-kadheryna),
odpowiadajac miedzy innymi za prawidlowa adhezje miedzykomorkows, czy przyleganie
komorek do podioza. W skitad kompleksu moze rowniez wchodzi¢ y-katenina. Te trzy
kateniny odgrywaja role ogniwa laczacego cytoszkielet z domena cytoplazmatyczng E-
kadheryny. Uposledzenie funkgji ktoéregokolwiek z biatek wchodzacych w sktad kompleksu
czesto powoduje odiaczanie komdrek nowotworowych od guza pierwotnego, co wiaze si¢ z
inwazja raka i powstawaniem przerzutow.

Nie tylko E-kadheryna moze tworzy¢ kompleksy z kateninami: w prawidlowej

siatkdwce, badz siatkowczaku, a- i B-katenina sg zwiazane z N-kadheryna [60].
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CTNNA1 koduje biatko o masie 120 kDa [61, 62]. Ludzka a-katenina wykazuje bardzo
duza homologie (99,2%) w stosunku do biatka mysiego [63, 64]. Transkrypt CTNNAI ma
dtugosc¢ 3,4 kb i sktada sie z szesnastu eksondw kodujacych 906 aminokwasow [64].

Gen wykazuje réwnomierng ekspresje we wszystkich prawidlowych tkankach.
Zaburzenia na poziomie genu moga wptywac na powstanie uposledzonego, badz skréconego
produktu biatkowego, wptywajac tym samym na rozwoj szerokiego spektrum nowotworow,
w tym raka zotadka [65, 66].

Po raz pierwszy zjawisko karcynogenezy zwiazane z nieprawidlowym transkryptem
a-kateniny opisano w 1992 roku. Wykazano wtedy, ze komorki linii PC9 wywodzacej sie z
ludzkiego raka ptuc, przy zachowanej prawidtowej ekspresji E-kadheryny, tracily swoja
przyczepnos¢, dzielac sie gwaltownie juz jako pojedyncze komorki. Zjawisku temu
towarzyszyly nieprawidlowosci w budowie i funkcjonowaniu a-kateniny. Dziato sie tak
nawet w przypadku pojawiania si¢ bardzo matej ilosci nieprawidlowych czasteczek biatka —
co wiazato sie z obnizeniem ekspresji genu [67].

Jak wspomniano, w obrebie potaczenn kontaktowych komorek, a-katenina tworzy
kompleks z -katening oraz E-kadheryna, kotwiczac je do cytoszkieletu aktynowego.
o-katenina wystepuje jako homodimer, jednak w obecnosci B-kateniny tworzy z nig
heterodimer 1:1. Na podstawie analizy obrazéw uzyskanych dzigki krystalografii
rentgenowskiej wykazano, ze domena bialka odpowiedzialna za interakcje z B-katening

znajduje sie pomiedzy 57 a 264 reszta aminokwasowa [68].

2.2.2. PB-katenina

Podobnie, jak pozostate kateniny, -katenina jest biatkiem cytoplazmatycznym, ktorego
kompleks z a-katening i E-kadheryna jest kluczowym elementem wchodzacym w skiad zonula
adherens. W ten sposob B-katenina wspdtodpowiada za przyleganie sasiadujacych komorek,
ich wzajemna komunikacjg, czy ich prawidlowy wzrost i rozwo;.

B—katenina jest kodowana przez znajdujacy sie¢ na krotszym ramieniu chromosomu 3,

w pozydji 3p22-3p21.3, gen CTNNBI1 [69]. Gen ten nie wykazuje podobienstwa do genu
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kodujacego a-katening, jednak samo biatko jest az w 70% podobne do wystepujacej w
desmosomach y-kateniny [70].

W 1996 roku van Roy i Berx wykazali, Ze gen CTNNBI sklada si¢ z 16 eksonow,
rozciagajac sie na dlugosci 23,2 kb. Alternatywny splicing w obrebie ostatniego eksonu
powoduje powstanie wariantu biatka skroconego o 159 bp od konca 3. Region promotorowy
jest bogaty w pary GC i zawiera sekwencje TATA-box [71].

W 1997 roku dwie grupy badaczy jednoczesnie wskazaly na gen APC, jako na
negatywny regulator poziomu B-kateniny [72, 73]. Wykazano w ten sposob, ze regulacja
poziomu tego biatka odgrywa kluczowa role w przypadku dziatania APC, jako genu
supresorowego, a regulacja ta moze by¢ zaburzona zaréwno poprzez mutacje tego genu, jak i
zmiany w obrebie genu CTNNBI1 [73].

Cytoplazmatyczny koniec biatka E-kadheryny tworzy kompleks z p- lub y-katenina,
ktory faczy sie z cytoszkieletem aktynowym za posrednictwem o-kateniny. Niezwigzana,
znajdujaca si¢ w cytoplazmie B—katenina jest natychmiast degradowana przez biatko APC.
Wszelkie anomalie zwigzane z tym szlakiem biochemicznym prowadza do nagromadzenia sie
nie zwigzanej B-kateniny w cytoplazmie, a biatko to przemieszcza si¢ do jadra komorkowego,
stymulujac tam transkrypcje gendéw targetowych. p-katenina oddziatywuje i jest
fosforylowana przez receptor typu kinazy tyrozynowej dla EGF [73]. Interakcje te przedstawia

ponizszy schemat:
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E-kadheryna

EGFR

Rys. 2: Schemat przemian biochemicznych oraz interakgji f-kateniny w komorce.

Mutacje genu CTNNBI obserwuje si¢ w bardzo szerokim spektrum nowotworéw. W
raku zoladka wykazano istotng statystycznie korelacje zaburzen ekspresji B-kateniny z
rozlanym typem raka zotadka, gdzie jako zaburzenia ekspresji klasyfikowano zaréwno
nadekspresje, jak i obnizenie ekspresji biatka. Zaburzenia ekspresji biatka dotyczyty 77%
pacjentow i byly réwniez zwiazane z glebokoscia nacieku, natomiast nie wykazano
jakiegokolwiek zwiazku ze stopniem inwazji do okolicznych weztéw chionnych [74].

Ostatnie badania nad podwojnymi, pierwotnymi gruczolakorakami jelita grubego i
zotadka wykluczyly ich zwiazek z mutacjami w obrebie genu CTNNBI [75]. W liniach
komoérkowych wywodzacych sie z raka jelita grubego wykazano az 26% mutacji CTNNB1. W
40% linii z mutacja nie wykazano obecnosci kompleksu z a-katening oraz APC [76]. Zakldcenie
aktywnosci kompleksu B-katenina /TCF4 (czynnik transkrypcyjny) w raku jelita grubego

powoduje gwattowne zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1 w puli
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proliferujacych do tej pory prawidtowo komdrek, znajdujacych sie w obrebie uchytkow jelita
grubego, przy rdwnoczesnym rozpoczeciu réznicowania komorkowego [77]. Morin opisat 3
raki jelita grubego ze zmutowanym genem kodujacym B-katenine, gdzie somatyczna mutacja
dotyczyla miejsc potencjalnej fosforylacji. Wszystkie te guzy byly heterozygotami pod
wzgledem miejsca w ktdrym zaszla mutacja, co sktonilo badaczy do wysuniecia hipotezy o
zwiazku mutacji z pojawieniem sie w obrebie cytoplazmy puli B-kateniny, niewrazliwej na
dziatanie biatka APC [72].

Oprocz raka zotadka i jelita grubego, nieprawidlowosci zwiazane z B—katening moga
by¢ przyczyna szeregu chorob. Biatko to aktywuje na przyktad ekspresje genu PKDI1
(zwiazanego z dziedziczna wielotorbielowatoscig nerek) [78].

W raku sutka wykazano, ze ekspresja cykliny D1 jest uzalezniona od poziomu
B-kateniny w komorkach nowotworowych. Wysoka aktywnosc¢ tego biatka jest wigzana w
raku sutka z niekorzystnym rokowaniem. Obecnie, duze nadzieje wiaze sie¢ z terapia tego
nowotworu nakierowang na obnizenie aktywnosci B-kateniny [79].

Pojawily sie interesujgce doniesienia o roli mutacji zwiazanych z hiperregulacja
B-kateniny w rozwoju czerniaka ztosliwego. W 7 z 26 linii komoérkowych wywodzacych sie z
ludzkiego czerniaka wykryto nieprawidlowy, bardzo wysoki poziom tego biatka. W
wiekszosci przypadkéw wigzato sie to z mutacjami CTNNBI. Mutacje te dotyczyly zaburzen
splicingu, badz byly mutacjami zmiany sensu, a ich efektem byta post-translacyjna
destabilizacja biatka oraz akceleracja wigzania -kateniny do czynnikdéw transkrypcyjnych Lef
i Tcf [80].

Mutacje genu kodujacego f-katenine wykryto rowniez w rakach jajnika, czy
nowotworach watroby [81, 82, 83].

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale, w retinoblastoma oraz prawidlowej tkance

siatkowki, f—katenina tworzy kompleks z a—katening oraz N-kadheryna [60].

2.2.3. P-kadheryna

P-kadheryna (kadheryna tozyskowa) jest kodowana przez gen CDH3, ktory znajduje sie

na chromosomie 16, bezposrednio za genem CDH1. Japonskie badania dotyczace
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ekspresji P-kadheryny wykazaly jej prawidlowy poziom w 54% rakéw zotadka, jednak byt on
zmienny i wykazywat fluktuacje w zaleznosci od poziomu ekspresji E-kadheryny w tych

tkankach [84].

2.2.4. E-kadheryna ( wwomorulina, L-CAM, kadheryna-1, UVO, CDHE, CAM 120/80)

Jednym z istotnych czynnikdéw zwigzanych z powstawaniem rozlanych rakéw
zoladka jest E-kadheryna. Jest ona specyficznym, zaleznym od kationow wapnia biatkiem,
ktore wraz z kateninami odgrywa kluczowa role w adhezji komdrkowej w obrebie epitelium.
Kodujacy E-kadheryne gen CDHI znajduje si¢ na 16 chromosomie i jest kodowany

przez 16 eksondw, obejmujacych ok. 100 kb genomowego DNA [85].
E-kadheryna poprzez domene wewnatrzkomorkowa zwiazana jest z B i a-katening, a
wiec posrednio i z cytoszkieletem. Jest to potaczenie niezbedne dla prawidtowej budowy

tkanek, prawidlowej morfologii komorek, czy réznicowania komdrkowego.

'/.:;- {:\‘ EGFr ::\\'

Filamenty

/akt'fncme

Jadro

ke r ks e Cwe

kateniny

Ia&

E-kadheryna

Rys. 3: Schemat interakcji pomiedzy kompleksami E-kadheryna/kateniny dwéch sasiadujacych komorek

nabtonkowych.
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Morfogeneza tak réznych elementéw organizmu jak: ptuca, mieszki wlosowe czy, zeby
jest inicjowana w warstwie komorek pnia, ktore zmieniaja swoja polaryzacje, tworzac
struktury zawiazkow organow. Dzieje si¢ tak na skutek réwnoczesnego odbioru przez
komorke pnia dwoch zewnetrznych sygnaldéw: biatka Wnt stabilizujacego B-katening, oraz
biatka noggin powodujacego uruchomienie produkcji czynnika transkrypcyjnego Lefl
(Lymphoid Eenhancer-Binding Factor 1). B-katenina oddzialywuje z DNA i aktywuje
kompleksy transkrypcyjne Lefl, co prowadzi do ujemnej regulacji genu CDHI, ktdrego
produkt biatkowy, E-kadheryna, odpowiada za utrzymanie prawidiowej polaryzacji komorki
oraz adhezje miedzykomodrkowsq [86]. Tak wiec bez mechanizmu angazujacego te dwa
zewnatrzkomorkowe szlaki sygnalowe, wylaczajace na pewien czas prawidlowe dziatanie E-
kadheryny w komorce, niemozliwa bytaby morfogeneza, zmiany w polaryzacji oraz
roznicowanie komorek pnia. W 1995 roku opublikowano wyniki eksperymentu nad
mutantami CDH1 na modelu zwierzecym. Efekt fenotypowy byt analizowany w komorkach
macierzystych w embrionach mysich, a mutacja dotyczyla usuniecia fragmentu sekwengji
odpowiedzialnego za przylaczanie kationdéw wapnia - przez co potaczenia adhezyjne zostaty
calkowicie zaburzone. Komodrki macierzyste z tak zmutowana E-kadheryng uzyto w celu
uzyskania myszy, ktdre byly nosicielami mutacji. Heterozygoty pod wzgledem mutacji byty
ptodne i z pozoru normalne. Homozygotyczne mutacje w embrionach byty letalne, a

polaryzacja ich komorek byta catkowicie zaburzona [87].

W Swietle powyzszych informacji oczywistym jest, ze zredukowana ekspresja E-
kadheryny jest jednym z gldwnych czynnikow zwiazanych z dysfunkcja adhezji
miedzykomorkowej, zaburzeniem hamowania kontaktowego komorek, rozwojem raka i
wreszcie z wystepowaniem przerzutow. Postuluje sig¢, ze zmiany ekspresji lub funkcji E-
kadheryny moga by¢ zwiazane z czesciowq lub catkowita redukcja przylegania potomnych
komorek do nowotworowej komorki , macierzystej”, co wigze si¢ z ich zwigekszona zdolnoscia
do lokalnej inwaz;ji [88].

W 1994 roku japoniska grupa badawcza wykazata obecnos¢ mutacji CDH1 w ludzkich,
nowotworowych liniach komdrkowych. Analizowano 10 linii, ktorych rozrost byt

charakterystyczny dla komorek z zaburzonymi funkcjami adhezyjnymi, co objawiato sie
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miedzy innymi uposledzeniem przylegania komorkowego. Mozna byto przypuszczad, ze
cze$¢ tych zaburzen jest powiazana z obnizeniem ekspresji E-kadheryny. Wyniki byly
interesujace. W czterech liniach nie wykazano w ogdle mRNA CDH1. W nastepnych czterech
liniach nie wykazano zadnych zmian w obrebie sekwencji, poziomu mRNA czy ekspresji
biatka. W pozostatych 2 liniach (MKN-45 i KATO III), ktére wywodzily sie z ludzkiego raka
zotadka, sekwencje mRNA wykazywaty nieprawidlowosci: mutacje znajdowaty sie w
miejscach odpowiedzialnych za potaczenia eksonéw z intronami, co wiazalo sie z
zaburzeniami splicingu. Dodatkowo, w obu przypadkach natywny allel nie zostal wykryty, co
sugerowalo jego inaktywacje zgodnie z hipoteza ,, two hits” [89].

Dzigki powyzszym informacjom, jak i na podstawie analizy wystepowania mutacji tego
genu w rakach jajnika i endometrium, gdzie roéwniez wystepowalo zjawisko wylaczania
drugiego allela, gen CDH1 zakwalifikowano do grupy supresorow nowotworu [90]. Rok
pozZniej, przedstawiajac badania nad zrazikowymi rakami sutka, Berx wykazat, ze CDHI moze
odgrywac kluczowa role jako silny supresor inwazji/nowotworu. Odnotowano réwniez, ze
czesciowa lub catkowita utrata ekspresji tego supresora, jest skorelowana ze stopniem
ztosliwosci guza [91].

Produkt biatkowy genu CDH1 u czlowieka nie zawsze jest prawidtowy. Zahamowanie
czynnosci E-kadheryny jest najczesciej nastepstwem mutacji somatycznej, lub skutkiem
hipermetylacji promotora tego genu [92]. Stwierdzono, ze w poréwnaniu do rakoéw zotadka
typu jelitowego, w rozlanych rakach zotadka ekspresja E-kadheryny ulega obnizeniu [93].
Rowniez w rakach zofadka typu mieszanego komponenta rozlana wykazuje nietypowa
ekspresje E-kadheryny.

Wykazano na transgenicznym modelu mysim, ze utrata ekspresji CDH1 jest zwiazana
z przejsciem wysoko zrdznicowanego gruczolaka w inwazyjnego raka, a zwigzana z
mutacjami CDHI utrata funkcji adhezyjnych jest przyczyna, a nie konsekwencja tak
ukierunkowanej progresji nowotworu [94].

Jak wspomniano, E-kadheryna odgrywa najbardziej istotna role w patologii rakdéw
przewodu pokarmowego, czy zrazikowego raka sutka. Przyjmuje si¢, ze obnizona ekspresja

E-kadheryny to zty marker prognostyczny w wielu typach nowotworow ztosliwych:
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uposledzona ekspresja biatka (réwniez zwigzana z hipermetylacjq promotora) jest zwiazana z
wystepowaniem rakéw o agresywnym przebiegu, niezréznicowanych lub stabo
zréznicowanych [95, 96]. W niektérych typach nowotworow E-kadheryna moze byc¢
zastepowana przez N-kadheryne, co wiaze si¢ ze zwigkszeniem stopnia inwazyjnosci
komorek nowotworowych [97].

Mutacje CDH1 sa najczestszymi mutacjami somatycznymi w rozlanych rakach zotadka,
co lokuje je pod wzgledem czestosci wystepowania przed stosunkowo nielicznymi mutacjami
B-kateniny i APC. Przyjmuje sie, Zze do 56% przypadkéw sporadycznych, rozlanych rakéw
zoltadka wykazuje mutacje CDHI [39]. Mutacje rodzinne CDHI wystepuja czeSciej w

niskozréznicowanych rakach zotadka.

Do mutacji E-kadheryny co do ktérych nie ma watpliwosci, ze ich efektem jest powstanie
nieprawidlowo dziatajacego bialtka, zalicza si¢: mutacje skracajace biatko - zwigzane z
pojawieniem si¢ kodonu stop w obrebie ktoregokolwiek z eksondéw, mutacje zmiany ramki
odczytu, oraz mutacje uposledzajace splicing, wystepujace w sasiedztwie lub w obrebie
miejsca donorowo-akceptorowego: AG/GT (AG/GU). W przeciwienstwie do gendéw
kodujacych inne kadheryny, w E-kadherynie miejsca polaczen ekson-intron sg wysoce

konserwatywne [39].

Na podstawie przeprowadzonych badan nad rakiem jelita grubego, uwaza si¢, ze w
tym typie nowotworu nie ma zadnego zwiazku pomiedzy wystepowaniem mutacji CDH1 a

obnizeniem ekspresji kodowanego przez ten gen biatka [98].

Poza mutacjami, istnieje kilka molekularnych mechanizméw inaktywacji E-kadheryny.
Oproécz hipermetylacji promotora, wystepuje réwniez inaktywacja na drodze interakcji ze
Snail (represora transkrypgji), ujemnej, postranslacyjnej regulacji poziomu biatka poprzez
fosforylacje katenin, badz poprzez zwiazanag ze szlakiem receptora kinaz tyrozynowych
degradacje E-kadheryny na drodze endocytozy [39].

W tym roku doniesiono o kolejnej mozliwosci — po raz pierwszy opisano w raku zotadka
inaktywacje drugiego allela u cztonkow rodziny HDGC poprzez delecje, ktdra zaszta w guzie,

wewnatrz sekwencji kodujacej CDH1 [99]. Nalezy wspomnie(, iz inaktywacja
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natywnego allela CDHI1 spowodowana zjawiskiem utraty heterozygotycznosci byla
opisywana do tej pory w wielu typach nowotwordéw, miedzy innymi w raku sutka, czy raku
pecherza moczowego. Jednak w rozlanych rakach zoladka mechanizm ten wystepuje
niezwykle rzadko i jest zastgpiony hipermetylacja regionu promotorowego E-kadheryny.

Transkrypcja mysiej E-kadheryny jest pod kontrolg silnego represora Snail (homologa
SNAI1 u Drosophila, czynnika transkrypcyjnego z motywem palca cynkowego), ktory
oddziatywuje na promotor mysiej E-kadheryny. Tak wiec, zaburzenia w dziataniu represora
Snail moga przyczyniac¢ sie do zaburzen ekspresji E-kadheryny [100]. W obrebie regionu
promotorowego CDH1 wystepuja trzy sekwencje typu E-box, wspodtdzialajace w procesie
obnizania poziomu ekspresji CDHI1 przez Snail [101]. Zwigzana z nieprawidiowym
dziataniem Snail utrata ekspresji E-kadheryny byta obserwowana w wielu epitelialnych mysich
liniach komdrkowych, gdzie odnotowano wysoka ekspresje mRNA Snail, przy jednoczesnie
zredukowanej ekspresji E-kadheryny. Nalezy zaznaczy¢, ze te linie komdrkowe
charakteryzowaly sie wysoka inwazyjnoscia oraz skfonnoscia do tworzenia przerzutow, gdy
tymczasem w liniach gdzie komdrki zachowywaly sie ,fagodnie” poziomy ekspresji Snail
oraz E-kadheryny byly prawidtowe [100]. Dodatkowo zaobserwowano, ze redukcja poziomu
Snail wplywa na odtwarzanie mRNA oraz biatka E-kadheryny [101].

Poza rakiem zotadka ujemna regulacje poziomu E-kadheryny oraz towarzyszacych
katenin obserwowano w wielu nowotworach ztosliwych. W komérkach czerniaka, indukcja
endoteliny-1 za pomoca promieniowania UV, poprzez jej receptor ETRB, prowadzi to do
kaskadowej aktywacji kaspazy-8, nie kierujac jednak komorki na szlak apoptozy. Endotelina-
1 odpowiada réwniez za tworzenie przejsciowych komplekséw kaspazy-8 z E-kadheryna i
kateninami. Ten szlak biochemiczny uwidacznia kolejny mechanizm rozwoju nowotworu
zlosliwego na drodze inaktywacji E-kadheryny [102].

W raku jelita grubego wystepuje bardzo ciekawy mechanizm akceleracji zdolnosci
migracyjnych komorek nowotworowych, w ktoéry zaangazowane jest nieprawidtowo skrocone
biatko APC, oddzialywujace na potaczenia komorkowe, za ktore odpowiada E-kadheryna.
Nadekspresja ASEF (APC-Stimulated G nucleotide exchange factor) powoduje redukgje
adhezji miedzykomodrkowej [103].
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E-kadheryna odgrywa réwniez wazna role w infekcji zwigzanej z zanieczyszczeniem
zywnosci pateczka Listeria monocytogenes. Wytwarza ona patogen internaling, ktora
oddzialywuje z receptorem infekowanej przez bakterie komdrki ludzkiego epitelium. Tym
receptorem komorki gospodarza, ktdry wchodzi w interakcje z internalina, umozliwiajac

bakterii inwazjg, jest wiasnie E-kadheryna [104].

Gen CDH1

Kodujacy E-kadheryne gen CDHI1 zostat po raz pierwszy sklonowany w 1997 roku.
Stwierdzono, ze struktura tego genu bardzo przypomina inne kadheryny i jest on wysoce
konserwatywny ewolucyjnie, wykazano duze podobienstwo sekwencji CDH1 do kurzego L-
CAM. W przypadku mysiej E-kadheryny podobienstwo do ludzkiej uwomoruliny, zaréwno
sekwencji nukleotydowej, jak aminokwasowej, wynosito 80% [105]. U cztowieka CDH]1 jest
genem charakteryzujacym si¢ wystepowaniem wielu polimorfizméw [106].

CDH]1 znajduje si¢ na dtuzszym ramieniu chromosomu 16-go, w locus 16g22.1. Jest on
ztozony z 16 eksonow, obejmujacych wraz z pigtnastoma fragmentami intronowymi ok. 100
kb genomowego DNA.

Gen ten zawiera 2,6 kb sekwencji kodujacej biatko E-kadheryne [39]. Sekwencja
kodujaca to stosunkowo krotkie eksony (115-2245 bp) i ogromnie zroznicowane pod
wzgledem diugosci sekwencje intronowe: gdzie najkrotszy intron 4 sktada sie z 120 bp,

natomiast olbrzymi intron 2 ma az 65 kb dtugosci [107].

W ponizszej tabeli przedstawiono informacje o dlugosci poszczegdlnych eksondéw

CDH1:
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EKSON DLUGOSC (bp)
1 171
2 115
3 224
4 144
5 156
6 145
7 176
8 129
9 183

10 245
11 146
12 225
13 228
14 131
15 144
16 2245

Tab. 2: Dtugosci (bp) poszczegdlnych eksonow genu CDHI.

Najdtuzszy, bo zawierajacy 2269 bp ekson 16 CDHI1, prawie wylacznie koduje
niezwykle diugi, nie podlegajacy translacji region na koncu 3’. Obszary poly(T) i poly(A)
wzdluz tego regionu moga by¢ bardzo podatne na wystepowanie bltedoéw replikacyjnych,
ktore wptywaja na mRNA E-kadheryny, zaburzajac drugorzedowq strukture oraz wpltywajac

negatywnie na stabilnos¢ tego biatka.

W CDH1 - jak przystalo na gen supresorowy, do wylaczenia genu, czego efektem jest
karcynogeneza, musi dojs¢ na obydwoch allelach, zgodnie z hipoteza ,, two hits” Knudson’a.
Ponizej przedstawiono ,,dzika” sekwencje genu CDHI: na podstawie sekwencji mRNA genu

CDH1 nr Z13009 z banku genow NCBI/OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

agtggcgtcg
gctccagccc
agccatgggc
ttggctctgce
cacggtgccc
ttgcaccggt
agatggtgtg
ggtctacgcc
ggggcaccac
gctcacattt
tcccatcagce
atccaacaaa
accccctgtt
tctggataga
gaatgcagtt
gcccgaattce
ctctgtgatg
catcgcttac
taacaggaac
tacgtatacc
aacagctgtg
gtacaagggt
tgatgctgat
tggtggacaa
aaagggcttg
ggtacctttt
tgtgaatgaa
tggcgtggge
gaaaataaca
tggtgccatt
cacgtacaca
gacacttctg
tatattcttc
tcctcccaat

cattcagtac

ggtgggtgac

gaactgcaaa
ggcccgaccce
ccttggagcc
caggagccgg
cggcgccacce
cgacaaagga
attacagtca
tgggactcca
caccgccccce
cccaactcct
tgcccagaaa
gacaaagaag
ggtgtcttta
gaacgcattg
gaggatccaa
acccaggagg
gaggtcacag
accatcctca
acaggagtca
ctggtggttc
atcacagtca
caggtgcctg
gcccccaata
tttgtcgtca
gattttgagg
gaggtctctc
gcccccatcet
caggaaatca
tatcggattt
tccactcggg
gccctaatca
ctgatcctgt
tgtgagagga
acatctccct
aacgacccaa

tacaaaatca

gcacctgtga
gaccgcaccc
gcagcctctc
agccctgcca
tggagagagg
cagcctattt
aaaggcctct
cctacagaaa
cgccccatca
ctcctggcect
atgaaaaagg
gcaaggtttt
ttattgaaag
ccacatacac
tggagatttt
tctttaaggg
ccacagacgc
gccaagatcc
tcagtgtggt
aagctgctga
ctgacaccaa
agaacgaggc
ccccagcegtg
ccacaaatcc
ccaagcagca
tcaccacctc
ttgtgcctce
catcctacac
ggagagacac
ctgagctgga
tagctacaga
ctgatgtgaa
atccaaagcc
tcacagcaga
cccaagaatc

atctcaagct

gcttgcggaa
ggcgcctgcece
ggcgcetgcetg
ccctggettt
ccgcgtecctg
ttccctecgac
acggtttcat
gttttccacc
ggcctcegtt
cagaagacag
cccatttcct
ctacagcatc
agaaacagga
tctcttctet
gatcacggta
gtctgtcatg
ggacgatgat
tgagctccct
caccactggg
ccttcaaggt
cgataatcct
taacgtcgta
ggaggctgta
agtgaacaac
gtacattcta
cacagccacc
tgaaaagaga
tgcccaggag
tgccaactgg
cagggaggat
caatggttct
tgacaacgcc
tcaggtcata
actaacacac
tatcattttg

catggataac

gtcagttcag
ctcgctecggce
ctgctgctgce
gacgccgaga
ggcagagtga
acccgattca
aacccacaga
aaagtcacgc
tctggaatcc
aagagagact
aaaaacctgg
actggccaag
tggctgaagg
cacgctgtgt
accgatcaga
gaaggtgctc
gtgaacacct
gacaaaaata
ctggaccgag
gaggggttaa
ccgatcttca
atcaccacac
tacaccatat
gatggcattt
cacgtagcag
gtcaccgtgg
gtggaagtgt
ccagacacat
ctggagatta
tttgagcacg
ccagttgcta
cccataccag
aacatcattg
ggggcgagtg
aagccaaaga

cagaataaag

actccagccc
gtcccecggcec
aggtctcctc
gctacacgtt
attttgaaga
aagtgggcac
tccatttctt
tgaatacagt
aagcagaatt
gggttattcc
ttcagatcaa
gagctgacac
tgacagagcc
catccaacgg
atgacaacaa
ttccaggaac
acaatgccgce
tgttcaccat
agagtttccc
gcacaacagc
atcccaccac
tgaaagtgac
tgaatgatga
tgaaaacagc
tgacgaatgt
atgtgctgga
ccgaggactt
ttatggaaca
atccggacac
tgaagaacag
ctggaacagg
aacctcgaac
atgcagacct
ccaactggac
tggccttaga

accaagtgac
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2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

caccttagag
gcctgtcgaa
tttgctaatt
gcccttactg
aggcggagaa
gcctgaagtg
ccgccctgec
tactgacccc
ttccgaagcet
tgactacttg
cgaggacgac
aaatcacgtt
aaagagactg
aataagtttg
actctttaca
ctttagcatc
ttttaaaaag
ttaaaaaaaa
ttttttttta
agctcactgc
agctgggacc
gtctccctgt
ggcctcccag
ccctgceccatt
gatcatagct
ttttattttt
gcctcaagca
tgtgcccagce
agataggagt
ttgtctggcc
tttcatctcc
gtgtgttcat
tagtgcctaa
ggcaggagag
gtgggtctac
tgacacaaga

atgtctacag

gtcagcgtgt
gcaggattgc
ctgattctgce
cccccagagyg
gaggaccagg
actcgtaacg
aatcccgatg
acagccccgce
gctagtctga
aacgaatggg
taggggactc
gctggtggtt
gttagtgatg
tgttagaaaa
tggtggtgat
agaaggttca
aaggggagaa
tttgtgtgct
agacagggtc
agccttgtcce
acaggcatgc
gttacccagg
agtattggga
ttttaagaga
cactgtaacc
ttgtacagat
atccttctge
ctccatgttt
tctctgatgce
acatcttgac
tgagtatgta
taatgtttat
agtgctgcag
cttgtcattg
ctcatctctg
tccgtggttt

aaaatgctgg

gtgactgtga
aaattcctgce
tgctcttgcect
atgacacccg
actttgactt
acgttgcacc
aaattggaaa
cttatgattc
gctccctgaa
gcaatcgctt
gagagaggcg
tttcagctcc
cagttagtat
gtttcgactt
gtccaaaaga
cccagcacct
gtcagctact
tctgctcatt
tcattctatc
tcccaggctce
accactacgc
ctggtctcaa
ttacagacat
cagtttcgcet
tcaaactctg
ggggtcttgce
cttggccccce
taatatcaac
agaaattatt
taggtattgt
acttgcaatg
ttagctctga
ccaaagacag
agcctggcaa
aaaattctgg
gtactcaaag

ctgagctgaa

aggggccgece
cattctgggg
gtttcttcgg
ggacaacgtt
gagccagctg
aaccctcatg
ttttattgat
tctgctcgtg
ctcctcagag
caagaagctg
ggccccagac
cttcccttga
agctttatac
atttcttaaa
tacccaaatt
tgcagatttt
ctagttctgt
actacactgg
ggccaggctg
aagctatcct
atgactaatt
actcctgggce
gagccactgc
ccatcgccca
gggctcaagc
tatgttgccc
caaagtgctg
tctcactcct
gggctctttt
ctactctgaa
ggcagctatc
agcaagagtg
agcggaacta
tttagcaaac
aaggaatgga
cccagaatcc

cacatttgcc

ggcgtctgta
attcttggag
aggagagcgg
tattactatg
cacaggggcc
agtgtccccc
gaaaatctga
tttgactatg
tcagacaaag
gctgacatgt
ccatgtgctg
gatgagtttc
tctctccact
gctttttttt
ttaatattcc
cttaaggaat
tgttttgtgt
tgtgtccctc
gagtgcagtg
tgcacctcag
ttttaaatat
tcaagtgatc
acctgcccag
ggcctgggat
agttctccca
aagctggtct
ggattgtggg
gaattcagtt
agggtaagaa
gacctttaat
cagtgacttg
atatactcca
tgaaaagtgg
tgatgctgag
ggagtctcaa
ccaagtgcct

caattccagg

ggaaggcaca
gaattcttgc
tggtcaaaga
atgaagaagg
tggacgctcg
ggtatcttcc
aagcggctga
aaggaagcgg
accaggacta
acggaggcgg
ggaaatgcag
tggggaaaaa
ttatagctct
ttttcccatce
agaagaacaa
tttgtctcac
atataatttt
tgcctttttt
gtgcaatcac
cctcccaagt
ttgagacggg
ctcccatcett
ctccccaact
gcagtgatgt
ccagcctcecct
taaactcctg
catgagctgc
gctttgccca
gtttgtgtct
ggcttccctce
ttctgagtaa
ggacttagaa
gcttggagat
gatgattgag
catgtgtttc
gcttttgatg

tgtgcacaga
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4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

aaaccgagaa
aaagggggtt
taaatgtgaa
gtttctcaag
atttttcggce
ttgagtgtat

aaacaattca

tattcaaaat
agttgagggg
tttcaacttt
tgttttggag
agttcaagct
acatgtgtgg

agctgagaaa

tccaaatttt
tagggggtag
tgacaatcaa
aaaaaaatca
atatcgaata
gtgctgataa

agtattctca

ttcttaggag
tgaggatctt
agaaaagact
accctgcaat
tagttctgtg
ttgtgtattt

aagatgcatt

caagaagaaa
gatttggatc
tttgttgaaa
cactttttgg
tagagaatgt
tctttggggg

tttataaatt

atgtggccct
tctttttatt
tagctttact
aattgtcttg
cactgtagtt
tggaaaagga

ttattaaaca

4801 attttgttaa accat aaaaa aaaaaaaa

Mutacje germinalne CDH1

Opisano kilka dziedzicznych zespotow genetycznych, zwigzanych z predyspozycja do
zachorowan na raka zotadka. Z pewnoscia, jednym z najbardziej spektakularnych przyktadow
jest analiza zachorowan w rodzinie Napoleona Bonaparte [108].

Zrédta podaja, ze nie wigcej niz 3% rakéw zotadka moze mieé podtoze dziedziczne [95].
Wsrdd nich az %4 jest zwigzana z mutacjami germinalnymi w obrebie genu CDH1 [109].

Do tej pory opisano wiele interesujacych przypadkow dziedzicznej predyspozycji w
kierunku raka zotadka, zwiazanych z zespolem HDGC, gdzie wykazano mutacje linii
germinalnej, ktore uposledzajq prace biatka E-kadheryny. W literaturze opisano dotychczas 45
réznych mutacji germinalnych CDH1 u ponad 100 rodzin na caltym $wiecie. Zwykle sa one
zwiazane ze skrdceniem produktu biatkowego, najczesciej domeny sygnatowej [110].
Interesujacym jest fakt, ze w sporadycznych rakach Zzotadka tego typu mutacje nie wystepuja
[111].

HDGC jest to zespot autosomalnie-dominujacy [39]. Zgodnie z mendlowskimi regutami
dziedziczenia istnieje 50% prawdopodobienstwa, iz poszczegdlni cztonkowie rodziny HDGC
odziedzicza germinalng mutacje E-kadheryny. Przyjmuje sie, ze mutacje CDH1 w rodzinach
spelniajacych kryteria HDGC sa w 80% mutacjami, ktdrych efektem jest skrocone biatko [112].
Penetracja tego genu w rodzinach HDGC wynosi 80%, a przecigtny wiek wystapienia raka

zotadka to 37 lat [113]. Najmtodszy zgon odnotowano w rodzinach

34



HDGC w wieku 14 lat, sredni wiek zgonéw wynosi 40 lat i jest on znacznie nizszy, niz w
przypadku sporadycznych rakéw zotadka [114].

Odziedziczenie mutacji CDH1 zwiazanej z wystepowaniem nieprawidlowego biatka
nie jest jednak wyznacznikiem zachorowania na raka zotadka, ale $wiadczy o predyspozydji
w kierunku tej choroby. Huntsman podaje, ze rozlany rak zotadka rozwija si¢ u % nosicieli
mutacji w genie CDH1 [115]. Predyspozycja ta charakteryzuje si¢ efektem kumulatywnym, dla
przyktadu: w wieku 50-ciu lat istnieje 21% ryzyka, ze u mezczyzny rozwinie si¢ rak zoladka,
u kobiety prawdopodobienstwo w tym wieku jest znacznie wyzsze i wynosi 46%.
Analogicznie, w wieku 80-ciu lat wynosi ono u mezczyzn ok. 67%, u kobiet zas 83% [110, 116].
Ponadto, u kobiet z zespolem HDGC istnieje 20-40% ryzyko wystapienia zrazikowego raka
sutka w ciggu catego zycia [117]. Oprocz zrazikowych rakow sutka mutacje germinalne CDH1
wiaze sie rowniez z wystepowaniem w rodzinach HDGC rakéw jelita grubego i prostaty [118].

Mutacje germinalne w genie CDHI1 po raz pierwszy opisano na przykladach kilku
rodzin maoryskich, w ktérych w kolejnych pokoleniach wystepowaly rozlane raki zoladka w
mlodym wieku. Do poczatku 2005 roku podobnych rodzin na calym swiecie zidentyfikowano
do tej pory 102, jednak na biezaco pojawiaja si¢ coraz to nowe doniesienia o kolejnych
rodzinach i wariantach allelicznych genu. Czlonkom rodziny, ktdrzy mimo, zZe jeszcze nie
chorowali, a charakteryzuja si¢ mutacjami blokujacymi prawidtowa prace biatka E-kadheryny,
proponuje sie profilaktyczng, catkowita gastrektomie [113].

Mutacje germinalne w obrebie CDHI, zwiazane z rodzinnymi zachorowaniami na
rozlanego raka zotadka, opisat po raz pierwszy w 1998 roku Guilford. Wykazat on mutacje
tego genu u trzech rodzin maoryskich z Nowej Zelandii obciazonych rozlanymi rakiem
zoladka. Byly to raki pojawiajace si¢ przed 40-stym rokiem zycia, nisko zroéznicowane,
zaawansowane w momencie wykrycia. W jednej z rodzin opisano mutacje zwigzang z
podstawieniem G->T w eksonie 7, w miejscu bedacym donorem splicingu, co prowadzilo do
powstania skroconego, nieprawidlowego transkryptu biatkowego. W kolejnych dwdch
przypadkach odnotowano odpowiednio pojawienie si¢ kodonu stop w srodku eksonu 13 oraz

mutacje zwigzang z przesunieciem ramki odczytu w eksonie 15. Badania te po raz
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pierwszy dowiodly zwiazku wystepowania rozlanych, dziedzicznych rakow zotadka z

mutacjami w obrebie genu CDH1 [119].
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Rys. 4: Drzewo genealogiczne rodziny maoryskiej z wystepujacym rozlanym rakiem zotadka u podtoza

ktérego wystepowata mutacja w genie CDHI wg Guilford et al. [119].

Zaledwie miesiac pdzniej opublikowano pierwsze europejskie wyniki badan nad
dziedzicznymi mutacjami w genie E-kadheryny, gdzie wykazano kolejne mutacje germinalne
CDH1. Badania przeprowadzily wspolnie dwie grupy z Wielkiej Brytanii i Portugalii.
Przeanalizowano przypadki rakoéw zotadka u 18-stu europejskich rodzin [120].

W 1999 roku wykazano bezposredni zwigzek mutacji w CDH1 z predyspozycja do
wystepowaniem rozlanego raka zotadka oraz rakow jelita grubego. Badania te dotyczyty 8
irlandzkich i brytyjskich rodzin z rozlanymi rakami zotadka. Kryteria doboru byly

nastepujace:
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1. W rodzinie wystepowaly co najmniej 2 rozlane raki zotadka u krewnych pierwszego

stopnia, a co najmniej jeden z nich zachorowal ponizej 50-go roku zZycia.

2. Lub przypadki wystepowania w rodzinie co najmniej trzech zachorowan na raka

zotadka, bez wzgledu na wiek.

Z osmiu rodzin, u dwdch (25%) zidentyfikowano nie opisywane wczesniej mutacje
germinalne. Pierwsza z nich typu nonsens dotyczyla angielskiej rodziny, w ktorej w kolejnych
pokoleniach rak zotadka byt zdiagnozowany u poszczegdlnych w wieku: 27, 50 i 38 lat. Zmiana
dotyczyta tranzycji G->A, w 59 nukleotydzie w eksonie 2, co powodowalo zamiane trypsyny
(20) na kodon stop. U nastepnej rodziny, gdzie wykryto germinalng mutacje typu splice-site
zwigzang z tranzycja A->G w miejscu akceptorowym splicingu w pozycji EX2-2 a ekson
koniczyt sie na 49 nukleotydzie. Efektem obu mutacji byto wigec powstawanie nieprawidtowo
skroconej E-kadheryny, a skrdécenie biatka zachodzilo w obrebie domeny peptydu
sygnalowego, ktora jest odcinana od strony N-terminalnej dojrzatego biatka. W jednej z rodzin
opisano rowniez zjawisko niepelnej penetracji genu oraz rozwdj w wieku 30 lat raka jelita
grubego u nosiciela mutacji. Badania te nie tylko wykazaly, ze dziedziczne wystepowanie
mutacji CDHI nie jest jedynie ograniczone do populacji maoryskiej, udowodnity, ze
germinalne mutacje CDHI1 moga mie¢ zwiazek z wczesnie wystepujacymi rakami jelita
grubego. Rzucily tez nowe $wiatlo na czestos¢ wystepowania germinalnych mutacji tego genu
w rodzinach HDGC, ktéra wynosi 25% [121]. Nieco wigkszy odsetek mutacji w rodzinach
HDGC wykazali w badaniach z 2002 roku Portugalczycy. Przeanalizowano 11 rodzin
obcigzonych rakami zotadka. U 34,6% rodzin HDGC znaleziono mutacje germinalne CDH1
[122].

Przeprowadzone w Korei badania nad rakiem Zzotadka, ktory jest w tym kraju
najczesciej wystepujacym nowotworem, pozwolily oszacowac¢ odsetek mutacji germinalnych
CDH]1 u koreanskich rodzin z HDGC, ktéry wynosit az 40% [123].

Odpowiedzia australijskich badaczy na te wyniki byly rozszerzone badania Guilforda
nad kolejnymi rodzinami wykazujacymi predyspozycje w kierunku rozlanego raka zotadka.

Analizowano mutacje germinalne CDH1 u pigciu takich rodzin, oraz u jednej rodziny z
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rozlanymi rakami zofadka i wczesnie wystepujacymi rakami sutka. We wszystkich szesciu
przypadkach wykazano obecno$¢ mutacji wplywajacej negatywnie na biatko, wszystkie
mutacje byly heterozygotami. Nie wykazano zadnych ,goracych miejsc” wystegpowania
mutacji [124].

Spowodowane réznymi szacunkami zamieszanie w ocenie odsetka mutacji CDH1 w
rodzinach HDGC postanowita uporzadkowac wiodaca w tych badaniach grupa z Portugalii.
Wedtug tych badaczy, rodziny, w ktorych wystepuje rozlany rak zofadka to zarowno
spetniajace Sciste kryteria rodziny HDGC, ktorych do tej pory zidentyfikowano 102, oraz
rodziny FDGC, ktdre nie spetniajg ostrych kryteriow Konsorcjum IGCLC (International Gastric
Cancer Linkage Consortium) - jest ich 87 na calym swiecie. Odsetek wykrytych mutacji CDH1 w

obu tych grupach wynosi odpowiednio: 25-40% i 8,0% [112].

W 2001 roku grupy badawcze z Kanady i Portugalii zaproponowaty algorytm
postepowania w przypadku wykrycia u pacjenta mutacji germinalnej w obrebie CDHI.
Algorytm ten uwzglednial wstepne badania przesiewowe, dokltadng analize mutacji w genie,
analize histopatologiczna wycinkéw blony $luzowej oraz postepowanie chirurgiczne
zwigzane z profilaktyczna gastrektomia u miodych oséb, u ktérych wykryto mutacje
manifestujaca sie¢ fenotypowo ,kikutem biatkowym” E-kadheryny. Zgodnie z tymi
wytycznymi rutynowa diagnostyke endoskopowa proponuje si¢ tym pacjentom co 6-12
miesiecy, bez wzgledu na wiek, poczawszy od momentu wykrycia mutacji, badz w wieku o 5-
10 lat nizszym, niz najmlodsze dotychczasowe zachorowanie w rodzinie [125].
Potwierdzeniem celowosci wykonania tak powaznego zabiegu, jakim jest calkowita
gastrektomia, u mtodych nosicieli mutacji, byto odnajdywanie u wszystkich oséb poddanych
profilaktycznej gastrektomii, drobnych skupisk komorek sygnetowatych rozrzuconych na
obszarze catego zotadka [115]. Liczba tego typu ognisk nie przekracza zazwyczaj 200 u jednej
osoby [39]. Informacja ta jest bardzo wazna zaréwno dla lekarzy, jak i dotknietych mutacja
czlonkow rodzin: wielokrotnie bowiem pojawialy sie doniesienia o falszywie negatywnych
wynikach badania endoskopowego u nosicieli mutacji. W 2001 roku Chun opisal rodzing z
bardzo silnie udokumentowana historia zachorowan na raka zoladka o rozlanym typie

histologicznym, u ktorej wykryto mutacje germinalna w pozycji 1558, gdzie wystepowata
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insercja C - co powodowato oczywiscie przesuniecie ramki odczytu. Wszystkie pie¢ osob, u
ktorych wykryto mutacje poddano badaniom endoskopowym, ktore nie wykazaly
jakichkolwiek zmian zwigzanych z nowotworzeniem, zarowno w obrazie makroskopowym,
jak i w przypadku pobranych do analizy histopatologicznej wycinkow. Pomimo tego, wszyscy
nosiciele mutacji w rodzinie zostali poddani profilaktycznej gastrektomii. Usuniete tkanki
bardzo dokladnie przebadano. U wszystkich osob poddanych gastrektomii, pomimo nie
budzacego niepokoju wyniku badania endoskopowego, w wielu obszarach zotadka
odnaleziono skupiska komorek sygnetowatych w obrebie btony $luzowej [126]. Analogiczne

sytuacje byly od tej pory czesto opisywane.

Kolejnym krokiem naprzéd w badaniach mutacji genu E-kadheryny ws$réd rodzin
obciazonych rakami zoladka sa najnowsze badania International Gastric Cancer Linkage
Consortium, ktorego trzon tworza naukowcy z Kanady i Portugalii. Na ich podstawie
opublikowano doniesienie o kolejnej grupie rodzin, dla ktérej Konsorcjum rekomenduje
bardzo silne wskazania do analizy mutacji w genie CDH1. Sa to rodziny z wystepujacymi u
ich cztonkdéw rakami zotadka, réwniez typu jelitowego, w skrdcie okreslane jako rodziny FGC
(HGC). Rodziny te byly kwalifikowane do badan na podstawie wystepowania wsrdd ich
czlonkow co najmniej jednego rozlanego raka zotadka ponizej 50-go roku zycia. Pozostate raki
zoladka pod wzgledem histologicznym byly typu jelitowego. Wykonano analize mutagcji
CDHI1 u 42 takich rodzin. Odsetek znalezionych mutacji CDH1 w rodzinach FGC byt
niespodziewanie wysoki i wynosit 48%. Zaréwno w rodzinach FGC z mutacjami
germinalnymi E-kadheryny, jak i w rodzinach nie wykazujacych mutacji obserwowano
przypadki zrazikowych rakéw sutka. Wskazuje to na koniecznos¢ poszukiwan innych genéw

mogacych mie¢ zwiazek z wystepowaniem rakow zotadka czy sutka w rodzinach HGC [127].
Mutacje CDH1 w sporadycznych rakach Zotadka

Szacuje sig, ze do 56% przypadkow sporadycznych, rozlanych rakow zotadka wykazuje

mutacje w obrebie E-kadheryny [39].
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W 1998 roku zespot Berx’a opisat 69 mutacji somatycznych genu CDHI. Wsrod nich
zaledwie kilka dotyczylo mutacji zmiany sensu, natomiast wiekszo$¢ byta mutacjami typu
splice-site oraz powodujacymi skrocenie biatka insercjami, delecjami czy mutacjami typu
nonsens. Gtéwna réznica pomiedzy typami mutacji w rozlanych rakach zotadka, a zmianami
w zrazikowych rakach sutka bylo wystepowanie w tych rakach dwéch réznych typéw zmian
— odpowiednio: zmian zwigzanych z zaburzeniami splicingu w rozlanych rakach zotadka oraz
mutacji powodujacych powstanie kikuta biatkowego w zrazikowych rakach sutka, czemu
czesto towarzyszylo zjawisko utraty heterozygotycznosci [111].

Zaobserwowano, ze charakterystyczne dla mutacji germinalnych CDHI mutacje
zwigzane z powstaniem nie funkcjonalnego kikuta biatkowego (najczesciej w obrebie domeny

sygnalowej) w sporadycznych rakach zotadka nie wystepuja [111].

Hipermetylacja regionu CpG promotora CDH1

Wsrdd wielu mechanizmow molekularnych powodujacych nieprawidtowosci dziatania
E-kadheryny, nalezy wymienic¢ najczestszy sposob inaktywacji genu CDH1 w rakach zotadka
- poprzez metylacje jego promotora. Hipermetylacja regionow CpG w obrebie fragmentdéw
genow, gdzie w warunkach fizjologicznych metylacja nie zachodzi, wiaze si¢ utratg
transkrypcji [128]. Hipermetylacja promotorow odgrywa bardzo wazna role jako dodatkowa
droga regulacji ekspresji, alternatywna do zaburzen zwigzanych z inaktywacja genow,
zwiazana na przyklad z negatywnym wplywem mutacji.

Metylacja cytozyn w obrebie wysp CpG jest czesto obserwowana jako zjawisko
tizjologiczne, w tak powszechnych mechanizmach epigenetycznych, jak inaktywacja
chromosomu X, czy procesach zwigzanych ze starzeniem [129, 130].

Zmiana profilu metylacyjnego DNA jest efektem szerokiego spektrum zaburzen
epigenetycznych, zachodzacych w procesie nowotworzenia. Zaréowno hipometylacja w
obrebie genomu, jak i selektywna hipermetylacja sekwencji DNA sa bardzo czestym
zjawiskiem w wielu typach nowotworow. Hipermetylacja promotoréw zachodzi szczegdlnie
czesto w obrebie gendéw takich jak: CDH1, p16, p15, p14, p73, APC, BRCA1, hMLH1, GSTP]I,

MGMT, TIMP3 oraz DAPK [131]. W obrebie poszczegdlnych typéw nowotworow wystepuja
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unikalne, charakterystyczne wzory i kombinacje metylacji promotoréw poszczegdlnych
genow, a czes¢ genow jest hipermetylowana swoiscie dla okreslonych typéw raka [131].

Rak zotadka jest jednym z nowotwordow, ktore wykazuja wysoka czestos¢
nieprawidlowej metylacji wysp CpG w obrebie bardzo wielu genow. Hipermetylacja
promotora CDHI jest postrzegana jako kluczowy etap w procesie karcynogenezy w nisko
zréznicowanych, rozlanych rakach Zzotadka [39].

Nalezy wspomnie¢, ze ten epigenetyczny mechanizm wylaczania genu moze by¢
procesem odwracalnym [132]. Poniewaz przypuszcza sie, ze hipermetylacja promotora genu
kodujacego E-kadheryne jest kluczowym etapem karcynogenezy w nisko zroznicowanych,
rozlanych rakach zotadka, duze nadzieje wigze si¢ z badaniami nad czynnikami
demetylujacymi, jako potencjalnymi czynnikami anty-nowotworowymi [39].

Dopiero w 2000 roku zwrocono uwage, ze pacjenci z mutacjami germinalnymi CDH1,
pod wzgledem ktdérych byli heterozygotami, zapadaja na raka zotadka, pomimo, ze nie
wystepuje u nich utrata heterozygotycznosci w guzach. Obserwacja ta sklonita badaczy do
poszukiwania alternatywnej drogi inaktywacji genu, wykazujac obecnos¢ metylacji w obrebie
jego promotora w 3 z 6 badanych rakéw [133]. Na tej podstawie wysunieto przypuszczenie, ze
metylacja promotora genu E-kadheryny moze by¢ ,drugim uderzeniem” w procesie rozwoju
nowotworu, ktére wytacza drugi allel zgodnie z hipoteza Knudson’a [47].

W badaniach nad rakiem zoladka wykazano, ze poziom hipermetylacji promotoréw
genow pl6 i tMLH1 systematycznie wzrasta wraz z przemianami w obrebie przechodzenia od
stanu przewleklego zapalenia btony sluzowej poprzez metaplazje, w kierunku gruczolakéw i
rakow zoladka, co ciekawe, promotory tych gendw na etapie zapalenia btony sluzowej zotadka
nie s3 w ogole zmetylowane. Wyniki te sugeruja, ze metylacja w obrebie regionow
promotorow niektérych gendw pojawia si¢ na stosunkowo wczesnych etapach
nowotworzenia, wykazujac w kolejnych etapach tego procesu tendencje do nasilania sie i

kumulagcji [134].
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Rys. 5: Mapa metylacji CpG w obrebie promotora CDH1 wg Machado et al. [135].

Graziano i Guilford szacuja, ze odsetek metylacji moze wahac sig¢, pomiedzy 40-80%
przypadkow [39]. Wedlug portugalskich badaczy, 56% rozlanych rakéw Zotadka wykazuje
zjawisko hipermetylacji promotora CDH1 [135]. W badaniach nad réwnolegta hipermetylacja
promotorow kilku istotnych w karcynogenezie raka zotadka gendéw, w tym gendw
mutatorowych oraz CDH1, ta sama grupa badawcza donosi o hipermetylacji promotora CDH1
w 51% wszystkich badanych sporadycznych rakach zotadka. W badaniach tych wykazano
rowniez zalezno$¢ pomiedzy fenotypem MSI wysokiego stopnia czy diploidig komdrek raka,
a rownolegta hipermetylacja badanych genow [133]. Portugalskie badania przynosza jeszcze
jedna, bardzo interesujaca informacje: 66,7% rozlanych rakow zotadka wykazujacych mutacje
charakteryzowato si¢ hipermetylacja wyspy CpG promotora E-kadheryny [136].

Doniesienia Wheeler’a przynosza nieco inny szacunek: 46% sporadycznych rakow
zoladka wykazywato hipermetylacje promotora CDHI [137, 138]. W populacji japonskiej
wynik ten byt nieco wyzszy i wynosit 52% [139].

Uwaza sig, Ze hipermetylacja promotora CDH1 w rozlanych rakach zotadka wiaze sig z
niekorzystnym rokowaniem: ws$rdd pacjentow, u ktérych usunieto nowotwdr, ktory

przerzutowat do okolicznych wezléw chionnych, az 67% pacjentow nie wykazujacych
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hipermetylacji promotora CDHI1 przezylo ponad 5 lat. W przypadku pacjentow =z
nieprawidlowo zmetylowanym promotorem ponad piecioletnie przezycie zaobserwowano

jedynie u 35% chorych [140].

W szerokim spektrum nowotwordéw ztosliwych u czlowieka, zaburzenia metylagji
promotorow wystepuja bardzo czesto, co jest najczesciej zwiazane z utrata ekspresji genu. Jest
to najpowszechniejsza przyczyna inaktywacji genu CDH1 i poza rakami zotadka zostala
opisana w wielu typach nowotworow [92, 141, 142]. Kluczowa role metylacji promotora E-
kadheryny zaobserwowano w obrebie szlaku karcynogenezy raka jelita grubego. Przypuszcza
sig, ze ten epigenetyczny mechanizm inaktywacji E-kadheryny bezposrednio wiaze si¢ w rakach
jelita grubego z rozwojem nowotworu oraz z przejsciem od przewleklego stanu zapalnego w
kierunku raka. Z tego powodu metylacja promotora CDH1 jest uwazana za biomarker rozwoju

raka u pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego [143].

Jak wspomniano, hipermetylacja promotora CDH1 wystepuje rowniez w innych rakach,
jak rak sutka, watroby, pecherza moczowego czy jajnika [144, 145]. W raku jajnika wykazano
hipermetylacje promotora CDH1 w 21% przypadkow [146]. Bardzo podobny odsetek metylacji
promotora tego genu obserwowano w przypadku raka pecherza moczowego [147]. W rakach
watroby donoszono o 33% hipermetylowanych przypadkow [148].

Interesujace doniesienie na temat metylacji promotora CDHI1 w raku krtani i jego
przerzutach opublikowal 2 lata temu polsko-niemiecki zespol, w ktérego skiad wchodzili
badacze z Akademii Medycznej we Wroctawiu. W rakach tych wykryto hipermetylacje
promotora CDH1 w 40% przypadkow, jednak w tkankach przerzutow odsetek ten byt prawie
dwukrotnie wyzszy i wynosit 77% [149].

W nowotworach stromalnych przewodu pokarmowego (GISTs), odsetek ten wynosi
37%, a zjawisko hipermetylacji promotora CDH1 jest istotnym czynnikiem predykcyjnym i jest
wigzane z 5-cio letnim przezyciem bez nawrotu choroby. U pacjentow wykazujacych brak
metylacji dotyczy ono 83% przypadkdw, u pacjentow ze zmetylowanym promotorem odsetek

ten jest 0 28% mniejszy [150].
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Jednak metylacja promotora CDH1 w nowotworach zlosliwych nie jest reguta. W raku
prostaty, zarowno linie komodrkowe, jak i tkanka nowotworowa nie wykazywaty zaburzen w
metylacji promotora CDHI, wykazujac jednoczesnie nieprawidlowosci w metylagji
promotorow innych gendéw [151].

Ponizej przedstawiono sekwencje regionu promotorowego CDH1 (na podstawie banku
genéw OMIM). Na fioletowo zaznaczono kodon kodujacy pierwszy aminokwas w biatku -

metioning, na niebiesko — metylowane miejsca CpG:

1 tctagaaasa tbtbbtbasas asttaggoeyg ctogagogay agbgoagbgg ctoacgocty

Bl taatcoaacs ctteoaggagy ctgasgagyy tggatcacct gaggtocagga ghtocagace
121 ageococtggooa acabtggbgas acccoghbott ghbactasasa tacasaatta gocggtgbgg
181 tggoacacge ctgbagbccoc agetactoas taggotgags caggagaghbc totbgascoe
241 ggoagycgga ggbtgoagby agocgagatc gbgocactge actoccagoct gggoaagaca
301 gagoegagact cogtctoaas asatacasac aasacaaaca aacaasasast taggotgota
26l gotoagbtgge tocatggobos cacctgasat cotagoactt btgggaggocos sggoagoagg
421 atecgettoag cocaggagtt cgagaccagg ctggyoasta cagggagacs cagogoocoo
481 actgeoccotyg toogoccogs ctbgbobotce tacassasagy casasagaaas ssasaabtbag
541 ceotggoegtgy tggtgtgoac ctgbactooo agotactaga gaggotbgggy coagaggaces
601 gottgagooo aggagbbggs ggctgoagty agotgbtgate goaccactge actocageott
661 gggtgasaga gbtgagoocccoca toctocaasal gascasacas sasatoccas assacasaag
721 macteoagooa agbgbassag cockbbobga toccaggbot tagbgagocos coguEguogoco
781 tgggattega acccagbtggs atcagaaced tgocaggbtooe ataacccace tagacocotag
241 cascteocagy ctagagggbc acegeghbcta tgogagycig gotgggogyy cegbocagobco
001 pgecctggyy aggggtooge getgotgatt ggotgbggol gooaggbgas cooctoagooa
06l atecageggta SgUgygyedy tgoboBggyy ctocacctgge btgoagocagyg caccooohkot
1021 cagtggegbc ggasctgoas agoacctgty agottgéggs agtcagttoa gactocagoco
1081 ggetcoocagoo EBgocBgacce ggacBgoaco Sgoogoctge cotogobtEgy cgbccoogoe
1141 cagococgEggy cocttggage egeagoctot Eggegotget gotgobtgotg cag

Ponizej przedstawiono schemat metylagji i czestos¢ wystepowania powtdrzen CG w

obrebie promotora CDH1, gdzie zaznaczono obszar wyspy CpG:

1 HH—t f — H—H H —1 —H f —+— f H— 8OO
CpG island 1

801 f AHHA—F——H 1193

Rys. 6: Schemat przedstawiajacy mozliwe miejsca metylacji w obrebie promotora CDH1 na podstawie

programu komputerowego CpG Island Searcher (http://www.uscnorris.com/cpgislands/cpg.cgi).
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Zjawisko metylacji dotyczace wylacznie jednego allela, w sytuacji gdy homolog danego

genu nie wykazuje metylacji jest nazywane hemimetylacjq.

Budowa biatka E-kadheryny

E-kadheryna jest homodimerem trans-membranowym i powstaje dzigki translacji
mRNA CDH1. Biatko to zbudowane jest z 882 reszt aminokwasowych.

Jest to biatko zalezne od jonow wapnia, wspodtdziatajace w kompleksach z kateninami,
poprzez ktore kotwiczy do cytoszkieletu aktynowego poprzez koniec C-terminalny, oraz do
naprzeciwleglej E-kadheryny za pomoca domeny N-terminalne;j.

E-kadheryna jest biatkiem o masie 120 kDa. Ta glikoproteina charakteryzuje si¢ duza
(sktadajaca sie z pigciu segmentow) domena zewnatrzkomorkowa (ekson 4-12) przechodzaca
w stosunkowo krétki segment transmembranowy (ekson 13-14) i kolejno w krdotka domene
cytoplazmatyczna (ekson 14-16), ktora kotwiczy do cytoszkieletu aktynowego za
posrednictwem katenin. Eksony 1 i 2 E-kadheryny koduja sekwencje sygnalowa o dtugosci 27
aminokwasow. Eksony 3 i 4 sa odpowiedzialne za kodowanie sekwengji prekursorowej biatka
o dlugosci 154 aminokwasow. Wlasciwe biatko o dtugosci 728 aminokwaséw koduja eksony
4-16.

C-terminalna domena cytoplazmatyczna E-kadheryny charakteryzuje si¢ niezwykle
wysoka konserwatywnosciag budowy, co wiaze sie¢ z funkcjonowaniem biatka jako molekuty
adhezyjnej. Dzieki naprzeciwleglym domenom N-terminalnym, sasiadujace komorki moga
tworzy¢ bardzo mocne potaczenia w obrebie homodimeréw naprzeciwlegtych E-kadheryn.
Jakiekolwiek zaburzenia w budowie tego fragmentu biatka moga powodowac uposledzenie,
badz utrate funkgji adhezyjnych. Struktura fragmentu C-terminalnej domeny wchodzaca w
bezposrednie interakcje z B-katening jest bardzo skomplikowana. Schemat tego potaczenia

przedstawia przestrzenny model takiej interakgji.
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Rys. 7: Model E-kadheryny w kompleksie z -katening w oparciu o szkielety weglowe biatek. Na niebiesko zostat
zaznaczony fragment domeny cytoplazmatycznej E-kadheryny odpowiadajacy fragmentowi kodowanemu przez
ekson 14 (niebieski) w interakcji z B-katening (szary). Obraz przeanalizowany za pomoca programu Deep View po

analizie danych z krystalografii rentgenowskiej mysiego kompleksu E-kadheryna/p—katenina.

Kluczowym warunkiem do uzyskania prawidltowej konformacji przestrzennej biatka E-
kadheryny, umozliwiajacej ECCU polaczenie z naprzeciwleglym kompleksem, jest
przylaczanie dwuwartosciowych jonow wapnia. Dzigki temu biatko z formy pasywnej moze
przejs¢ w forme aktywnag, ktdéra jako jedyna ma zdolnos¢ wiazania si¢ z inng, tak samo
zaktywowang E-kadheryna. Przytaczanie kationéw wapnia w obrebie strefy zwanej potocznie
,kieszenia wapniowa” jest niezwykle waznym elementem w prawidlowym dziataniu biatka.

Tak wiec konformacja przestrzenna uwomoruliny zalezy od przylaczania jondéw
wapnia do bogatych w Asp/Glu stref ,kieszeni wapniowych” znajdujacych sie w N-

terminalnej czesci biatka. Te sekwencje aminokwasowe sg bardzo konserwatywne
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ewolucyijnie, nie tylko w przypadku rodziny kadheryn, ale i pomiedzy réznymi gatunkami

[107].

Rys. 8: Zmiana konformacji przestrzennej kompleksu E- kadheryna/katenina po przytaczeniu jonéw wapnia. E-

kadheryna z konformacji pasywnej, po przytaczeniu kationéw wapnia, przyjmuje konformacje aktywna, ktora
umozliwia naprzeciwleglym biatkom wzajemne interakcje. Schematy czasteczek zaczerpniegto z internetowej

bazy PDB (http:/[www.rcsb.org/pdbl).

Mutacja fragmentu CDH1 zwiazanego z przylaczaniem wapnia w obrebie tych
,kieszeni” moze wigzac si¢ z dramatyczng zmiana konformacji tych fragmentow, ktora
uniemozliwia przylaczanie kationdw wapnia. Konsekwencja tego stanu rzeczy jest
pozostawanie bialka w stanie pasywnym i zaburzenie prawidlowej adhezji w obrebie
epitelium.

Na podstawie analizy krystalograficznej domeny zewnatrzkomorkowej C-kadheryny u
Xenopus, okreslono mechanizm molekularny polaczenn miedzykomodrkowych, za ktore
odpowiadaja kadheryny [152]. Dwie, lezace naprzeciw siebie kadheryny moga wystepowac w
formie potaczen cis-, jak i trans-, wchodzac w interakcje odpowiednio w obrebie tej samej, jak
i sasiadujacych komodrek. W polaczeniach cis- nie wykazano tworzenia jakichkolwiek
heterodimeréw pomiedzy kadherynami. Heterodimery w potaczeniach typu trans pomiedzy
E-kadheryna i P-kadheryna wykazano poprzez interakcje zamkdéw (suwakdéw) leucynowych

c-Jun i c-Fos, ktore w procesie dimeryzacji tworzyly struktury pierscieniowe. Pierscienie te w
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konfiguracji cis- byly pojedyncze, a w trans— podwojne, jednak ich formacja byta Scisle
uzalezniona od stezenia jondw wapnia [153].

Okreslenie u myszy trojwymiarowej struktury C-terminalnej domeny E-kadheryny
przyniosto informacje, ktora zaskoczyta badaczy. Okazatlo si¢ bowiem, ze biatko to wykazuje
strukturalne podobienistwo do niezaleznych od jonéw wapnia immunoglobulin, co sugeruje
wspolne powinowactwo ewolucyjne tych grup biatek [154].

Ponizej przedstawiono schemat translacji przedstawionego powyzej regionu

kodujacego CDH1. Wyszczegolniony zostal podziat na eksony.

EX 1
TS, SALLLL LS 5 CqEPEPCHE FDAE ST PRI BR RN GRVHEED  TRORTATFSLDTR

EX3
FEVGTD GV TWERPLEFHHP) THF LYW YANHD 5 TYREF STR TLHTY GHHHEPPPHQASYS G TQAELL TFPFHS SPGL.
x4 s
R RN R TK SNKDKE GKVE S TTG  GADTERVGUR TTERET VLKV TEPLDRER
TATYT GTSVMEY TATDADDTAWHT YHAL
Y7 X 8]

TAYTITL 5 (DPELPDEHME TIHEH TGP ISYY T TGLDRESFE TY TEVVDAADT ) GF GLS TTA TAVT TV TD THDHEF T

ITHYAY THWPFEYSLT T STATY TW AT DVHEAP TV PPEFRYEYSEDF W G EITSY TAQEPDTFME KT

ERITLEY SYCDCEGLL CUCHEANPYEAGCT OTPATEGIL. CEIEATT TT TIT 11 LFT FRRAVVYEFPLIPPEDD TR

EX15
Ll e et 3 DEDES L HRGLDART EY TRHIWVAEF TT MSWPRYT PRRANPDE IGHFTDEHL KAADTDERTA
EX1%
PPYDSLLVF DYEGS G5 ELA ST 551 HS SE SDEDDYD YL HEWGHRE KR ADMY GG GEDD
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3. Cel Pracy:

W ramach tego projektu dokonano analizy mutagji i polimorfizméw w genie CDH1, w
archiwalnym zbiorze sporadycznych rakow zotadka znajdujacym si¢ w naszym Zaktadzie. W
tym celu podjete zostaly proby oceny czestosci wystepowania mutagji i polimorfizmow w tym
genie. Za pomoca metod PCR i SSCP wytoniono fragmenty genéw roéznigce si¢ od innych
badanych przypadkéw pod wzgledem konformacji przestrzennej jednoniciowych
fragmentow, sekwencjonowano je oraz analizowano ewentualne efekty poszczegoélnych
zmian. Jest to kontynuacja poprzednich badarn nad rakiem zotadka w Zakladzie
Patomorfologii CMU]J [45].

Dodatkowym celem tej pracy bylo zbadanie hipermetylacji w obrebie promotora genu
CDH1, zaréwno w kontekscie wykrytych mutacji, jak tez odwotujac si¢ do poprzednio

uzyskanych przez nasza grupe badawcza wynikow.
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4. Materiat i Metody:

4.1. Materiat

Do badan wykorzystano materiat chirurgiczny nadsylany do Katedry Patomorfologii
CMU] z I-szej Katedry Chirurgii Ogdlnej i Gastroenterologicznej CMU]J w latach 1996-2000,
oraz jeden przypadek przestany przez Szpital Miejski w Toruniu. W Katedrze Patomorfologii
CMU] poddano badaniu zaawansowane raki zoladka, pochodzace od nie
wyselekcjonowanych osiemdziesieciu czterech pacjentéw: szesc¢dziesieciu dwdch mezczyzn
oraz dwudziestu dwdch kobiet w przedziale wiekowym 30-81 lat. W styczniu 2005 roku zyto
jedynie 14 oséb z badanej grupy.

W momencie kwalifikacji do badait w zadnym z powyzszych przypadkow dane kliniczne
oraz historia choroby nie wskazywaly na to, ze rak zotadka wystepowat rodzinnie, tak wiec

wszystkie przypadki zakwalifikowano do grupy rakéw wystepujacych sporadycznie.

4.2.  Metody

Do badann wykorzystywano tkanke nieutrwalona, zamrozong bezposrednio po
otrzymaniu w temperaturze -80 stopni Celsjusza oraz w jednym przypadku tkanke zatopiona
w bloczku parafinowym.

Z kazdego zoladka wyodrebniono probki tkanki nowotworowej oraz niezmienione;j

btony sluzowej zotadka, a nastepnie dokonano rutynowej ekstrakcji DNA.

4.2.1. Izolacja DNA

Izolacja DNA z tkanki Swiezej

Izolacja genomowego DNA zaréwno z tkanki kontrolnej jak i z guza zostala
przeprowadzona za pomoca zestawu QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Germany).
Protokdt czesciowo zmodyfikowano w pordwnaniu do oryginalnej instrukcji, zmiany te

wplynety dodatnio na jako$¢ uzyskanego DNA.
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Pobrane w warunkach jalowych fragmenty tkanki kontrolnej (sluzéwki z poza obszaru
guza) i nowotworowej zostaly pofragmentowane na szeSciany o dlugosci krawedzi ok. 5
mm, umieszczane po kilka sztuk w probowce typu eppendorf o pojemnosci 1,5 ml, szybko
zamrazane w ciektym azocie, a nastepnie przez dluzszy czas przechowywane w temperaturze
—-80°C.

Izolacja DNA zostata przeprowadzona w nastepujacych etapach:

1. LIZA
Fragmenty tkanki zostaly rozmrozone i poszatkowane na jafowym podtozu na male fragmenty za pomoca jatowego
skalpela. Do tak przygotowanej, umieszczonej w probowce typu eppendorf tkanki dodawano po 360 plbuforu ATL

2 TRAWIENIE
Do prébki wymieszanej z buforem lizujacym dodawano 40 ul proteinazy K, worteksowano, a nastepnie
inkubowano probki w piecyku hybrydyzacyjnym z kotyska, w temperaturze 56°C, przez 24 godziny, tak aby

probka zostata zlizowana, a znajdujacy sie w probowce roztwor stat sie klarowny.

3. DEAKTYWACJA ENZYMU
Probki kréotko wirowano, aby usuna¢ pozostalosci roztworu ze scianek, dodawano 400 pl buforu AL. i

worteksowanoprzez60sek., nastepniewceludeaktywacjienzymuprébkiinkubowano w 70°C przez 15 min.

4. IZOLACJA DNA NA KOLUMNACH

Probki krétko wirowano, aby usuna¢ pozostatosci roztworu ze $cianek, dodawano 400 ul etanolu 99%, a
nastepnie zawartos¢ proboéwki worteksowano, krétko wirowano, aby usunaé pozostatosci roztworu ze
$cianek i uwaznie przenoszono zawartos¢ eppendorfa wraz z precypitatem do QIAamp Spin Column,
unikajac zamoczenia brzegow kolumny. Nastepnie zawartos¢ kolumn wirowano z predkoscia 8000 rpm
przez 1 min. QIAamp Spin Column umieszczano na nowej, czystej collection tube , poprzednia - zawierajaca
przesacz wyrzucano.

Kolejnym etapem bylo ptukanie za pomoca buforéw AW1 i AW2 kolumienki: do wnetrza kolumny
nanoszono centralnie, bez uszkadzania podtoza sephadexowego, 500 pl buforu AW1, starajac si¢ nie zamoczy¢
brzegdéw kolumny, a nastepnie kolumne wirowano w warunkach 8000 rpm/1 min. QIAamp Spin Column
umieszczano ponownie na nowej collection tube i operacje ptukania przeprowadzano przy uzyciu 500 ul

buforu AW2, wirujac kolumne przez 3 minuty przy maksymalnej predkosci uzyskanejna wiréwce Heraeus biofuge
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fresco, przy 13000 rpm. Nastepnie po zwirowaniu umieszczano QIAamp Spin Column na nowej collection tube,
usuwajac przesacz i centralnie na kolumne nakrapiano 50 pl wody, wykonywano kroétki spin do 2000 rpm,
tak, aby woda mogta wnikna¢ w zloze kolumny, odstawiano kolumne na 5 min, a nastepnie DNA
wymywano z kolumny wirujac w warunkach 8000 rpm/1 min. Wymyty z kolumny roztwor zawierajacy
DNA (ok. 40 pg/ul) rozporcjowywano i magazynowano w warunkach —80°C oraz 4°C. Jakos¢ DNA

sprawdzano na zelu agarozowym.

Izolacja DNA z tkanki zatopionej w parafinie

Izolacga DNA wykonywana byta réwniez za pomoca zestawu QIAamp DNA Mini Kit, po
odparafinowaniu probki. Sposob odparafinowania jest elementem kluczowym w procedurze izolacji
DNA ze skrawkow parafinowych. Ponizej przedstawiono procedure odparafinowania, ktora pozwala

na otrzymanie fragmentow DNA dtugosci do ok. 650 bp:

PROCEDURA ODPARAFINOWYWANIA TKANKI I ZMODYFIKOWANE] LIZY:

1. Do 1-10 pocietych skrawkéw parafinowych o grubosci 3 pm dodac 1 ml ksylenu.

Probki zworteksowacd i inkubowaé przez 15 minut w 56°C w piecyku hybrydyzacyjnym.
Wirowac 12000 rpm przez 15 minut.

Zla¢ supernatant, zebrac reszte ksylenu.

A

Czynnosci 1-4 wykonac jeszcze co najmniej dwukrotnie, tak, aby pozby¢ sie catkowicie
ksylenu.

Za trzecim razem nalezy doktadnie osuszy¢ tkanke z etanolu

Pellet rozpusci¢ w 1 ml 98 % etanolu.

Inkubowac¢ 5 minut w temperaturze pokojowe;.

v . N

Zwirowac na 12000 rpm przez 10 minut.

10. Zebrac nadsacz.

11. Pellet suszy¢ w wirowce prozniowej przez ok. 20 minut w temperaturze 45°C, po 10 min.
sprawdzi¢ stopien wysuszenia probki.

LIZA:

12. Do umieszczonej w eppendorfie tkanki doda¢ 180 pl buforu ATL oraz 20 pl proteinazy K.

13. Tkanke inkubowa¢ w temp. 56°C przez 48 h, po 24 h ponownie doda¢ proteinaze K.

14. Pozostate czynnosci wykonywag, jak w przypadku tkanki $wieze;j.
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4.2.2. Reakcja PCR

Nastepnie w przypadku kazdej probki, zarowno DNA pochodzacego z normalnej

sluzéwki, jak DNA z tkanki nowotworowej, przeprowadzono oddzielna amplifikacje metoda

PCR wszystkich szesnastu eksonow genu CDHI. Primery (IDT, USA) zastosowane w

przypadku tych reakcji kotwicza we fragmentach intronowych, co umozliwia w ten sposéb

zaréwno analize catych fragmentow kodujacych, jak i daje mozliwos¢ uwzglednienia miejsc

bioracych udzial w wycinaniu introndéw, ktérych ewentualne mutacje moga powodowac

wypadniecie catych eksondw podczas splicingu.

Dla kazdego regionu kodujacego genu CDHI1 reakcje PCR wykonano przynajmniej

dwukrotnie w nastepujacych warunkach:

Reakcja byta przeprowadzana w 25 pl objetosci

10 x STR buffer 2,5 ul (Promega Corp, USA)

20 uM primer F (Forward Primer) 1,0 pl (IDT Inc., USA)

20 uM primer R (Reverse Primer) 1,0 ul (IDT Inc., USA)
Polimeraza DNA Red Taq (1U/pl) 1,0 pl (Sigma-Aldrich, USA)
Woda do iniekgji 17,5 ul (Polpharma S.A.)
Genomowe DNA 2,0 pl roztworu z elucji kolumny

Wszystkie reakcje amplifikacji byly przeprowadzane przy uzyciu termocyklera T3

(Biometra GmbH, Germany). Reakcje amplifikacji zostaly ujednolicone w ten sposdb, ze

poszczegoOlne programy roznily sie jedynie temperatura przylaczania starteréw oznaczona

jako Ta.

Reakcje PCR byty co najmniej dwukrotnie powtarzane, zaréwno dla tkanki kontrolnej,

jak i nowotworowej. Na tym etapie pracy wykonano ok. 6000 reakcji PCR.
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Warunki reakcji PCR:

Poczatkowa denaturacja: 94°C 5 min X
94°C -------- 30 sek.
Cykle Ta(°C) ----- 30 sek. 35x
72°C -------- 45 sek.
Koncowe wydluzanie:  72°C 7 min X

Ponizej przedstawiono sekwencje poszczegolnych starterow, temperatury przytaczania

primeréw (Ta), oraz dtugosci otrzymywanych produktéw amplifikagji:

EX Sekwencje Warunki reakcji PCR dlugos¢ produktu
primerow Ta (°C) (bp)

1F 5- TACGGGGGGCGGTGCTCCGG-3° 70 284
1 IR 5°- GAATGCGTCCCTCGCAAG —3’

2F 5°- TCACCCGGTTCCATCTAC-3° 58 198
2 2R 5'- TTCCAACCCCTCCCTACT -3’

3F 5°- GTCTTTAATCTGTCCAATTTCC-3’ 55 309
3 3R 5’- AAMACAACAGCGAACTTCTCAG -3’

4F 5°- CTTGTTCCTCATCTTCTTTC -3’ 58 237
4 4R 5°- CCCTTTCTCTCCTTGGTACT 3’

5F 5°- GTTGGGATCCTTCTTTACTA —3° 58 256
5 5R 5°- AAATCCTGGGTGGATGTTAC —3°

6F 5'- CTCACTTGGTTCTTTCAG -3’ 58 246
6 6R 5’- AACCTTTGGGCTTGGACA -3’

7F 5°- AGCTTGTCTAAACCTTCATC -3’
7 7R 5’- GCTTAGACCATCACTGTATT-3’ 58 328

8F 5'- TTGGTTGTGTCGATCTCTCT -3’ 58 223
8 8R 5'- CAGTGGTACCCTTAGTTCAT -3’
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9F 5°- GTACTTGTAATGACACATCTC -3’ 58 252
9 9R 5’- TGCCAGTTTCTGCATCTTGC -3°

10F 5°- ACTTCATTGTTTCTGCTCTC -3’ 60 308
10 | 10R 5- AACCAGTTGCTGCAAGTCAG -3°

11F 5°- GTTGTTTGCTGGTCCTATTC -3° 58 253
11 11R 5’- GAACTAGCTAGGAGGTCGAG -3”

12F 5°- TGGGGATTCATTACTGTTGC -3’ 58 126
12 | 12R 5- GCATGGCAGTTGGAGCAAAG -3’

13F 5°- TTTCCTCCCCTGGTCTCATC -3° 60 297
13 | 13R 5- TGAGTCACTTGCCAGCTGGA -3’

14F 5°- CTCTCAACACTTGCTCTGTC -3’ 58 209
14 14R 5’- AGAGATCACCACTGAGCTAC -3’

15F 5°- CATAGCCCTGTGTGTATGAC -3 58 248
15 | 15R 5- CGGATGCTTTGGCTTTCCAC-3°

16F 5°- AGATGACAGGTGTGCCCTTC-3° 58 315
16 | 16R 5- ATTTCTGCATTTCCCAGCAC-3’

Nastepnie, 5 pl produktu reakci poddawano elektroforezie na 2% zelu agarozowym w
warunkach: 110V, 10 min., w celu kontroli prawidtowego przebiegu reakcji. Wszystkie zZele

agarozowe wykonane w czasie przygotowywania niniejszej pracy posiadaty dtugosc¢ 10cm.

Rys. 9: Na zdjeciu pokazano przyktadowy wynik reakcji PCR na zelu agarozowym, tu dla eksonu 8 CDH1.

Pozostalg ilos¢ mieszaniny uzyskanej z reakcji PCR (20 ul) zachowywano w celu analizy

produktu na Zelu MDE. Probki te magazynowano przez wiele miesiecy w temperaturze 4°C.
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4.2.3. SSCP

Kolejnym etapem bylta analiza produktow metoda SSCP, gdzie zdenaturowane
produkty amplifikacji zostaly poddane elektroforezie pionowej na wysokorozdzielczym zelu
MDE (Cambrex, USA).

Metoda SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) polega na amplifikacji
wybranych fragmentow genow, denaturacji produktu, a nastepnie przeprowadzeniu
elektroforezy pionowej na specjalnie przeznaczonym do badan mutacji wysokorozdzielczym
zelu MDE. Elektroforeza musi by¢ przeprowadzana w Scisle kontrolowanych warunkach
pradowych i termicznych. Po przeprowadzeniu elektroforezy, obecne na zelu MDE
zdenaturowane produkty amplifikacji uwidacznia si¢ za pomoca srebrzenia, a zel przenosi sie
na specjalny papier i suszy w warunkach prozniowych.

Kazdy zdenaturowany, jednoniciowy fragment DNA w zaleznosci od przyjetej
konformacji przestrzennej migruje inaczej, z inng szybkoscia. Tego typu struktura zostaje
wymuszona na czasteczce jednoniciowego DNA, ktére przyjmuje w danym momencie
najbardziej korzystna energetycznie konformacje przestrzenna.

W przypadku obecnosci nietypowych wariantéw genowych, na zelu pojawiaja sie
dodatkowe prazki, w innych niz w przypadku ,typu dzikiego” miejscach, gdyz kazdy
zdenaturowany fragment DNA migruje inaczej. Tak wiec w przypadku obecnosci
polimorfizmdéw, czy mutacji, na zelu w bardzo prosty sposéb mozna uzyska¢ dodatkowe
prazki, co sprawia, ze SSCP jest obecnie najpopularniejsza metoda przesiewowa w analizie

mutagji i polimorfizmow.
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Rys. 10: Zasada metody SSCP. Konformacja przestrzenna (a tym samym szybko$¢ migracji w zelu) fragmentu

DNA zalezy od jego budowy.

W przypadku detekcji dodatkowych prazkéw wskazujacych na obecnos¢ mutacji czy
polimorfizmdw, niezbedne jest oczywiscie sekwencjonowanie: , nietypowe” fragmenty genow
zostaja zreamplifikowane, a nastepnie przesekwencjonowane w celu okreslenia mutacji i
polimorfizméw w obrebie zreamplifikowanych fragmentéw. Dzigki SSCP sytuacja jest
uproszczona, poniewaz bada si¢ tu wylacznie dodatkowe prazki, zwykle wycinajac je z zelu.
Ekstrahuje si¢ z nich DNA, reamplifikuje je, a nastepnie sekwencjonuje osobno produkt
zgodnie z kierunkiem nici sensownej (forward) jak i antysensownej (reverse). W przypadku
niniejszej pracy cata procedura poczawszy od pierwszej reakcji PCR zostata powtoérzona co

najmniej dwukrotnie.
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Po przeprowadzeniu elektroforezy, obecne na zZelu produkty amplifikagji
uwidaczniano za pomoca srebrzenia.
Ponizej przedstawiono protokot przygotowania zelu MDE. Stezenie, skiad Zelu oraz

warunki elektroforezy zalezaty od badanego eksonu.

PRZYGOTOWANIE 0,6x i 0,8x ZELU MDE DO SSCP:

Zel nalezy przygotowaé w probéwece ze stozkowym dnem o pojemnoéci 50 ml i

po dodaniu TEMED-u natychmiast wyla¢ pomiedzy ptyty: czas polimeryzacji

wynosi ok. 7 minut.

1. 5,6 ml buforu TBE 5x

2. 14 ml MDE 2x (MDE, Cambrex Inc, USA) - 0,8x ( 10,5 m1 MDE 2x)- 0,6x

3. W razie potrzeby dodac 3,5 ml glicerolu (Sigma-Aldrich, USA)

4. 300 pl 10% APS (Sigma-Aldrich, USA)

5. Dopetni¢ do 35 ml woda dejonizowana

6. Zakreci¢ probowke i wymiesza¢ wszystkie sktadniki

7. Doda¢ 35 ul TEMED-u (Sigma-Aldrich, USA), ponownie wymiesza¢ i natychmiast wyla¢
zel pomiedzy ptyty. Bardzo szybko wlozy¢ grzebien 15 lub 24-dotkowy. Pozostawi¢ Zel na

jedna godzine do catkowitego spolimeryzowania.

Do probowki naktadano 4-6 pl produktu amplifikacji wymieszanego z taka sama objetoscia

denaturujacego buforu obciazajacego ktorego sktad przedstawiono ponizej:

BUFOR OBCIAZAJACY DO ZELU MDE

( na objetos¢ 1 ml)

950 pl formamidu (Sigma-Aldrich, USA)

2,5 mg xylene cyanol (Sigma-Aldrich, USA)

2,5 mg bromophenol blue (Sigma-Aldrich, USA)

45 ul wody do iniekgji (Polpharma S.A.)
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Nastepnie probki denaturowano (95°C przez 4 min., po czym gwaltownie ochtadzano
do 4°C) i nakladano na zel MDE, uprzednio przeplukujac buforem studzienki, w celu
usuniecia resztek zelu. Elektroforeza byta przeprowadzana przy uzyciu aparatu Protean I XI
Cell (Bio-Rad Laboratories, USA). Odpowiednia temperature zeli osiagnieto za pomoca
systemu chlodzenia MultiTemp III (Amersham Pharmacia-Biotech, USA). Elektroforeze

przeprowadzano w buforze TBE 1x.

Ponizej przedstawiono warunki elektroforezy pionowej oraz sklad zelu MDE dla kazdego

eksonu genu CDHI:
EKSON | Stezenie zelu | Temperatura| Moc pradu Czas migracji Glicerol
MDE [%] zelu [°C] [W] [godz.] [%]
1 80 20 4 15 0
2 80 8 4 18 0
3 80 8 4 17 0
4 80 8 4 17 0
5 60 8 4 18 10
6 80 8 4 17 0
7 80 8 4 17 0
8 80 8 4 17 0
9 80 8 4 17 0
10 80 8 4 17 0
11 80 8 4 17 0
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12 80 8 4 17 0
13 80 20 4 17 0
14 60 8 4 19 10
15 80 8 4 17 0
16 80 8 4 17 0

Po zakonczonej elektroforezie wyjmowano plyty wraz z Zzelem z aparatu, delikatnie
oddzielano zel, ktory oznaczano tak, aby nie mozna byto w dalszych etapach pomyli¢ stron
zelu, ktdry jest catkowicie przezroczysty. Nastepnie zel delikatnie przemieszczano do
pojemnika wypelnionego woda podwdjnie destylowana. W celu uwidocznienia poddanego

migracji produktu amplifikagji, zel poddawano procedurze srebrzenia.

4.2.4. Srebrzenie zeli MDE

Ponizej przedstawiono protokol srebrzenia zeli MDE. Procedura ta pozwala na
uzyskanie zeli o bardzo wyraznych prazkach, przy prawie bezbarwnym tle. Wszystkie
procedury nalezy wykonywac ograniczajac do minimum, lub catkowicie eliminujac dotykanie
zeli. Rutynowo przeprowadzano srebrzenie 2-4 zeli MDE, na co pozwala ich duza elastycznos¢

i trwalosc.

60



SREBRZENIE ZELI MDE:

1. Zele przenie$¢ do kuwety z 10% etanolem na 5 min. Kuwete nalezy umiescié na kotysce.
2. Zele przenie$¢ do 1% kwasu azotowego na 3 minuty.
3. Przeptukad zele (ok. 1 min.) woda redestylowana.

4. Zele zalaé 0,012 M azotanem srebra — ptuka¢ przez 20 minut w ciemnosci. W migdzyczasie
przygotowac 0,28 M weglan sodu (Merck GmbH, Germany)

5. Przeptukac zele 1 — 2 min woda redestylowana

6. Umiesci¢ zele w niewielkiej objetosci (np. 0,5 1) weglanu sodu, kotysac przez kilka sekund,
nastepnie roztwor weglanu sodu zlac.

7. Do reszty weglanu dodac formaline (Sigma-Aldrich, USA) - koncowe stezenie 0,019%

8. Plukad zel weglanem (kilkukrotnie - wlewac ok. 0,5 1, a nastepnie zlewac go gdy sig zaciemni i
wlewac kolejng porcje - dopoki nie pojawia si¢ prazki (ok. 15 minut).

9. Zatrzymac reakcje 10% kwasem octowym — 2 minuty.
10. Zel wyptukaé w wodzie (ok. 1 min).

11. Przenie$¢ zel na przezroczysta folie, przykry¢ bibuta Whatman’a.

Wysrebrzony Zel przenoszono na pocieta na kwadraty bibute filtracyjng 3MM (Whatman,
USA) i suszono w suszarce do zeli 583 Gel Dryer (Bio-Rad Laboratories, USA) podiaczonej do
pompy prézniowej Hydro-Tech (Bio-Rad Laboratories, USA), przez 45 min., w temperaturze

80°C.

Ponizej przedstawiono zdjecie wysrebrzonego w ten sposob zelu:
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Rys. 11: Fragment wysrebrzonego zelu SSCP, prébki nr 52-54 N i T, ekson 16 CDH1.

Wysuszone, zabezpieczone folig Zele opisywano, analizowano i katalogowano. W
przypadku obecnosci dodatkowych prazkow, prazki te wycinano, a zawarte w nich DNA
poddawano procedurze sekwencjonowania. Dla kazdego produktu amplifikacji wykonywano
co najmniej dwa powtdrzenia elektroforezy na zelu MDE. W czasie przygotowywania

niniejszej pracy wykonano ok. 400 Zeli MDE.

4.2.5. Reamplifikacja DNA

Wstepnie, dodatkowe prazki obecne w przypadku zaréwno tkanki normalnej, jak i
nowotworowej, zakwalifikowano jako wystepujace w populacji polimorfizmy. Zaktadano, ze
obecnos¢ dodatkowych prazkéw jedynie w przypadku DNA pochodzacego z guza wskazuje

na obecnos¢ mutacji somatycznej. DNA ekstrahowano i ponownie amplifikowano zaréwno z
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prazkow migrujacych w nietypowy sposob na zelach MDE, jak i prazkow kontrolnych.
Ekstrakcje mozna z sukcesem wykonywac z prazkdéw ze zmagazynowanych zeli nawet kilka
lat po wykonaniu elektroforezy zelu MDE. Dodatkowo, jako kontrole wykonywano reakcje
sekwencjonowania dla tego samego fragmentu amplifikowanego bezposrednio z

genomowego DNA danej prébki.

Ekstrakcja DNA z prazka

Aby wykonac ekstrakcje DNA z poszczegdlnych prazkéw, nalezato usunac z zelu MDE
folie zabezpieczajaca, a nastepnie skalpelem wycia¢ precyzyjnie wybrany prazek. Suchy
kawatek akrylamidu oddzielano od papieru, do ktérego Zel byl przyczepiony i umieszczano
go w probdwece typu eppendorf. Do prazka w zaleznosci od wielkos$ci, dodawano 100 ul wody
do iniekgji, tak aby prazek byt catkowicie zanurzony.

Kolejnym etapem bylo umieszczenie probowki z prazkiem na 15 min. w temperaturze
65°C, po czym przenoszono ja natychmiast do -20°C, gdzie pozostawala przez 15 min. Te
procedure powtarzano trzykrotnie. DNA przenikato do wody, w ktorej zanurzony byt prazek.

Do reamplifikacji uzywano tego roztworu.

PCR reamplifikacyjny
Protokot reamplifikacyjnego PCR-u jest analogiczny jak poprzedni, z tg tylko rdznica,
ze zamiast 2 pl genomowego DNA, nalezy uzy¢ 10 ul roztworu DNA po ekstrakgji z prazka, a

co za tym idzie 9,2 ul H20.

Elektroforeza produktu reamplifikacji

Nastepnym etapem postepowania z fragmentem DNA uzyskanym z wycietego prazka,
a nastepnie reamplifikowanym, jest elektroforeza na zelu agarozowym, majaca na celu
oczyszczenie produktu z primerow i dimerow, w celu uzyskania jak najczystszej matrycy do

sekwencjonowania.
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Wykonywano 20-minutowa elektroforeze na 2% zelu agarozowym, przy 90V, na
aparacie Sub-cell GT (Bio-Rad Laboratories, USA). Jednak tym razem elektroforezie

poddawano catos¢ produktu reamplifikagji, czyli 25 pl.

Wycinanie produktu z Zelu agarozowego

Uzyskane prazki wycinano za pomoca skalpela z Zelu agarozowego. Dzigki zawarto$ci
w zelu bromku etydyny, a co za tym idzie interkalacji tego zwiazku pomiedzy strukture DNA,
jest mozliwe precyzyjne wyciecie prazka z zelu. W czasie przygotowywania niniejszej pracy
prazki wycinano bezposrednio na transiluminatorze UV. Wycinano wylacznie fragment
agarozy zawierajacy wlasciwy produkt. Wyciete prazki umieszczano w 1,5 ml proboéwkach

typu eppendorf, a nastepnie wazono.

Ekstrakcja produktu reamplifikacji z agarozy
Zreamplifikowany i wyciety w postaci prazka produkt ekstrahowano z agarozy za
pomoca kolumn zawierajacych sephadex i zestawu Agarose QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen

GmbH, Germany), protokét wykonuje sie zgodnie z zaleceniami producenta:

Ekstrakcja DNA z prazka agarozowego:

1. Wycia¢ prazek DNA czystym skalpelem i umiesci¢ w probdwece.
Zwazy¢ agaroze.

Dodac¢ 3 objetosci buforu QG, na 1 objetos¢ agarozy.

Inkubowac¢ probéwke w 50°C przez 10 min.

Dodac¢ 1 objetos¢ izopropanolu (Sigma-Aldrich, USA).

Nanies$¢ na kolumne rozpuszczona agaroze.

Wirowac 13000 rpm/1 min.

Usuna¢ roztwor z probdwki, a kolumne przeptukac 750 pl buforu PE.

v N o G ok LD

Usuna¢ bufor PE poprzez wirowanie 13000 rpm/1 min.

10. Wstawi¢ kolumny do nowych probéwek

11. Nanie$¢ centralnie na kolumne 30 ul wody i pozostawié¢ przez 5 min.
12. Wirowa¢ 13000 rpm/1 min.

13. Nanies¢ na zel agarozowy 5 pl roztworu.
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Po ekstrakcji uzyskuje sie¢ ok. 25 ul roztworu DNA. Jakos¢ ekstrakcji okresla sie
poréwnujac poszczegolne ekstrahowane roztwory, wykonujac elektroforeze na 1,5% zelu
agarozowym. Elektroforezie poddaje si¢ 5 pl roztworu uzyskanego z eluci kolumny.
Elektroforeze wykonuje si¢ przy 110V, w czasie ok. 7 min. Na jej podstawie okreslano ilos¢

matrycowego DNA potrzebnego do reakcji sekwencjonowania:

E3 ES ES EG , EB E14
18T AN AOTN 20N 59T

A — D S D S S ——

S E4 ES ES Bp st

BN qaT 7T 17T 58N 13H

)

CDH1
Date : Thursday May 13, 2004

Hour: 10:10

Rys. 12: Zdjecie przykladowego zelu agarozowego, na ktérym uwidoczniono DNA otrzymane z elucji. Zostanie
ono uzyte jako matryca do sekwencjonowania. Do reakcji sekwencyjnego PCR-u nalezy uzy¢ jako matrycy 2 ul
roztworu w przypadku prazka o intensywnej fluorescengji (np.: E3 18N, E6 59T, czy E5 71T). W przypadku mniej

intensywnego prazka nalezy uzy¢ 5 ul roztworu (E3 18T). Zdjecie w negatywie.

Nalezy doda¢, ze w kazdym przypadku wystepowania na zelu MDE dodatkowych,
wskazujacych na obecno$s¢ mutacji badZz polimorfizméw prazkow, jako kontrole
sekwencjonowano produkt amplifikowany bezposrednio z genomowego DNA dla eksonu, w

ktorym metoda SSCP znaleziono dodatkowy prazek.

4.2.6. Sekwencjonowanie

PCR sekwencyjny

PCR sekwencyjny przeprowadzano przy uzyciu zestawu zawierajacego
fluorescencyjnie znakowane terminatory Big Dye wersja 1.11 3.1 (Applera Corp, USA). Osobne

reakcje przeprowadzano dla nici sensownej jak i antysensowne;j.
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Na podstawie ocenianego prazka zawierajacego produkt reamplifikacji po elucji z
kolumny, mozna okresli¢ ilos¢ matrycy potrzebng do wykonania reakcji. Zwykle sa to 2 pl,
jednak w przypadku nieefektywnej elugji (stabej jakosci prazka) nalezy pobrac¢ nawet do 6 pl
roztworu zawierajacego matryce do sekwencjonowania. Ocena eksperymentatora oparta na

doswiadczeniu, jest na tym etapie elementem kluczowym.

Ponizej przedstawiono protokot reakcji sekwencjonowania dla jednej probki:

PCR sekwencyijny:

BD Seq buffer 5x ] 2,0 ul

primer Forvard ( lub Reverse ) 1,0 pl (3,2 pmola)

Ready Reaction Mix________ .. 4,0 ul Woda

dejonizowana ----do 20,0 ul

Matrycowe DNA 2,0 - 5,0 pl roztworu z elugji

Warunki reakcji sekwencjonowania

Reakcje przeprowadzono przy pomocy termocyklera T3 (Biometra GmbH, Germany):

Warunki reakcji sekwencyjnego PCR:

Poczatkowa denaturacja:  96°C ------- 1 min ------------ X
96°C ------- 10 sek.
Cykle 50°C ------ 30 sek. 25x
60°C -------- 4 min
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PCR sekwencyjny trwa ok. 2,5 h. Aby jednak produkt sekwencjonowania mdgt zostac
poddany elektroforezie i przeanalizowany, musi zosta¢ oczyszczony z wyznakowanych
fluorescencyjnie, niesparowanych dideoksynukleotydéw. Najbardziej ekonomicznym

sposobem oczyszczania jest precypitacja produktu.

Oczyszczanie produktow sekwencjonowania — precypitacja

Precypitacja produktu sekwencjonowania byla wykonywana przy uzyciu chlorku
magnezu i etanolu. W czasie precypitacji nalezy zwrdci¢ uwage na bardzo maty pellet DNA,
aby przez przypadek nie usuna¢ go wraz z nadsaczem. Precypitacje nalezy wykonac¢ w
nastepujacy sposob: Do 100 ul schtodzonego do temperatury —20°C etanolu o stezeniu 95%,
nalezy dodac 40 ul schtodzonego do ok. 4°C MgClL. (2mM). Zwiazki nalezy wymieszac i dodac
do nich mieszanine, z ktorej bedzie si¢ wytraca¢ produkt reakcji sekwencjonowania. Roztwor
nalezy zworteksowac i natychmiast umiesci¢ w temperaturze —20°C na 60 min. Po tym czasie
mieszaning nalezy zwirowa¢ w temperaturze 4°C w warunkach: 14000rpm/ 30min., zla¢
ostroznie supernatant, pozostawiajac pellet DNA, ktory przemywa sig¢ réwniez schfodzonym do
temperatury —20°C etanolem o stezeniu 70%, w ilosci 250 pl. Nastepnie nalezy ponownie
zwirowac probéwki w takich samych jak wyzej warunkach, catkowicie zlewajac nadsacz. Pellet
nalezy suszy¢ w temperaturze 65°C przez 10 min. Tak oczyszczone produkty
sekwencjonowania moga by¢ poddawane elektroforezie kapilarnej po dokladnym

rozpuszczeniu pelletu DNA w zawierajacym formamid buforze TSR (Applera Corp, USA).

4.2.7. Elektroforeza kapilarna produktow sekwencjonowania

Oczyszczone produkty sekwencjonowania byty poddawane elektroforezie kapilarnej
na aparacie ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, USA). Sprecypitowany produkt
sekwencjonowania zawieszano w 20 ul buforu TSR w taki sposob, ze pellet uzyskany z
precypitacji byl przeciagany ok. 30 razy przez koncéwke pipety. Nastepnie probki
denaturowano przez 5 min. w temperaturze 95°C, po czym przenoszono na 10 min. na 16d. Po
stworzeniu wlasciwego protokotu rozmieszczenia probek (Sample Shit) i listy iniekcyjnej,

zdenaturowane probki poddawano elektroforezie kapilarne;.
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Elektroforeze poszczegélnych probek wykonywano w swietle lasera argonowego w
nastepujacych warunkach: filtr E, polimer POP6, 15kV, czas iniekgji 30 sek., czas EP 120 min.,

kapilara r6zowa 60 cm.

4.2.8. Analiza wynikow sekwencjonowania

Wyniki uzyskane z aparatu byly analizowane za pomoca programu komputerowego
dostarczanego przez producenta (Sequencing Analysis Software), przenoszone z komputera

Macintosh na PC, analizowane za pomoca programu CHROMAS.

f% Chromas - 4R 18T Z E|E|

File Edit Options Help

File: Bampled  Sequence Mame 4R 18T Fun ended: Jul 13, 2004
100 110 1z0
T ¢ T C T C T T C T T C T T ©C T F L G G

< )|

Rys. 13: Przyktadowy obraz sekwencji wyswietlony w formacie PC, za pomocg programu CHROMAS.

Uzyskane sekwencje zapisywano w formacie FASTA i poréwnywano z prawidlowymi

sekwencjami z bankoéw genoéw przy uzyciu dostepnego w sieci internetowej programu BLAST.
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Query: 7

Sbijct:

Query: 67

Sbijct:

152201

152261

66

152260

126

152320

Rys. 14: Fragment eksonu 5 CDH1, poréwnywany za pomoca programu BLAST do sekwencji chromosomu 16.

Fragmenty te nie wykazuja roznic.

Wyniki analizowano i sprawdzano zgodnos¢ sekwencji na nici wiodacej oraz
opoznionej za pomoca funkcji ,Reverse Compliment” programu CHROMAS. W przypadku
wystapienia zmian zwigzanych z obecnoscia mutacji, badz polimorfizmdéw analizowano je
zaréwno na poziomie nukleotydow, jak i poziomie translagji.

Ponizej przedstawiono symbole oznaczen kodondéw ktorym postugiwano sie w analizie

wynikéw uzyskanych z sekwenatora:

T C A
TTT Phe F TCT Ser S TAT Tyr Y
1 |TTC  Phe F TCC Ser S TAC Tyr Y
TTA Leu L TCA Ser S TAA stop *
TTG Leu L TCG Ser S TAG stop *
CTT Leu L CCT Pro P CAT His H
C CTC Leu L CCC Pro P CAC His H
CTA Leu L CCA Pro P CAA Gln Q
CTG Leu L CCG Pro P CAG Gl Q
ATT lle 1 ACT Thr T | | AAT Asn N
A |ATC e 1 ACC Thr T | |AAC Asn N
ATA Tle 1 ACA Thr T | |AAA Lys K
ATG  Met M| LACG  Thr T | LAAG Lyvs K
GIT Vval V |[GCT Ala A| GAT | Asp D
glorc va v ]]cece Al A GACL Asp D
GTA val v]lcca Ala A| GAAL Gu E
GTG Vval Vv ||GecG Ala A| GAG| Glu E

Rys. 15: Kod genetyczny oraz odpowiadajace poszczegélnym kodonom symbole aminokwasow, uzywane

podczas analizy wynikéw.
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TGA
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GGT
GGC
GGA
GGG

G

Cys C
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stop *
Trp W
Arg R
Arg R
Arg R
Arg R
Ser S
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Gly G
Gly G
Gly G
Gly G




W  zwiazku z licznymi rozbieznosciami literaturowymi, w niniejszej pracy
zdecydowano sie zastosowac numeracje pozycji poszczegolnych nukleotydow w genie w taki
sposob, ze numeracje rozpoczeto od pierwszego nukleotydu w kodonie pierwszym (Met) genu
CDH1: -124 bp w stosunku do sekwencji mRNA genu CDHI nr Z13009 z banku genow
NCBI/OMIM  (http:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov/), zawierajacej fragment promotorowy. Sekwengja ta
zostala przytoczona we wstepie niniejszego opracowania.

Nomenklatura stosowana w tej pracy do okreslania wariantow genowych zostala

zastosowana zgodnie z konwencja zaproponowana w 2001 roku przez Antonarakis’a [155].

Matematyczna analiza mutacji intronowych
Matematyczna analiza mutacji w obrebie introndw oraz ich wptywu na splicing zostata

wykonana na podstawie algorytmu:

Rl(])=228(b,1,])le(b,l)

1 b=a

gdzie: s(b,1,j) to macierz binarna dla sekwencji nr j, ktérej komorki posiadaja wartos¢ rowna 1
dla zasady b w pozycji | oraz wspotczynnika a przybierajacego wartos¢ 0 w kazdym innym
miejscu, a Riw to macierz wazona, wyrazajaca model potaczenia splice-site [156]. Obliczenia
zostaly przeprowadzone za pomoca komputera, przy uzyciu wersji beta oprogramowania

,Automated Splice Site Analyses”, ktore zostalo udostepnione przez autoréw na stronie

internetowej: hitp://splice.cmh.edu/

4.2.9. Wykrywanie metylacji promotora genu CDH1

Poziom metylacji DNA regionu bogatego w CpG w obrebie promotora genu CDH1
okreslano przy pomocy metody MSP (Methylation-Specyfic PCR). Analiza ta polega na
chemicznej modyfikacji (dezaminacji) probki DNA za pomocg dwusiarczku sodu. W ten

sposob niezmetylowane cytozyny sa zamieniane na uracyl, a nastepnie w czasie reakcji PCR
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na tyming. PCR wykonuje sie przy uzyciu primerdw specyficznych zaréwno dla
zmetylowanego, jak i niezmetylowanego fragmentu promotora.

Nalezy zwrdci¢ uwage na mozliwo$¢ uzyskania wynikéw fatszywie pozytywnych.
Kluczowa sprawa wydaje si¢ by¢ bardzo precyzyjne przestrzeganie czaséw inkubacji oraz
bardzo doktadne pipetowanie.

Protokét wykrywania hipermetylacji regionéw CpG promotora CDHI jest

czasochlonny i obejmuje 4 etapy:

PROTOKOE wykrywania metylacji promotora genu CDH1:

1. Czg$¢ pierwsza, denaturacja w NaOH i inkubacja DNA w dwusiarczku sodu:
1- W eppendorfie umiesci¢:
35uL TE
15 pL roztworu DNA (otrzymanego z izolacji na kolumnie, stezenie ok. 40 pg/ul)
5,5 uL. 3M NaOH
2- Inkubowac¢ w 37°C przez 15 minut.

3- Inkubowac¢ w 95°C przez 4 minuty.

W czasie inkubagji sporzadzi¢ nastepujacg mieszaning:
15 ml 2,8 M dwusiarczku sodu (Sigma-Aldrich, USA) + 1 ml hydrochinonu (3M, pH 5; Sigma-Aldrich, USA) +
600pL. NaOH 10 M (Sigma-Aldrich, USA)

4- Przelozy¢ eppendorfy natychmiast na 1éd.
5- Do kazdej prébki dodac 500 pl powyzszej mieszaniny i zworteksowac.
6- Nalozy¢ warstwe oleju mineralnego (Sigma-Aldrich, USA).

7- Inkubowac w 55°C przez 16 h w catkowitej ciemnosci.

2. Cze$¢ druga (oczyszczanie DNA z soli zestawem Wizard Cleanup i odsiarczanie w NaOH) 1-
W nowym eppendorfie umiesci¢ 1 ml buforu Wizard Cleanup (Promega GmbH, Germany). 2-
Dodac¢ probki DNA bez oleju mineralnego.

3- Przygotowac kolumny natozy¢ je na manifold (Promega GmbH, Germany). 4-

Podlaczy¢ préznie. Otworzy¢ zawory i zassaé probki.
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5-  Przemy¢ kolumny 80% izopropanolem.

6- Umiesci¢ kolumny w czystych, opisanych eppendorfach i zwirowac je przez 2 min. na 11000
rpm.

7-  Znéw umiedci¢ kolumny w czystych eppendorfach i przemy¢ je 50 ul cieptego TE (40-50°C).

8- Wirowac 1 min. na 11000 rpm, przela¢ przesacz do nowej probéwki.

9- Do przesaczu doda¢ 3M NaOH i inkubowa¢ w 37°C przez 15 minut.

10- Doda¢ 55 pl octanu amonu (6M, pH?7).

11- Dodac 220 pl etanolu 96%.

12- Umiesci¢ probéwke w —20°C na 1 godz., a nastepnie wirowac przez 30 min. w 14000 rpm (4 °C).

13- Zla¢ supernatant za pomoca pipety i przemy¢ pellet 500 pl etanolu 70%.

14- Wirowac¢ 15 min. na 14000 rpm, zla¢ supernatant, pozwoli¢ wyschnac pellecie, po czym dodac

25 pl dejonizowanej wody. Przechowywa¢ DNA w —20°C.

3. Czes¢ trzecia - PCR
Tak przygotowane DNA jest matryca dla dwoéch reakcji PCR, jednej z primerami rozpoznajacymi
sekwencje zmetylowang i drugi z primerami dla sekwencji niezmetylowanej. Oba PCR-y

charakteryzuja sie nastepujacymi warunkami:

Mix:

2,5 pl 10x STR buffer (Promega GmbH, Germany)

2 ul primera F-forward (0,1 ug/pl)

2 wl primera R-reverse (0,1 ug/pl)

0,5 ul MgClz (25mM)

0,5 pl Polimerazy DNA (Red Taq DNA Polymerase, Sigma) 1U/pl
15,0 ul H20

oraz: 1,5 pul powyzszego roztworu DNA

Uzywano nastepujacych primeréw (IDT):

Wykrywanie zmetylowanego fragmentu:

ECAD-MP-F 5'-GGTGAATTTTTAGTTAATTAGCGGTAC-3'
ECAD-MP-R 5'-CATAACTAACCGAAAACGCCG-3'
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Wykrywanie niezmetylowanego fragmentu:

ECAD-NM-F 5'-GGTAGGTGAATTITTAGTTAATTAGGTGTA-3'
ECAD-NM-R 5-ACCCATAACTAACCAAAAACACCA-3
Warunki termiczne PCR:

95°C - 10 min.

(95°C 30 sek., 57°C 30 sek., 72°C 1 min. )-32 cykle

72°C - 10min

4. Czgs¢ 4 — elektroforeza na zelu agarozowym

Elektroforeza wszystkich produktéw PCR na 2% zelu agarozowym, 100 V, 15 min.

Ponizej przedstawiono przykladowy wynik analizy metylacji promotora genu CDH1:

T, o
= +hlet O

— e —

produkt niezmetylowany

f0 20 g +Met 0
— — N —

- . e

produkt zmetylowany

Rys. 16: Zdjecie przedstawia hemimetylacje probek 1, 2 i 3 (prazki zaréwno dla zmetylowanego produktu, jak i
niezmetylowanego) oraz catkowita metylacje probki Met+ (prazek wylacznie w przypadku produktu

wykazujacego metylacje). Jako O oznaczona jest probka kontrolna (Slepa). Zdjecie w negatywie.

Wszystkie badania promotora CDH1 wykonane dla potrzeb tej pracy zostaty dla kazdej
probki powtdrzone co najmniej czterokrotnie, a ocena prazkow zostata dokonana przez dwdéch
niezaleznych obserwatoréw, ktorzy we wszystkich przypadkach jednakowo ocenili uzyskane

na zelu agarozowym wyniki. Tak restrykcyjny sposob analizy prazkéw
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wydaje si¢ by¢ konieczny ze wzgledu na mozliwo$¢ uzyskania wynikéw fatszywie

pozytywnych zwiazanych z niedokladnym przestrzeganiem protokotu.

4.3 Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki zostaly przeanalizowane za pomoca pakietow statystycznych
Statistica for Windows 5.0 (Statsoft Inc, USA) oraz Excel (Microsoft, USA).

Ocene zaleznosci pomiedzy poszczegdlnymi zmiennymi wykonywano testami Fisher’a
(jednostronnym) oraz testami ¥2. Zmienne powigzane analizowano testem Wilcoxon’a,
natomiast porownania grupowe badano za pomoca testu nieparametryczng metoda analizy
wariancji Kruskalla-Wallisa (ANOVA). Analize wariancji dwdch grup analizowano testem F,
za$ Srednie poréwnywano za pomocy testu U Mann-Withney. Zmienne o rozkladzie
normalnym analizowano metoda t Studenta. Wspdtczynniki korelacji Spearman’a oraz
Pearson’a postuzyly do analizy zwigzkéw pomiedzy zmiennymi. Do analizy przezywalnosci
postuzono sie metoda Kaplana-Meier’a [157].

Za znamienny statystycznie przyjeto poziom istotnosci p<0,05. W dyskusji
otrzymanych wynikow zwracano uwage na zaleznosci o nieco wiekszym poziomie istotnosci,
gdzie pe(0,05; 0,15), zaznaczajac istnienie trendu, badz tendencji do wystapienia danej

zaleznosci.
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5. Wyniki:
5.1.  Klasyfikacja rakoéw Zotqdka

Klasyfikacja rakow zotadka zostata przeprowadzona przez dr n. med. Magdalene
Biatas. Podziatu dokonano zgodnie z klasyfikacja WHO, Lauren’a [158], oraz Goseki [160].
Na ponizszej rycinie przedstawiono przyklady raka zotadka typu jelitowego, oraz

raka rozlanego, klasyfikowanych wg Lauren’a:

Rys. 17: Przykladowe zdjecie losowo wybranych preparatéw w barwieniu eozyna-hematoksylina. Zdjecia
przedstawiaja odpowiednio: 1-rak zotadka typu jelitowego, 2-rak zotadka typu rozlanego, 3-rak zoladka typu
rozlanego, widoczne komorki sygnetowate, 4-rak zotadka typu rozlanego, obszar lity. Powigkszenie obiektywu

20x.
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Srednia wieku i ponad-pigcioletnie przezycie
W badanej grupie $rednia wieku mezczyzn w momencie rozpoznania choroby
wynosita: 62,8+11,0 lat, kobiety chorowaly srednio w wieku 64,8+9,8 lat.

Warto zwroci¢ uwagg, ze chorzy, ktérzy przezyli ponad 2000 dni (5,5 roku) to grupa ludzi
nieco mtodszych w momencie zachorowania (Srednio 58,4+8,7 lat) niz srednia zachorowan dla
catej grupy (62,7+10,7 lat). W grupie tej byly dwie kobiety i pieciu mezczyzn. Wszyscy ci
pacjenci, w momencie rozpoznania wykazywali wysoki stopien zaawansowania nowotworu
T4 (wg WHO/A]JCC), szeSciu z siedmiu w ogole nie byto poddanych leczeniu chemioterapia, a
jedyna osoba, ktora poddano takiemu leczeniu, nie zakonczyla go i nadal zyje, pomimo
obecnosci jednego odleglego przerzutu w momencie rozpoznania. Pacjenci «ci
charakteryzowali si¢ znacznie nizszym odsetkiem przerzutéw do okolicznych weziow
chtonnych — trzech z nich nie wykazywato ich w ogodle, w pozostatych przypadkach odsetek
ten wahat sie od 4-59% (srednio 24%), gdy sredni odsetek przerzutéw w grupie, ktora nie
dozyta 2000-go dnia po operacji byt ponad 3,5 x wigkszy.

Obecnie, z 7 0sob, ktdre przezyly dtuzej niz 2000 dni, zyje jedynie 5 (jeden rak rozlany i 4
jelitowe wg Lauren’a). Dwdch pacjentow, ktorzy przezyli ponad 2000 dni, lecz zmarly, byly
operowane nieco dawniej niz niz inne osoby z tej grupy: na przetomie 1996 i 1997 roku. Jedna
znich (rak mieszany wg Lauren’a) byla nosicielem mutacji zaburzajacej splicing (przypadek nr
8), przez raka miata zajete 59% weztow okotozotadkowych, a naciek obejmowat caly zotadek,
druga (rak rozlany wg Lauren’a) miata zajete 9% okolicznych weztow chtonnych. Ciekawym
wydaje sie byc¢ fakt, Ze jedyna rdznica (poza okresem przeprowadzonego zabiegu
operacyjnego) w porownaniu do 5-ciu przypadkow z przezyciem ponad 2000 dni, u zmartych
pacjentow z tej grupy, nie wykazano ekspresji biatkowej MSH2 metoda imminohistochemii.

Préba jest zbyt mata, aby doszukiwac sie tu jakichkolwiek zaleznosci statystycznych.
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5.2. Analiza polimorfizméw CDH1

W badanym za pomoca metody SSCP materiale, okoto 81% przypadkow wszystkich
analizowanych w tym projekcie rakow zZotadka wykazywato zmiany wstepnie
zakwalifikowane jako polimorfizmy, a dodatkowy prazek byl obecny zaréwno w probce
kontrolnej (N) jak i nowotworowej (T). Najczesciej wystepowat polimorfizm w eksonie 13 oraz

intronie 4.

AMPLIKON 4

5N 5T 18N 18T 19N 19T

e ——— N [ ——=1 =R H_
® r Nl : : : :- _:‘_I-—l-l el
- — ® ] ] i - - [ .- @

15N 15T S1N 51T 58N 58T

Rys. 18: Przyktadowe zdjecie losowo wybranych zeli MDE, gdzie dzigki technice SSCP wykazano obecnos¢
dodatkowych prazkow, odpowiadajacych amplikonowi 4 genu CDHI. Zmiana ma charakter polimorfizmu
(531+10G->C, EX4+10) - dodatkowe prazki dotyczyty zaréwno tkanki prawidtowej (N) jak i tkanki nowotworowej

(T). W probce 18N widoczne miejsce po wycieciu prazka.

Wykryte za pomocq metody SSCP dodatkowe prazki poddano sekwencjonowaniu. Na

jego podstawie okazato sie, iz w ten sposob zostaty wykryte niespodziewanie az 3 przypadki
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mutacji germinalnych, w probkach nr 20, 39 i 71, co zmienito odsetek polimorfizmow, ktdry
wynosit ostatecznie 77% przypadkéw wykazujacych co najmniej jeden polimorfizm.

Interesujacym jest fakt wykrycia nie opisywanego do tej pory polimorfizmu w eksonie
14 genu CDH1 (2194 CGG->AGG: Arg->Arg), wystepujacego w 2/84 analizowanych probek, w
raku mieszanym, oraz raku rozlanym.

Opis poszczegdlnych przypadkow, oraz wyniki sekwencjonowania dodatkowych
prazkéw przedstawiono w ponizszych tabelach. Na niebiesko zaznaczono przypadki nie
opisywanego dotychczas polimorfizmu w eksonie 14 genu CDH1. Na czerwono zaznaczono
zmiany, ktére po analizie sekwencjonowania okreslono jako przypadkowo wykryte mutacje
germinalne. Zmiany te doktadniej zostaly opisane w podrozdziale dotyczacym mutacji.

W ponizszej tabeli nie zaznaczono przypadkow wykazujacych polimorfizm w kodonie
692 E-kadheryny, gdyz zmiana ta w postaci homo i heterozygoty dotyczyta 62/84 przypadkow.

Ten wariant alleliczny zostat opisany osobno.

Nr Wielkos¢ | % weztowz | Klasyfikacja Polimorfizm
Pte¢ | Wiek Zmart
przyp. guza [cm] | przerzutem Lauren’a SsCp
17 M 57 7 0 Rozlany EX 12 NIE
18 M 70 5 32 Mieszany INT 4 TAK
20 K 70 9 50 Mieszany EX6 TAK
INT 4
35 M 65 10 92 Rozlany TAK
EX 14
39 M 72 11 32 Rozlany EX 4 TAK
INT 4
41 M 35 6 0 Rozlany NIE
EX 14
INT 4
46 K 65 3 14 Jelitowy LOH w tkance TAK
nowotworowej
51 K 61 4 0 Rozlany INT 4 NIE
59 M 44 8 62 Mieszany EX 14 TAK
71 M 71 10 80 Mieszany INT 4 TAK

Tab. 3: Dane kliniczne charakteryzujace poszczegolne przypadki rakéw zotadka, wykazujace w analizie SSCP

,,dodatkowe” prazki. Bardzo powszechny polimorfizm w eksonie 13 CDH1 zostal opisany osobno.
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Ponizej w tabeli przedstawiono szczegdtowy opis wykrytych polimorfizmoéow genu

CDH]1, poza opisanym osobno, powszechnym polimorfizmem w kodonie 692 w eksonie 13:

Nr Polimorfizm Efekt na Dtugos¢
Wynik sekwencjonowania | Kodon
przyp. poziomie aa/biatka przezycia
17 EX12 (1896) CAC -> CAT: His -> His 632 BRAK (SILENT) ZYJE
18 INT 4 (531+10) G > C EX4+10 NIEZNANY 5 mies.

ob. polarny -> ob. polarny
20 EX6 (932) TCT->ACT: Ser->Thr 270 4,5 mies.
domena N-terminalna

INT 4 (531+10) G>C EX4+10 NIEZNANY

35 5 mies.
EX 14 (2194) CGG->AGG: Arg -> Arg 732 BRAK (SILENT)

39 EX 4 (465) GAC ->GAG: Asp -> Glu 135 kw. polarny-> kw. polarny 5,5 mies.

domena N-terminalna

41 INT 4 (631+10) G >C EX4+10 NIEZNANY ZYJE
46 INT 4 (631+10) G >C EX4+10 NIEZNANY 18 mies.
51 INT 4 (631+10) G >C EX4+10 NIEZNANY ZYJE
59 EX 14 (2194) CGG->AGG: Arg > Arg 732 BRAK (SILENT) 61 mies.
71 INT 4 (632-8)G>C EX5-8 Nieprawidtowy splicing 4,5 mies.

Tab. 4: Wyniki sekwencjonowania ,,dodatkowych” prazkow otrzymanych metoda SSCP, obecnych zaréwno w
tkance kontrolnej, prawidlowej, jak i nowotworowej. Na niebiesko zaznaczono nie opisywany dotychczas
polimorfizm, na czerwono przypadkowo wykryte mutacje germinalne. Efekt opisanych wczedniej

polimorfizmdéw, zaznaczony, jako ,nieznany”, przytaczany jest za publikacjami zrédfowymi.

Zmiana w eksonie 14-tym, obecna zarowno w tkance kontrolnej, jak i nowotworowej,
zostata zakwalifikowana jako polimorfizm ze wzgledu na jej czestos¢ wystepowania w
badanej grupie u oséb nie spokrewnionych (2,4%) oraz efekt zmiany na poziomie biatka
(silent). Pod wzgledem wystepowania, polimorfizm ten moze mie¢ charakter lokalny.

Powszechny polimorfizm w eksonie 13, w kodonie 692 wystepuje w przedstawionych
przez nas badaniach w 74% przypadkoéw. Warto zwrdci¢ uwage, Zze zmiana ta (2076

GCC->GCT: Ala->Ala) jest bardzo powszechna i wystepuje zardwno w postaci homo-
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(C-CiT-T), jak i heterozygotycznej (T-C). Ponizej, w tabeli przedstawiono odsetek

poszczegdlnych wariantow polimorficznych w kodonie 692 w badanej grupie:

Odsetek wariantow polimorficznych w kodonie 692 w badanej grupie

C-C C-T T-T

14% (12/84) 60% (50/84) 26% (22/84)

Tab. 5: Odsetek poszczegdlnych wariantow allelicznych w kodonie 692, w genie CDH1.

W jednym przypadku (nr 46), w raku jelitowym, wykryto utrate heterozygotycznosci w
guzie, w przypadku polimorfizmu w intronie 4 (EX4+10). Pacjentka lat 65 zmarta po 18
miesigcach. W momencie rozpoznania, Srednica guza wynosita 3 centymetry, w 14%

okolicznych weztéw chtonnych wykryto komdrki nowotworowe.

5.3. Analiza mutacji w genie CDH1 w zbiorze sporadycznych rakow zotqdka

W badanym za pomoca metody SSCP oraz sekwencjonowania materiale, jako mutacje
opisano zmiany wystepujace wylacznie w tkance nowotworowej. 15,5% (13/84) przypadkéw
wszystkich analizowanych w tym projekcie rakéow zotadka wykazywato zmiany wstepnie
zakwalifikowane jako mutacje na podstawie analizy SSCP, gdzie dodatkowy prazek

wystepowal jedynie w tkance guza (T).
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Rys. 19: Przykladowe zdjecie losowo wybranych zeli MDE, gdzie dzigki technice SSCP wykazano obecno$¢
dodatkowych prazkéw, odpowiadajacych amplikonowi7i5 genu CDHI. Zmiany maja charakter mutacji: EX
7-(1116) ACT->ATT: Thr->Ile, EX5 (654) GAG->GAT: Glu->Asp. Dodatkowe prazki dotyczyly wylacznie tkanki

nowotworowej (T).

Nastepnie, dodatkowe prazki poddawano sekwencjonowaniu. Ponizej przedstawiono

przyktadowy wynik sekwencjonowania dodatkowego prazka w tkance nowotworowej:
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Eﬁ ﬂhrumas_ 6F Rygm.l;kr-

File; Sampleg Sequenu::e Mame: 6F Fun ended; Tul 13,
1040 11

| J VY | /\A/\&/\

¥ Chromas - 6R Rygielski E][E|g|

File Edit ©Options  Help

IFﬂe matnplell  Sequence Matne: AR Fun ended: Jul |
140 150
& G G & T G R odE R T '

W%M” fﬂ\f

Query: 42 ggaggtctttaagggg 101
|||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct: 872 atcacggtaaccgatcagaatgacaacaagcccgaattcacccaggaggtctttaagggg 931

Query: 102 gctgtcatggaaggtgctcttccagg 127

e
Sbijct: 932 tctgtcatggaaggtgctcttccagg 957

Rys 20: Wynik sekwencjonowania dodatkowego prazka obecnego w tkance nowotworowej przypadku nr 115
dla eksonu 6 genu CDH1 na nici wiodacej (F) i dla potwierdzenia prawidlowosci oznaczenia na nici opdznionej
(R) w formacie ,, Reverse Compliment”. W prawidfowym genie CDH1 w miejscu zaznaczonym powinna

wystepowac tymina (T). Obecno$¢ w tym miejscu guaniny (G) wskazuje na obecno$¢ mutaciji.

Opis poszczegolnych przypadkoéw, oraz wyniki sekwencjonowania dodatkowych

prazkow przedstawiono w ponizszych tabelach. Na czerwono zaznaczono przypadkowo
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wykryte mutacje germinalne, ktore w analizie SSCP poczatkowo, ze wzgledu na obecnos¢
dodatkowych prazkéw zaréwno w tkance nowotworowej, jak i kontrolnej, uznano za
polimorfizmy. Nalezy podkresli¢, ze u chorych, u ktérych wykryto mutacje germinalne, nie
byly odnotowane jakiekolwiek zachorowania na raka zotadka wsrdd krewnych. Jedynie w
przypadku nr 20, juz w 2005 roku otrzymano dodatkowe informacje o wystapieniu rakow
przewodu pokarmowego u ojca i brata chorej, nie dysponowano jednak bardziej doktadnymi

danymi mowiacymi o lokalizacji nowotworu czy wieku zachorowania.

Nr Wielkos¢ % weztow z | Klasyfikacja Mutacja
Pte¢ | Wiek Zmart
przyp. guza [cm] przerzutem Lauren’a SsCp
8 M 64 10 59 Mieszany INT 6 TAK
10 M 75 6,5 91 Rozlany EX8 TAK
EX6
20 K 70 9 50 Mieszany TAK
EX 12
26 M 64 8 19 Mieszany INT 4 TAK
28 K 44 2 50 Rozlany EX 10 TAK
33 K 54 12 100 Rozlany EX 10 TAK
EX 4
39 M 72 11 32 Rozlany TAK
EX7
41 M 35 6 0 Rozlany EX 14 NIE
47 K 62 11 10 Mieszany EX 4 TAK
59 M 44 8 62 Mieszany INT 6 TAK
INT 4
71 M 71 10 80 Mieszany TAK
INT5
INT 3
107 M 68 7 67 Jelitowy* TAK
EX5
115 M 30 8 50 Mieszany EX6 TAK

* Rak zakwalifikowany jako typ jelitowy wg Lauren’a, o niskim stopniu zréznicowania. W utkaniu dominowaty obszary lite.
Tab. 6: Dane kliniczne charakteryzujace poszczegdlne przypadki rakéw zotadka, wykazujace mutacje. Na

czerwono zaznaczono mutacje germinalne (prazki na zelu MDE w tkance N i T, ktére po analizie metoda

sekwencjonowania okazaly sie¢ mutacjami).
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Nr Miejsce Wynik Typ Efekt na
Kodon
przyp. | mutacji Sekwencjonowania mutacji poziomie aa/biatka
(833+1) G> A
8 INT 6 EX6+1 Splice-site Zaburzenie splicingu
heterozygota
Zmiany sensu ob. polarny -> ob. niepolarny
(tranzycja) Brak ekspersji blonowej
(1078) ACA -> GCA: Thr->Ala biatka w badaniu metoda
10 EX8 360 A->G
heterozygota immunohistochemii, bardzo
silna ekspresja
cytoplazmatyczna
Bardzo zredukowana
EX 12 571-645 | Prawdo- Fragment domeny
amplifikacja eksonu 12 podobnie odpowiedzialnejza przylaczanie
obydwa allele? kationéw wapnia
20 delecja
(808) TCT->ACT: Ser->Thr ob. polarny -> ob. polarny
EX6 270 transwersja domena N-terminalna
T->A
Nieprawidtowy splicing. Bardzo
Intronowy staba ekspresja blonowa biatka
(532-14)C->T
26 INT 4 EX5-14 | pseudo-ekson w badaniu metoda
heterozygota
immunohistochemii, czesciowa
ekspresja cytoplazmatyczna
ob. polarny -> ob. polarny
. Domena transbtonowa, obok
transwersja
domeny wigzacej wapn.
(1373) AAT ->ACT: Asn->Thr A->C Y wiazacewap
28 EX10 458 Staba ekspresja btonowa biatka
heterozygota
w badaniu metoda
immunohistochemii, cze$ciowa
ekspresja cytoplazmatyczna
ob. polarny-> ob. polarny
. Domena transbtonowa, obok
(1369) ACG -> TCG: Thr->Ser transwersja
33 EX 10 457 domeny wigzacej wapn.
heterozygota A>T
Bardzo staba ekspresja blonowa
biatka w badaniu metoda
immunohistochemii
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Transwersja: kw. polarny-> kw. polarny
EX 4 (465) GAC -> GAG: Asp -> Glu 135 d inal
C>G omena N-terminalna 5,5 mies.
heterozygota
39
ob. polarny-> ob. niepolarny
kieszen wigzaca kationy wapnia
Tranzydja: Brak ek: ii bl i
EX7 (992) ACT -> ATT: Thr->Ile yq rak ekspresji blonowej czy
C->T cytoplazmatycznej biatka w 5,5 mies.
heterozygota 331 )
guzie.
ob. polarny -> ob. polarny
Pomi i dlowei ek ..
(2252) AAC->ACC: Asn -> Thr omimo prawidtowej ekspresji ‘
41 EX 14 751 T . blonowej, obecna wysoka ZYJE
heterozygota ranswersja )
ekspresja cytoplazmatyczna E-
A->C
kadheryny.
(523) CTG->GTG: Leu ->Val Transwersja
47 EX 4 155 ob. niepolarny-> ob. niepolarny 21 mies.
heterozygota C->G
Nieprawidlowy splicing.
Intronowy
(833+43) G>T Pomimo prawidtowej ekspresji
59 INT 6 EX6+43 | pseudo-ekson 61 mies.
heterozygota btonowej, obecna wysoka
ekspresja cytoplazmatyczna E-
kadheryny.
(532-8) G>C
INT 4 N EX5-8 Intronowy
eterozygota i i ici
Y& pseudo-ekson Nieprawidlowy splicing
71 4,5 mies.
(687+15) G ->T Najprawdopodobniej nie
INT 5 EX5+15 BRAK? | et
heterozygota wplywa na splicing.
EX4-3
(388-3) delT
INT 3 delT | Obok miejsca
heterozygota dled lici %
Splice -site Uposledzony splicing (89%)
107 7,5 mies.
Transwersja
(654) GAG ->GAT: Glu->Asp ob. polarny->ob. polarny
EX5 218 G->T
heterozygota
(808) TCT ->GCT: Ser->Ala Transwersja
115 EX6 230 ob. polarny->ob. niepolarny 15 mies.
heterozygota T->G

Tab. 7: Wyniki sekwencjonowania ,, dodatkowych” prazkéw otrzymanych metoda SSCP, obecnych wyltacznie

w tkance nowotworowej. Na czerwono zaznaczono przypadkowo wykryte mutacje germinalne.
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Teoretyczne okreslenie wplywu poszczegolnych mutacji intronowych na splicing
wykonano na podstawie analizy zmiany parametru Ri zaréwno dla sekwencji wzorcowej, jak

i sekwencji wykazujacej mutacje. Wyniki i ich interpretacje przedstawiono w ponizszej tabeli:

. Ri Ri ] Sila Uposledzenie
Nr przyp. mutacja poczatkowe | koncowe ARIi | wiazania I
(,,wild type”) | (mutacja) [Yo] * p 8
EX6+1 (Donor) .
8 GIHD) G oA 5,9 -6,9 12,8 - TAK (calkowite)
EX5-14 INTRONOWY
26 (532-14) C ->T 87 o1 0.4 134,9 PSEUDOEKSON
EX6+43 INTRONOWY
59 (833+43) G ->T 2,5 3.4 0.9 1849 PSEUDOEKSON
germinalna INTRONOWY
71 EX5-8 14,8 16,8 1.9 381,3
> PSEUDOEKSON
(532-8) G > C
EX5+15
71 (2) (684+15) G ->T 7,2 7,2 0 100 NIE
107 Exa-3 14,4 14,3 0,2 89,3 TAK (zmniejszony)
(512-3) delT ’ ’ ’ ’ zmniejszony

* sita wigzania — wskazuje zmiany energii wigzania (konicowa/poczatkowa, wyrazona w procentach)

Tab. 8: Wyniki analizy mutacji intronowych, predykcyjna wartos¢ ARi, oraz interpretacja wplywu mutacji na

splicing

Po przeprowadzeniu sekwencjonowania odsetek przypadkéw wykazujacych mutacje
w genie E-kadheryny nie zmienit sie i wynosit 15,5% (13/84), nalezy jednak podkresli¢, ze 4/12
przypadkow (33%), wykazywato obecnos¢ dwdch mutacji w genie CDHI.

Warto zaznaczy¢, iz czutos¢ metody SSCP dla analizowanych przez nas fragmentéw
wynosi 95-99%. Dla pewnosci przesekwencjonowano wiec dodatkowo wszystkie amplikony,
ktére analizowano uprzednio metoda SSCP, we wszystkich przypadkach wykazujacych
zaburzenia ekspresji biatkowej. Nie wykryto jednak jakichkolwiek dodatkowych zaburzen na

poziomie nukleotydowym w obrebie analizowanych fragmentow.
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Typ histologiczny raka a mutacje CDHI.

Uzyskane w ten sposob dane pozwolily okresli¢ procentowy odsetek udziatu mutacji w
poszczegoOlnych typach histologicznych raka zoladka w naszym archiwum. Wszystkie
wykryte mutacje dotyczyly rakow typu rozlanego, mieszanego, badz nisko zréznicowanego

raka typu jelitowego (1 przypadek). Wyniki te zebrano ponizej:

Jelitowy (niskozréznicowany) Mieszany Rozlany

3,3% (1/30) 22% (6/27) 18% (5/27)

Tab. 9: Odsetek mutacji w poszczegdlnych typach histologicznych raka wg klasyfikacji Lauren’a

Infekcja EBV a mutacje CDH1

W 40% rakow wykazujacych obecnos¢ wirusa EBV (2/5) wykazano obecno$¢ mutacji
CDH]1. Raki te pochodzity od mezczyzn. Jeden z nich byt zlokalizowany w trzonie (przypadek
nr 59), drugi w obrebie odZzwiernika (przypadek nr 41). Przypadek 41 wykazywal mutacje w
eksonie 14 i pochodzit od mtodego, 35-cioletniego mezczyzny. Pacjent ten pomimo duzego
guza (6 cm) i niskozroznicowanego, rozlanego raka zotadka z naciekiem na dwunastnice, zyje
nadal. Jako jedyny wsréd rakéw EBV-pozytywnych z naszego archiwum, rak ten byt
zlokalizowany w odzwierniku.

Dwa raki wykazujace mutacje przy rownoczesnym zakazeniu wirusem EBV wyrdzniaja
sie na tle pozostatych rakow: sa to raki, ktore pojawily sie u pacjentow stosunkowo mtodych,
odpowiednio: (35 i 44 lata), gdy pozostate raki EBV(+) dotyczyly oséb po 60-tym roku zycia:
(66, 63, 65 lat).

Chorzy z rakami EBV(+) wykazujacymi mutacje CDH1 zyli znacznie dtuzej: (1894 dni i
zyje nadal, oraz 1834 dni), gdy chorzy bez mutacji w tym genie zyli krocej: (821, 366, 106 dni).
U chorych EBV(+) mut(-) nowotwory wykazywaly nieco wyzszy stopien zaawansowania
klinicznego, ktéry wynosit odpowiednio: VI, IIIB, IIIB , gdy w rakach EBV(+) mut(+): I i IIla.

Kolejna réznica dotyczyta odsetka przerzutow do okolicznych weztéw chtonnych:
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EBV(+) mut(+): 0% i 62% oraz EBV(+) mut(-): 70-96% i lokalizacji - EBV(+) mut(+): odzwiernik
i trzon, EBV(+) mut(-): trzon, trzon i wpust. Wystepowata rowniez niewielka réznica w
rozmiarach guzow: EBV(+) mut(+): 6-8 cm oraz EBV(+) mut(-): 8-10 cm (srednia w badanej
grupie sporadycznych rakow zotadka to 7,8 cm).

Nalezy doda¢, iz pomiedzy rakami EBV(+) z mutacami CDHI a rakami EBV-
pozytywnymi bez mutacji, nie wykazano réznic w typie histologicznym raka (raki mieszane i
rozlane), stopniu zrdznicowania (wszystkie raki G3), natomiast wg klasyfikacji Goseki do
rakow w grupie EBV(+) mut(+) nalezaty raki Goseki Il i1, a do grupy EBV(+) mut(-): dwa raki
Goseki Il i jedenIV.

Mutacje w CDH1 a przezycie

Posréd oséb wykazujacych mutacje, tylko jedna osoba nadal Zyje, wykazujac ponad
piecioletnie przezycie. Jest to chory z rozlanym rakiem zotadka, wykrytym w wieku 35-ciu lat.
Pomimo duzych rozmiaréw guza (6 cm) nie doszto do inwazji wezléw okotozotadkowych.
Chory zakonczyl pomyslnie leczenie chemioterapia i obecnie jest uznawany za catkowicie
wyleczonego.

Analizujac zaleznos¢ przezycia od obecnosci mutacji, postuzono sie testem Kaplana-
Meier'a. Wynik tej analizy $wiadczy o braku zaleznosci pomiedzy skumulowanym
prawdopodobienstwem przezycia, a wystepowaniem mutacji, co pozostaje w zgodzie z
poprzednimi obserwacjami dokonanymi na tej grupie chorych [159].

Wyniki te po uwzglednieniu dodatkowych danych odnosnie mutacji i przezywalnosci

przedstawiono ponize;j:
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Wykr. 1: Skumulowana proporcja przezywajacych Kaplana-Meier'a. Dane zgrupowano w zaleznosci od

wystepowania, badz nie, zjawiska mutacji w obrebie genu CDH1.

Rozmieszczenie mutacji sporadycznych w obrebie genu CDH1

Bardzo ciekawym wydaje sie by¢ rozmieszczenie mutacji sporadycznych w obrebie
genu CDH1. Mutacje w rakach nisko zréznicowanych wykazuja tendencje do rGwnomiernego
rozproszenia i sa rozmieszczone na obszarze pomiedzy intronem 3 a eksonem 12 genu CDH1.

Pojawita si¢ bardzo interesujaca zaleznos¢ rozmieszczenia mutacji od typu
histologicznego raka zotadka dla grupy rakow mieszanych i rozlanych. W analizowanym
zbiorze rakéw zoladka mutacje sporadyczne w rakach rozlanych kumuluja si¢ w obrebie
przedziatu ekson 4 — poczatek intronu 6-go, gdy tymczasem mutacje sporadyczne w rakach

mieszanych pojawiaja si¢ w obszarze ekson 7-ekson 14-sty. Mutacje sporadyczne CDHI w

&9



guzach wykazujacych komponente lita wydaja si¢ by¢ rozmieszczone wzdtuz genu bez
jakichkolwiek preferencji lokalizacyjnych.

Wyniki przedstawiono na ponizszym rysunku:

MUTACJE CDHI W POSZCZEGOLNYCH EKSONACH W
ANALIZOWANYCH RAKACH ZOLADKA:

S
o

OO o @ ] ()]
O N B

|
T M - ——
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

ORAKI NISKOZROZNICOWANE (KOMPONENTA LITA)
ORAKI MIESZANE

@®RAKIROZLANE

® mmutacja germinalna

Rys. 21: Rozmieszczenie mutacji w obrebie genu CDHI w zaleznos$ci od typu histologicznego raka Zzotadka.
Dodatkowo, na wykresie zaznaczono na zolto raki charakteryzujace si¢ komponenta lita: jeden rak
niskozréznicowany, jelitowy oraz jeden przypadek niskozréznicowanego raka mieszanego. Oba te raki

cechowaty rozlegle obszary lite.

Przedstawiona na schemacie tendencja nie byta do tej pory opisywana, jednak wyniki te

nie pozostaja w sprzecznosci z poprzednimi doniesieniami.

Cechy wspdlne mutacji germinalnych
Wykrycie w grupie rakéw uznawanych za sporadyczne trzech przypadkéw mutacji
germinalnych byto duza niespodzianka. Przypadki te miaty kilka bardzo interesujacych cech

wspdlnych, ktdre w ponizszej tabeli zaakcentowano na niebiesko.
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Dane poréwnawcze przedstawiono ponizej. Poszczegélne dane zamieszczone w
nawiasie dotycza odpowiednio przypadkow: 20, 39, 71 - pierwszy przypadek dotyczyt

kobiety. Pozostate dwa to mezczyZni:

Cechy Srednia Komentarz
Wiek bardzo zblizony (71,72,70 lat), srednia wieku w catej
Wiek 71 lat
badanej grupie znacznie nizsza: 62,7 lat
bardzo krotkie przezycie (133, 159, 131 dni), $Srednia w catej
Dtlugo$c¢ przezycia 141 dni
badanej grupie znacznie wyzsza: 685 dni
cecha wspdlna jest komponenta rozlana (mieszany, rozlany,
Lauren -
mieszany)
Goseki 111 Wszystkie trzy raki naleza do grupy Goseki III
T - (4,4,3)
N - (3,2,3)
M - 0,1, 1)
Wysoki stopien zaawansowania klinicznego, IV
Stopien
3 Wszystkie raki wykazywaty niski stopien zréznicowania
zréznicowania
Procent zajetych (50, 32, 80%)
wezlow 54% $redni odsetek zajetych okolicznych weztéw chtonnych w catej
okolozoladkowych badanej grupie wynosi ok. 53%
Duze guzy (9, 11, 10 cm). Srednia wielko$¢ guza w calej badanej
Wielkos¢ guza 10 cm
grupie znacznie nizsza: 7,8 cm
Wyglad
- (wypukty, wypukty, ptaski)
makroskopowy
Czesc¢ zotadka - (odzwiernik, caly, wpust)
Wszystkie trzy raki wykazywaty naciek dwunastnicy,
Naciek dwunastnicy - dla poréwnania w catej badanej grupie rakow naciek
dwunastnicy dotyczy?t 1/3 przypadkow

91



Obecnos¢ drugiej
- dotyczyto wszystkich trzech przypadkow
mutacji w genie

Fenotyp MSI MSS dotyczyto wszystkich trzech przypadkéow
Fenotyp LOH LOH-S dotyczylo wszystkich trzech przypadkéw
Obecnos$¢ DNA EBV - (brak, brak, nie badany)
Metylacja promotora TAK dotyczyto wszystkich trzech przypadkoéw, sredni odsetek

metylacji w catej badanej grupie wynosi ok. 55%

Chemioterapia - (NIE, NIE, EAP)

Tab. 10: Poréwnanie przypadkow z mutacjami germinalnymi. Cechy wspdlne guzéw z mutacjg germinalng

CDH1 zaznaczono na niebiesko.

Cechy wspdlne sporadycznych mutacji CDH1 w intronie 6, zaburzajgcych splicing

Dwa raki mieszane (przypadki 8 i 59) z mutacjq w obrebie intronu 6-go (obie mutacje
zaburzajace splicing) wykazywaly bardzo interesujaca ceche wspoélna: stosunkowo diugie
przezycie, wynoszace odpowiednio 75 i 61 miesigecy. Po doktadniejszej analizie zauwazalne
staly si¢ rowniez inne wspodlne cechy, ktdre upodabniaja do siebie te dwa guzy.

Dane poréwnawcze przedstawiono w ponizszej tabeli. Poszczegolne dane

zamieszczone w nawiasie dotycza odpowiednio przypadkéw: 8 i 59. Oba przypadki dotycza

mezczyzn:
Cechy Srednia Komentarz
Wiek rézny (64 i 44 lata), srednia wieku w catej badanej grupie:
Wiek 54+10 lat 62,7 lat
bardzo diugie przezycie (2249 i 1834 dni), srednia w catej
Dtlugo$c¢ przezycia 2042 dni

badanej grupie znacznie nizsza: 685 dni
Lauren mieszany cecha wspdlna sa zarowno komponenta jelitowa, jak rozlana
Goseki I obydwa raki naleza do grupy Goseki I

92



T ] (4,2)
(2,2)
N 2
M 0,0)
0
(Stage IV i Illa)
Stopien
3 obydwa raki wykazywaty niski stopien zréznicowania
zréznicowania
Procent zajetych (59, 61%)
weztow 60% $redni odsetek zajetych okolicznych weztéw chtonnych w catej
okotozotadkowych badanej grupie jest nieco nizszy i wynosi ok. 53%
Duze guzy (10 i 8 cm). Srednia wielko$¢ guza w catej badanej
Wielkos¢ guza 9 cm
grupie nizsza: 7,8 cm
obydwa raki byty wypuklymi guzami z owrzodzeniem wokdt
Wyglad
wypukty zmiany, naciek nie rozprzestrzeniat sie¢ do innych czesci
makroskopowy
zotadka, byt ograniczony wokédt guza.
Cze$c¢ zotadka trzon obydwa raki byty guzami zlokalizowanymi w obrebie trzonu
Obydwa raki nie wykazywaty nacieku dwunastnicy, w badanej
Naciek dwunastnicy NIE
przez nas grupie naciek dwunastnicy dotyczyt 1/3 przypadkéw
Obecnos¢ drugiej
NIE brak drugiej mutacji w obydwodch przypadkach
mutagji w genie
Fenotyp MSI-high w calej badanej grupie wystepowat w ok.
Fenotyp MSI MSI-high
15% przypadkéw
Fenotyp LOH - (LOH-low, LOH-high)
Obecnos$¢ DNA EBV - (NIE, TAK)
Metylacja promotora TAK $redni odsetek metylacji w calej badanej grupie wynosi ok. 55%
Chemioterapia NIE w obydwoch przypadkach nie wprowadzono chemioterapii

Tab. 11: Poréwnanie przypadkow z mutacjami w intronie 6. Cechy wspoélne guzéw z mutacja zaburzajaca

splicing, zlokalizowang w intronie 6 zaznaczono na niebiesko.
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5.4. Analiza metylacji promotora CDH1

W badanych przez nas przypadkach rakow zotadka hipermetylacja promotora genu
CDH]1 zostata wykazana w 54,8% (46/84) wszystkich analizowanych przypadkéw. W zadnej z

analizowanych tkanek nie stwierdzono metylacji promotora w obrebie obydwdch alleli.

5.4.1. Metylacja promotora CDH1 a typ histologiczny raka

Klasyfikacja Lauren’a

Doktadna analiza zaleznosci zjawiska hipermetylacji od typu histologicznego raka wg
Lauren’a [158], przyniosta dodatkowe informacje. Okazalo sig, ze 38% (12/32) rakow zotadka
typu jelitowego wykazuje hipermetylacje promotora CDH1, natomiast zjawisko to dotyczyto
az 70% (19/27) rakow mieszanych i 60% (15/25) rakow typu rozlanego. Analizujac wszystkie
raki wykazujace komponente rozlana, czyli zaréwno raki rozlane, jak i mieszane, 65% (34/52)
wsrdd nich wykazywato hipermetylacje w zakresie jednego allela. Wyniki zebrano w ponizszej

tabeli:

TYP HISTOLOGICZNY METYLACJA PROMOTORA BRAK METYLAC]I

RAKA CDH1 PROMOTORA CDH1
ROZLANY 60% 40%
MIESZANY 70% 30%
JELITOWY 38% 62%

Tab. 12.: Odsetek metylacji promotora E-kadheryny w réznych typach histologicznych raka zotadka (Lauren).

Powyzsze wyniki przedstawiono na wykresie:
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Odsetek metylacji promotora COHT a typ histologiczny raka wy
Lauren’a
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Typ raka [Lauren]

Wykr. 2: Odsetek metylacji promotora E-kadheryny w zaleznosci od typu histologicznego raka wg klasyfikacji

Lauren’a.

Nalezy podkresli¢, ze powyzsze wyniki nie maja charakteru istotnej statystycznie

zaleznosci, a p=0,3 (2 NW)

Klasyfikacja Goseki

Interesujaca informacja wydaje sig¢ by¢ istotna statystycznie zaleznos¢ pomiedzy typem
raka wg klasyfikacji Goseki [160] a metylacja promotora CDH1, gdzie p=0,01(x2). Najwiekszy
odsetek metylacji promotora E-kadheryny wykazywaty raki Goseki III (83%), a najnizszy
odsetek metylacji odnotowano w grupie IV (36%).

Wyniki zebrano w ponizszej tabeli:

TYP wg GOSEKI I II 111 v
ODSETEK
53% 38% 83% 36%
METYLAC]I

Tab. 13.: Odsetek metylacji promotora E-kadheryny w réznych typach histologicznych raka zotadka (Goseki).
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Analizujac w ten sposob dane i poréwnujac wyniki metylacji promotora CDH1 w
grupach rakéw Goseki I-IV, do ,przecietnego” odsetka metylacji (55%) w sporadycznych

rakach zoladka, wyodrebniaja si¢ wyraznie 3 grupy rakéw zotadka:

1. Grupa ,neutralna” o przecietnym odsetku metylacji promotora CDH1 (53%): sa to
raki Goseki L.

2. Raki zotadka o nizszym odsetku metylacji promotora od przecietnej: sa to raki
Goseki stopnia I i IV ($rednio 37%).

3. Raki zotadka o wyzszym odsetku metylacji promotora (83%) od przecietnej: sa to
raki Goseki III.

Zaleznos¢ tego typu nie zostata do tej pory opisana. Wyniki te przedstawiono w formie

graficznej na ponizszym wykresie:

Odsetek metylacjiClHT a klasyfikacja rakow Zoladka wg Goseki

100 % 1
80% 1
B0% -
0%
B0% 1
50% A i
40% 1
30% -
20% -
10% A

0%

SO

Wqg Goseki

Wykr. 3: Odsetek metylacji promotora E-kadheryny w zaleznosci od typu histologicznego raka wg klasyfikacji
Goseki.
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5.4.2. Metylacja promotora CDH1 a wielkosc guza

Zaobserwowano interesujacy, wyrazny trend zaleznosci wielkosci guza od metylagji
promotora CDH1. W te$cie U Mann-Whitney’a p=0,1, jednak otrzymany wynik jest na granicy
istotnosci statystycznej, gdyz analizowano nie wylacznie $rednie, ale brano pod uwage
mediany.

Obserwowana tendencja do osiagania przez guzy ze zmetylowanym promotorem CDHI1
wigkszych rozmiaréw ($rednio 8,1cm), niz jest to w guzach nie wykazujacych metylagji
(Srednio 7,2cm), jest bardzo ciekawa.

Mimo iz uzyskany wynik jest na granicy istotnosci statystycznej, dzigki analizie mediany

trend ten zarysowuje si¢ bardzo wyraznie.

Wynik przedstawiono w tabeli i na wykresie:

SREDNIA WIELKOSC GUZA (cm)

METYLACJA PROMOTORA CDH1 8,1+3,6

BRAK METYLAC]I PROMOTORA CDH1 7,212,6

Tab. 14.: Zaleznos¢ wielkosci guza od hipermetylacji w obrebie promotora E-kadheryny.
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Wykr. 4: Zaleznos¢ wielkosci guza od metylacji w obrebie promotora E-kadheryny. Analiza przy uzyciu

mediany.

5.4.3. Metylacja promotora CDH1 a lokalizacja guza
Przeanalizowano zalezno$¢ obecnosci metylacji promotora CDHI od lokalizacji guza.
Analiza statystyczna nie wykazala istotnego statystycznie zwiazku. Wyniki przedstawiono w

ponizszej tabeli:
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WPUST TRZON ODZWIERNIK CALY ZOEADEK

BRAK METYLAC]I 44% 41% 43% 42%

HIPERMETYLACJA 56% 59% 57% 58%

Tab. 15: Odsetek metylacji oraz jej braku w obrebie promotora E-kadheryny w réznych czesciach zotadka w

rakach z naszego zbioru archiwalnego.

Raki okotowpustowe wykazywaly 56% hipermetylacji w obrebie promotora genu E-
kadheryny, w guzach bardziej odleglych od wpustu, zlokalizowanych w obrebie trzonu,
odsetek metylacji byt nieco wyzszy i wynosil 59%, natomiast w przypadku odzwiernika byt
on zaledwie 0 1% wyzszy niz w przypadku guzéw zlokalizowanych okotowpustowo i wynosit

57%. Powyzsze wyniki przedstawiono na wykresie nr 5:

Zaleinosc metylacji promotora CDH1 od lokalizacji guza

100 1
80

g0
70
B0
%o a0
40
40
20
101

o BRAE MET YLAC
mMET VLAC A
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WRLIST TRIOM QDA IERMIK CAEY

Wykr. 5: Odsetek metylacji promotora E-kadheryny w zaleznosci od lokalizacji nowotworu w obrebie Zotadka.

99



5.4.4. Metylacja promotora CDH1 a fenotyp MSI iLOH

Wyniki metylacji promotora CDHI1 poréwnano z uzyskanymi wczesniej w Zakladzie
Patomorfologii CMU] wynikami analizy niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA oraz utraty
heterozygotycznosci w obrebie 12 markeréw mikrosatelitarnych w badanej grupie rakow
zoladka (poréwnano 81 przypadkow). Dokladna analiza zjawiska MSI oraz LOH byla
przedmiotem pracy doktorskiej dr n. med. Jacka Czopka [161].

Przyktadowy wynik analizy MSI/LOH w raku Zotadka przedstawiono na rys. nr 23 (MSI)

oraz 22 (LOH):
Sample3 3 Green
6000
4000
2000
[075501] [b75501]
Ak
Sample4 4 Green
6000
4000
2000
N

Rys. 22: Przykladowy wynik analizy MSI/LOH, analizowany fragment odpowiada markerowi
mikrosatelitarnemu D75501 (MET). Prébka 4 odpowiada tkance nowotworowej raka zotadka, probka 3 to
nienowotworowa tkanka kontrolna (heterozygota). W fenotypie guza (homozygota) widoczne jest zjawisko

utraty heterozygotycznosci.
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Rys. 23.. Przykladowy wynik analizy MSI/LOH, analizowany fragment odpowiada markerowi
mikrosatelitarnemu D55346 (APC). Prébka 3 odpowiada tkance nowotworowej raka zotadka, probka 2 to nie
nowotworowa tkanka kontrolna. W fenotypie guza widoczne sa dodatkowe piki, $wiadczace o niestabilnosci

mikrosatelitarnego DNA w tkance nowotworowe;j.

Wykazano zaleznos$¢ pomiedzy fenotypem MSI typu high a metylacja promotora
E-kadheryny. W tescie x2 NW p wynosito 0,00001

Hipermetylacje promotora CDH1 wykazano w 100% przypadkow charakteryzujacych
sie fenotypem niestabilnosci mikrosatelit wysokiego stopnia MSI-high (15/15), natomiast w
przypadku rakéw zotadka o fenotypie MSI-low oraz rakach stabilnych mikrosatelitarnie
(MSS) odsetek ten wynosit odpowiednio: 71,0% (5/7) i 41% (24/59).

Wyniki przedstawiono ponizej:
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Wykr. 6: Zaleznos¢ odsetka metylacji promotora CDH1 od stopnia niestabilnosci mikrosatelitarnego DNA.

Wykazano istotng statystycznie zaleznos¢ pomiedzy fenotypem LOH a metylacja

promotora E-kadheryny. W tescie 2 NW p=0,0008, w tescie y2 Pearson’a p=0,0016.

Hipermetylacje promotora CDH1 wykazano w 83% przypadkéw charakteryzujacych
sie fenotypem LOH wysokiego stopnia - LOH-high (5/6), oraz 88% LOH niskiego stopnia -
LOH-low (15/17), natomiast w przypadku rakéw zotadka stabilnych od wzgledem LOH

(LOH-S) odsetek ten wynosit zaledwie 43% (25/58).

Zalezno$¢ przedstawiono na ponizszym wykresie:
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Zaleznosc odsetka metylacji promotora CDH1T od
stopnia nasilenia zjawiska LOH
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Wykr. 7: Zalezno$¢ odsetka metylacji promotora CDHI od stopnia nasilenia zjawiska utraty

heterozygotycznosci w guzie.

Wykazano istotng statystycznie zaleznos¢ pomiedzy fenotypem MSI a wynikami
barwienia metoda immunohistochemii w kierunku MLH2 (w tescie x2 p=0,01).
Nie wykazano zaleznosci pomiedzy fenotypem MSI a ekspresja MLH1 badana metodami

immunohistochemicznymi.

5.4.5. Metylacja promotora CDH1 a zakazZenie wirusem EBV

Zjawisko hipermetylacji w obrebie promotora CDH1 poréwnano z uzyskanymi wczesniej
wynikami hybrydyzacji In situ w kierunku wirusa EBV, wykonanej dla czesci przypadkéw
raka Zotadka, ktdrych analiza jest przedmiotem niniejszego opracowania. Wyniki zostaty
udostepnione dzigeki uprzejmosci autoréw: mgr Anny Sinczak-Kuta oraz dr n. med. Jacka
Czopka (Katedra Patomorfologii CMUJ) [33].

We wszystkich (100%) przypadkach guzéw, gdzie wykazano obecnos¢ wirusa EBV,

obserwowano zjawisko hipermetylacji promotora CDH1 w zakresie jednego allela (5/5).
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W przypadku grupy rakdw EBV(-) metylacje promotora CDHI wykazano w 58%
przypadkow.

Wykazana zaleznos¢ pomiedzy metylacja promotora CDHI a infekcja wirusem EBV
dotyczyta bardzo malej grupy (pieciu) przypadkow, a wynik ten nie jest istotny statystycznie.
Jednostronny test Fisher’a, bardziej restrykcyjny pod wzgledem analizy prawdopodobienstwa

od testu %2, okresla p=0,0999.

5.4.6. Metylacja promotora CDH1 a plec oraz wiek

Nie wykazano rdéznic w wystepowania zjawiska hipermetylacji promotora CDHI w
zaleznosci od plci. Zarowno u kobiet jak i u mezczyzn odsetek przypadkéw wykazujacych
metylacje wynosit 55%.

Nie wykazano rowniez jakichkolwiek istotnych statystycznie zaleznosci metylagji
promotora CDH1 od wieku, lokalizagji, stopnia inwazji do okolicznych weztéw chtonnych, czy

glebokosci nacieku.

5.4.7. Metylacja promotora CDH1 a mutacje i polimorfizmy tego genu

Wszystkie raki (100%) z mutacja w obrebie genu kodujgcego E-kadheryne wykazywaty
hipermetylacje promotora CDH1I.

Nie wykazano jakichkolwiek zaleznosci pomiedzy wystepowaniem zjawiska

hipermetylacji promotora CDH1 a obecnoscia polimorfizméw w obrebie tego genu.

5.4.7. Metylacja promotora CDH1 a prawdopodobienistwo przezycia

Wykonano symulacje prawdopodobienistwa przezycia Kaplana-Meier'a dla grup
pacjentéw wykazujacych, oraz nie wykazujacych hipermetylacji promotora CDH1. Analiza ta
wykazata tendencje do dluzszego przezycia w grupie pacjentow nie wykazujacych
hipermetylacji w obrebie promotora E-kadheryny. Tendencja ta nie jest jednak podparta
istotnymi wynikami statystycznymi. Przyczyna braku istotnosci jest stosunkowo mata grupa

pacjentow, oraz fakt, iz cz¢$¢ chorych nadal zyje.
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Pomimo poczatkowego braku roznicy zard6wno pomiedzy grupa pacjentow wykazujacych
hipermetylacje w obrebie promotora CDH1, a grupa pacjentéw bez metylacji, po 200-setnym
dniu zaobserwowano, zjawisko rozdzielenia si¢ krzywych dla tych grup. Zaobserwowano
tendencje do wyzszego prawdopodobienstwa przezycia w grupie pacjentow nie

wykazujacych hipermetylacji w obrebie promotora E-kadheryny, co przedstawiono ponizej:

100%
5% ' © Kompletne
C + Uciete
0% | — brak metylacji
A --- metylacja
25%
0 500 1000 1500 2000 2500

Wykr. 8: Skumulowana proporcja przezywajacych Kaplana-Meier’a. Dane zgrupowano w zaleznosci od

wystepowania, badz nie, zjawiska hipermetylacji w obrebie promotora CDHI.

Wykres ten przynosi bardzo ciekawe informacje dotyczace prawdopodobienstwa
przezycia w obrebie poszczegolnych grup. Na wykresie wida¢ wyraznie, ze cze$¢ oséb w

grupie bez metylacji w obrebie promotora CDH1 umiera pozniej (od daty rozpoznania), niz
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ma to miejsce w grupie wykazujacej hipermetylacje. Analiza prawdopodobienstwa przezycia
Kaplana-Meyer'a wyraznie pokazuje te roznice w okolicy 2000-cznego dnia przezycia dla
obydwoch grup. Ok. 25% wiecej chorych bez metylacji w obrebie promotora E-kadheryny
dozyto dnia 2000 (5,5 roku). Roznica ta zanika w odstepie 2500 dni (prawie 7 lat) od
rozpoznania klinicznego, tak dlugie przezycie wykazaly poréwnywalne odsetki chorych z
obydwoch analizowanych grup. Warto jednak zwrdci¢ uwage, ze czes$¢ chorych (3/7), ktorzy
przezyli powyzej 5-ciu i pot roku, to osoby, u ktérych nie doszto do lokalnej inwazji raka do

wezléw okotozotadkowych.
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5.5. Podsumowanie wynikow

1. Polimorfizmy genu CDHI1 wystepowaly z czestoscia zgodna z poprzednimi
doniesieniami. Najpowszechniejszy polimorfizm dotyczyt eksonu 13. Wykazano
obecnos¢ nowego, nie opisywanego dotychczas polimorfizmu w eksonie 14 E-kadheryny
(R732R), ktory moze miec¢ charakter lokalny. Obserwacja ta zacheca nas do wykonania

w przyszlosci szerszych badan populacyjnych.

2. Mutacje genu CDH1 wykryto w 15,5% sporadycznych rakow zotadka (w 24% rakow
posiadajacych w catosci lub czeSciowo rozlany typ wzrostu). Wykryte mutacje to

glownie mutacje zmiany sensu oraz mutacje zaburzajace prawidlowy splicing.

3. Wykazano istotng statystycznie zaleznos¢ hipermetylacji promotora CDHI od typu
histologicznego raka zoladka w klasyfikacji wg Goseki. Raki, gdzie metylacja
promotora E-kadheryny wystepuje najczesciej (87%) to raki grupy IlI, ktore nie wykazuja
ani obfitosci $luzu w komorkach nowotworowych, ani obecnosci dobrze

zréznicowanych cewek.

4. Tendencja do osiagania przez guzy wykazujace hipermetylacje promotora CDH1 nieco
wiekszych rozmiarow zarysowuje sie wyraznie. Wynik ten byt na granicy istotnosci

statystycznej.
5. Wykazano istotna statystycznie zaleznos¢ hipermetylacji promotora CDH1 od fenotypu
MSI i LOH. Podobnie, zjawisko hipermetylacji promotora E-kadheryny jest bardzo Scisle

powiazane z obecnos$cia wirusa Epstein-Barr w tkance.

6. Wykonana symulacja prawdopodobienistwa przezycia metoda Kaplana-Meier'a

wykazata tendencje do dtuzszego przezycia w grupie pacjentow nie wykazujacych
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hipermetylacji w stosunku do grupy ze zmetylowanym promotorem. Brak istotnosci

statystycznej wynika z faktu, iz czes¢ chorych nadal zyje i podlega obserwacji.
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6. Dyskusja

Badana od kilku lat w Zaktadzie Patomorfologii CMU]J grupa sporadycznych rakow
zotadka byla juz przedmiotem dwoch prac doktorskich (dr n. med. Jacka Czopka i dr n. med.
Magdaleny Bialas), jednak wykonywane dodatkowe analizy molekularne przynosza coraz
nowe, interesujace informacje, ktére w poréwnaniu do poprzednich wynikow rzucaja nowe
swiatto na molekularne mechanizmy rozwoju raka zotadka.

Archiwalny zbior sporadycznych rakéw zotadka zostal zgromadzony w Zakladzie
Patomorfologii CMU]J dzigki wspotpracy z I-sza Klinika Chirurgii Ogdlnej i Gastroenterologii
CMUJ w Krakowie. Placowka ta specjalizuje si¢ w najtrudniejszych przypadkach rakéw
zoladka, do ktorej kierowani sa wstepnie przeselekcjonowani pacjenci z catego obszaru
potudniowej Polski. Sa to chorzy, u ktorych choroba nowotworowa jest badz bardzo
zaawansowana, lub skala trudnosci zabiegu operacyjnego jest bardzo wysoka. Selekcja ta
mozna wytlumaczy¢ statystycznie wigekszy odsetek rozlanych i mieszanych rakow zotadka w
naszym zbiorze, gdyz zabiegi operacyjne u chorych z rakami zotadka typu jelitowego (37%)
czesciej sa wykonywane w mniej wyspecjalizowanych osrodkach medycznych na terenie
Matopolski.

Wydaje sig, ze nizsza niz przytaczana w literaturze srednia wieku zachorowania na raka
zoladka w badanej przez nas grupie (62,7+10,7 lat), moze by¢ efektem opisywanej powyzej

preselekgji.

Polimorfizmy CDH1 w sporadycznych rakach zotqdka

Na podstawie sekwencjonowania wykazano polimorfizmy genu CDHI w 77%
przypadkow rakow zotadka. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz w kazdym pozytywnym przypadku
zostal wykryty co najmniej jeden polimorfizm tego genu. Poza jednym R732R, wszystkie
polimorfizmy byly dotychczas wielokrotnie opisywane, wykazujac zgodne =z

dotychczasowymi doniesieniami czestosci populacyjne [106].
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Interesujacym jest fakt wykrycia nie opisywanego dotychczas polimorfizmu typu silent
w eksonie 14 genu CDH1 (2194 CGG->AGG: R732R), wystepujacego w 2/84 analizowanych
probek. Zmiana ta, obecna zarowno w tkance kontrolnej, jak i nowotworowej, zostala
zakwalifikowana jako polimorfizm ze wzgledu na jej czestos¢ wystepowania w badanej grupie
u 0sob nie spokrewnionych (2,4%) oraz efekt typu silent. Nalezy zaznaczy¢, ze przypadki
rakow wykazujacych zmiane R732R w eksonie 14, ktora najprawdopodobniej jest nowym
polimorfizmem, nie wykazuja wigkszych podobienstw w obrazach fenotypowych. Wazna
informacja jest rowniez fakt, iz pacjent wykazujacy ten polimorfizm, przy rownoczesnej
mutacji zaburzajacej splicing zyt nieco ponad 5 lat, co posrednio mogtoby swiadczy¢ o braku
negatywnych konsekwencji tej zmiany w eksonie 14 CDHI. Polimorfizm ten moze miec¢
charakter lokalny, gdyz do chwili obecnej nie pojawily sie doniesienia o tego typu wariancie
allelicznym. Jednak ostateczna i ,oficjalna” klasyfikacja R732R, jako polimorfizmu, bedzie
wymagac¢ dodatkowych badan populacyjnych. Wykrycie nowego polimorfizmu w genie
CDH1 jest interesujace, gdyz do tej pory opisano zaledwie 17 polimorfizmow tego genu, w

tym dwa dotyczace eksonu 14-go.

Mutacje w genie CDH1 w sporadycznych rakach Zotgdka
Analizujac czestos¢ wystepowania mutacji w genie CDH1 w sporadycznych rakach
zoladka w naszym archiwum, stwierdzono obecnos$¢ mutacji E-kadheryny w 15,5% (13/84)
przypadkow, w obrebie ktorych az 4 raki wykazywaty obecnosc jednoczesnie dwdch
mutacji. Wyniki te nie sa sprzeczne z poprzednimi doniesieniami, ktére wspominaja o
bardzo szerokim zakresie odsetka mutacji w sporadycznych rakach zotadka: 0-56% [88, 93,
136]. Otrzymane przez nas wyniki potwierdzaja dotychczasowe obserwacje, ze w genie
kodujgcym E-kadheryne, mutacje charakterystyczne dla rodzin HDGC zwiazane z powstaniem
nie funkcjonalnego kikuta biatkowego, w sporadycznych rakach Zzotadka niewystepuja [111].
Biorac pod uwage ocene histologiczna rakéw wedtug klasyfikacji Lauren’a, mutacje
CDH1 wykryto w 24% rakéw zotadka posiadajacych w calosci lub czesciowo rozlany typ
wzrostu oraz w 3% (1/31) rakow typu jelitowego — byt to jednak rak nisko zréznicowany,

tworzacy rozlegte obszary lite. Pomimo, iz typowych rakow jelitowych nie wiaze si¢ z
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obecnoscia mutacji w genie E-kadheryny, wykazano obecno$¢ mutaci w
wysokozrdznicowanych rakach typu jelitowego, jednak nie byly to zmiany zaburzajace
prawidlowe dziatanie biatka [88]. Przyjmuje sig, ze wplywajace negatywnie na produkt
biatkowy mutacje CDH1 w rakach jelitowych sa bardzo rzadkie i dotycza najczesciej rakow
niskozréznicowanych [54, 112].

Ponadto, wykryto obecno$¢ az trzech mutacji germinalnych (25% przypadkow
wykazujacych mutacje) oraz 5 mutacji (42% przypadkéow wykazujacych mutacje)
zaburzajacych prawidlowe wycinanie intronéw.

Chorzy z rakami, u ktérych wykryto obecnos¢ dwoch mutacji w genie CDHI
wykazywali stosunkowo krotkie przezycia: 4,5 i 5 miesiecy dla wspdtwystepujacych mutacji
germinalnej i sporadycznej, i 7,5 miesigca w przypadku dwoch sporadycznych mutacji
wystepujacych w jednym guzie.

W przypadku mutacji germinalnych zwrdcono uwage na ich wspdlna ceche: krotkie
przezycie (4,5 — 5 miesigcy), co sugeruje zwiazek wylaczania drugiego allela (kazdy z guzéw
wykazuje mutacje w innym miejscu genu CDH1 jak i metylacje regionu promotorowego) z
szybkim rozwojem bardzo agresywnego guza. Te trzy raki wykazujace mutacje germinalng
charakteryzuja si¢ wieloma cechami wspolnymi, ktére zostaty przedstawione w tabeli nr 10.
Paradoksalnie, dwa tych guzow to raki mieszane, a wiec wykazujace komponente jelitowa —
tymczasem przyjmuje sig¢, iz efektem mutacji zaburzajacych prawidlowe dziatanie E-
kadheryny sa najczesciej raki rozlane.

Warto rozwazy¢ rowniez potengjalny efekt mutacji zmiany sensu. W przypadkach nr 8
(T360A), nr 33 (T457S), miejsca w ktorych zachodzi zmiana nie sa wysoce konserwatywne
ewolucyjnie, natomiast zmiana (G135E) w przypadku 39 jest zmiang dopuszczalna
ewolucyjnie i wystepuje w mysiej P-kadherynie. Pozostate mutacje dotycza miejsc bardzo
wysoce konserwatywnych ewolucyjnie. Przykiadem tego jest zmiana (5270T).

Wymienione w tej pracy mutacje oraz zwigzane z nimi pozycje aminokwasowe, nie byty
tej pory opisywane. Jedyne doniesienie, ktore wiazalo si¢ z analogiczng numeracja
zmienianego kodonu 270, dotyczylo nieco innej zmiany: S270A, ktdéra jest wigzana z

wspotwystepowaniem w rodzinie rakdéw zotadka i prostaty [118].
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Zaburzenia w prawidlowym wycinaniu intronow

Interesujacym wydaje si¢ by¢ obraz przezycia chorych z zaburzeniami splicingu,
szczegOlnie z mutacja w miejscu splice-site, catkowicie upos$ledzajaca wycigcie intronu
(przypadek nr 8), w porownaniu do innych chorych z mutacjami w genie CDHI, w

szczegOlnosci tych wykazujacych obecno$¢ mutacji germinalnych (tabela nr 7).

Duze delecje

Nie wykazano zmian dotyczacych duzych zaburzen chromosomowych, oraz
kilkunukleotydowych insercji lub delecji, co moze tlumaczy¢ uzyskany przez nas nieco nizszy
odsetek mutacji, niz na przyklad w Portugalii, gdzie gtéwnymi zaburzeniami w rakach
sporadycznych sa kilkunukleotydowe delecje.

W analizowanej przez nas grupie rakow zotadka prawdopodobnie zostala wykryta
jedna duza delecja w obrebie amplikonu 12, ktéra wykryto posrednio. Prawie niewidoczny na
zelu MDE prazek, po reamplifikacji zostat okreslony jako ekson 12 wraz z przylegajacymi
fragmentami w obrebie sekwencji intronowych. Jego sekwencja odpowiadata ,typowi
dzikiemu” tego fragmentu genu. Nalezy zaznaczy¢, ze pozostate eksony CDH1 w przypadku
tej tkanki amplifikowaly si¢ znakomicie. Dysponujac jedynie tymi danymi, nie jesteSmy w
stanie stwierdzi¢, czy delecja dotyczyla jednego chromosomu, czy obydwoch alleli. Nalezy
jednak bra¢ pod uwage, iz uwidoczniony bardzo staby prazek, moégt by¢ produktem
amplifikacji komdrek prawidlowych, ktore moga by¢ obecne w obszarze guza, badZz mdgt
dotyczy¢ zmiany heterozygotycznej. Jednak ze wzgledu na niezwykle stabg intensywnos¢

prazka nalezy raczej bra¢ pod uwage te pierwsza mozliwosc.

Mutacje w intronie 6, zaburzajqce splicing:

Kolejna ciekawq i poniekad zaskakujaca obserwacja wydaje sie by¢ stosunkowo dtugie
przezycie pacjentow wykazujacych w guzie mutacje w intronie 6. Dwa raki mieszane
(przypadki 8 i 59) z mutacja w obrebie intronu 6-go (obie mutacje zaburzajace splicing)
wykazywaty sie bardzo interesujaca cecha wspdlna: stosunkowo dlugim przezyciem,

wynoszacym odpowiednio 75 i 61 miesiecy (6 i 5 lat), gdy tymczasem diugosc¢ zycia w
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przypadku mutagji zlokalizowanych w innych obszarach genu CDH1 wynosita 1 tydzien - 21
miesiecy (poza przypadkiem nr 41, gdzie nie wystepowata inwazja do okolicznych weziéw
chionnych, a pacjent Zzyje po zabiegu ponad 5 lat). Zaleznosc ta jest o tyle zagadkowa, iz chorzy
ci charakteryzowali sie¢ znacznymi rozmiarami guza (10 i 8 cm), wokot ktorego wystepowato
owrzodzenie oraz podobnym, wysokim odsetkiem przerzutow do okolicznych weziow
chtonnych (59 i 62%). W obydwoch przypadkach, nie wprowadzono leczenia chemioterapia.
Jedna z kolejnych cech wspdlnych obydwdch guzdéw byt ich fenotyp MSI- high. Poréwnanie
tych dwdéch przypadkéw mozna znalez¢ w tabeli nr 11. By¢ moze dlugos$¢ przezycia moze by¢
zwigzana z poczatkowym zastgpieniem funkgji uposledzonego genu przez alternatywny,
drugi allel, a zjawisko metylacji promotora moglo by¢ zdarzeniem wtérnym, badz dotyczy¢ i
tak juz uposledzonego allela. Upos$ledzenie dziatania E-kadheryny moze wspdtistnie¢ z
zaburzeniami w innych, dotychczas niezbadanych genach, mogacych odgrywac wazna role w
procesie karcynogenezy w nowotworach przewodu pokarmowego.
Jednak podobienistwo fenotypowe obydwoch guzow jest wrecz zaskakujace.

Obserwacje te wydaja sie by¢ enigmatyczne i wymagaja dalszych wyjasnien.

Zakazenie wirusem EBV a mutacje w CDH1

Dwa (2/5) przypadki EBV-pozytywne wykazywaly obecnos¢ mutacji CDHI1. Wynik ten
jest o tyle ciekawy, ze do tej pory nie odnotowano takiego zjawiska [162]. Powszechnie
przyjmuje si¢, ze EBVaGC (raki zotadka powiazane z infekcja EBV) sa przewazajacymi u
mezczyzn, niskozréznicowanymi rakami zoladka, ktére najczesciej rozwijaja sie w jego
proksymalnej czesci. Sa to nowotwory czesto klasyfikowane jako raki jelitowe, gdzie struktury
tubularne sa stabo zréznicowane, badz sa to nisko zréznicowane raki z rozlegtymi obszarami
litymi. Raki te rdznia sie¢ pod wzgledem molekularnym jak i morfologicznym od rakéw EBV-
ujemnych [163].

Obecnos¢ wirusa EBV w tkance raka zotadka, gdzie réwnolegle wykazanoby mutacje
w CDHI1 nie byta opisywana. Wrecz do tej pory wykluczano mozliwos$¢é wystepowania mutacji
w tym genie w rakach EBVaGC. Odnalezienie wiec mutacji w genie CDH1, ktora wspolistniata

z obecnoscig wirusa EBV w tkance nowotworowej, byto dla autorki tej pracy
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informacja ,mocno klopotliwa”. Jednak wielokrotne sprawdzenie poprawnosci analiz
wyeliminowato jakakolwiek mozliwo$¢ pomylki, co wiecej: dane uzyskane z analizy ekspresji
biatkowej E-kadheryny metoda IHC przyniosty dodatkowa informacje, ktéra mogta
potwierdzi¢ zaburzenia na poziomie biatka: jedynie te dwa (wykazujace mutacje CDHT)
przypadki rakéw EBV-pozytywnych charakteryzowaty sie zaburzeniami ekspresji: przy
prawidiowej ekspresji btfonowej obserwowano nieprawidlowa ekspresje cytoplazmatyczna
biatka, o analogicznym nasileniu jak w obrebie blony komodrkowej. Tak wiec, pojawia sie
pytanie —jesli faktycznie w tych dwoch rakach zotadka obserwowane sa mutacje E-kadheryny,
o tak powaznych konsekwencjach, jak obecnos¢ potowy puli produktu biatkowego w obrebie
cytoplazmy, to czy rzeczywiscie mamy do czynienia z przypadkami rakow EBVaGC? I czy jest
mozliwe, wbrew swego rodzaju dogmatowi, jednoczesne wspolistnienie zaleznego od
obecnosci wirusa EBV procesu rozwoju raka zotadka wraz z karcynogeneza spowodowang
zaburzeniami na poziomie adhezji miedzykomdrkowej? By¢ moze odpowiedz na to pytanie
przynosi pordéwnanie rakow EBV-pozytywnych mut(+) i mut(-). W porownaniu tych
przypadkow widaé wyraznie, iz raki EBV(+) mut(+) r6znia si¢ od rakow EBV(+) mut(-): raki
wykazujace mutacje to raki mtodsze (35 i 44 lata vs 63-66 lat), zyjace znacznie dtuzej, nieco
mniejsze, 0 nizszym stopniu zaawansowania klinicznego. Sa to tez raki o mniejszym odsetku
przerzutéw do weztdow okolozotadkowych. Ciekawa jest tez lokalizacja guza: w przypadku nr
41 rak byt zlokalizowany w odzwierniku. Jest to bardzo interesujace, gdyz do tej pory
opisywano raki EBV-pozytywne, jako zlokalizowane wylacznie w okolicy wpustowej, badz
trzonu zotadka [162].

Wykazane roznice w obrebie przypadkéow EBV(+)mut(+) i EBV(+)mut(-), cho¢ nalezy
zaznaczy¢ ze ze wzgledu na bardzo mata liczbe analizowanych rakow moga by¢ one efektem
losowym, moga tlumaczy¢ rdwnoczesne wystepowanie w tkance mutacji E-kadheryny, oraz
DNA wirusa. By¢ moze u pacjentow EBV(+)mut(+) mutacja CDHI1 zaszla na znacznie
wczesniejszym etapie, natomiast infekcja wirusem byta zdarzeniem pozniejszym w czasie, nie
majacym wplywu na karcynogeneze. Poniewaz wszystkie przypadki EBV(+) wykazywaty

hipermetylacje promotora CDH1I, nie jestesmy w stanie stwierdzi¢, czy w
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dwoéch przypadkach wykazujacych mutacje nie zaszlo wczesniej zjawisko metylagji,
spowodowane innymi czynnikami.

Gdyby hipoteza ta okazata si¢ prawdziwa, do grupy EBVaGC zaliczono by wtedy
jedynie przypadki z rakéw bez mutacji. Argumentem ,za” moze by¢ odsetek EBVaGC, ktory
w sporadycznych rakach zotadka szacuje si¢ na nie wyzszy niz 10% [163]. Tymczasem w
badanych przez nas rakach 12,5% wykazuje obecnos¢ DNA wirusa — jezeli jednak uwzgledni
si¢ jedynie raki EBV(+)mut(-), odsetek ten wyniesie 7,3%. Hipoteza ta wymaga jednak dalszych
badan.

Przedstawione przez dr n. med. M. Biatas poréwnanie ekspresji E-kadheryny metoda
IHC z otrzymanymi przez nas wynikami mutacji wykazaty istotng statystycznie relacje
(p=0,04) [159]. Jednak nie we wszystkich przypadkach odnotowano zaburzenia ekspresji
biatka zwigzane z wystepowaniem mutacji w genie CDH1, chociaz nalezy wspomnie¢ o fakcie
przesekwencjonowania ,dla pewnosci” wszystkich fragmentéw kodujacych gen CDH1 w
przypadkach, gdzie ekspresja biatka wykazywata jakiekolwiek nieprawidlowosci. Jednak to
,nadprogramowe” sekwencjonowanie nie przyniosto informacji o dodatkowych mutacjach.

Po przeprowadzeniu analizy wynikow otrzymanych dzieki metodzie IHC, okazato sig,
ze czes¢ przypadkéw wykazujacych mutacje w CDHI wykazywato prawidlowa ekspresje
biatka. Mogto sie to wiazac z typem uzytego w reakcji IHC przeciwciata, ktdre przytaczato sie
jedynie do fragmentu prawidlowego biatka. Jednak cze$¢ przypadkéw nie wykazujacych
mutacji, wykazywata zaburzenia ekspres;ji biatkowej E-kadheryny.

Jak juz wspomniano, mutacje CDH1, jak i hipermetylacja promotora tego genu, moga
wplywac na obnizenie ekspresji E-kadheryny, a zatrzymanie biatka w cytoplazmie moze
swiadczy¢ o zaburzeniach na poziomie produkgji czy transportu proteiny.

Jednak nowe swiatlo na uzyskane przez nas rozbieznosci rzuca opisana w ubiegtym
roku przez Concolino i wsp. mozliwos¢ alternatywnego mechanizmu supresji E-kadheryny
wplywajacego na obnizenie regulacji tego biatka. Nalezy jednak podkresli¢, ze mechanizm ten

nie zostal jeszcze poznany [164].
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Hipermetylacja promotora CDH1 w sporadycznych rakach zolgdka

W przypadku przedstawianych w tej pracy wynikow, 54,8% (46/84) wszystkich
analizowanych przypadkow rakow zotadka wykazywato hipermetylacje w obrebie promotora
CDHI1. Wynik ten jest zgodny z szacunkami Grabiano i Guilforda, ktérzy przypisuja to
zjawisko 40-80% sporadycznych rakow zotadka [39]. Uzyskane przez nas wyniki sq bardzo
podobne do wynikow opisywanych przez inne grupy badawcze: odsetek metylacji w rakach
zoladka podawany przez Tamura i wsp. wynosit 51% [167]. Machado podaje nieco nizszy
odsetek: 47,8% [136], a w badaniach Carvalho et al., gdzie do okreslania odsetka metylacji
promotora genu E-kadheryny uzyto analogicznej metody MSP oraz primerow o takich samych
sekwencjach, jak te przedstawione w niniejszej pracy, odsetek hipermetylacji promotora CDH1
wsrod wszystkich analizowanych przypadkow sporadycznych rakow zotadka wynosit 51%
[165]. Warto jednak wspomnieé, iz niektorzy badacze podaja znacznie wyzszy odsetek
metylacji. W badaniach nad zmianami molekularnymi na réznych etapach karcynogenezy w
raku zotadka, Mingchao i jego zespdt wykazali redukcje lub catkowity brak ekspresji E-
kadheryny, oraz zwiazang z tym zjawiskiem metylacje promotora CDH1 (czesciowa lub
pelna), we wszystkich analizowanych przypadkach tkanek zotadka, co obserwowano juz na
etapie metaplazji [166].

Doktadna analiza zaleznosci zjawiska hipermetylacji od histologicznego typu raka,
przyniosta nowe informacje. Okazalo si¢, ze w przypadku rakow typu rozlanego wartosci te
sq zblizone do publikowanych wczesniej wynikdw. 60% metylacji w przypadku rozlanych
rakow zotadka, to wynik zblizony, do danych przedstawionych przez grupe portugalskich
badaczy (51-56%) [135, 136, 165]. W rakach mieszanych z naszej kolekgji, odsetek ten byt
jeszcze wyzszy i wynosit 70%. Analizujac wszystkie raki wykazujace komponente rozlana,
czyli zaréwno raki rozlane, jak i mieszane, mozna stwierdzic¢ iz 65% wsrdd nich wykazywato
hipermetylacje promotora CDHI.

Odnotowany w naszych badaniach najnizszy odsetek metylacji dotyczyt rakéw typu
jelitowego i wynosit 38%. Wynik ten nieco odbiega od wynikéw prezentowanych przez
Machado, jednak odsetek metylacji w obrebie promotora CDH1 w grupie rakow typu

jelitowego jest nizszy niz w rozlanych rakach zotadka. Machado podaje, Ze w obrebie rakow
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zoladka typu jelitowego wystepuje nizszy odsetek metylowanych przypadkéw: 28,6 [136].
Roéznica ta moze wynikac z nieco innego sposobu klasyfikacji rakow zotadka, przyjetego przez
portugalskich badaczy oraz nadreprezentacji wysoko zaawansowanych klinicznie rakow typu
rozlanego i mieszanego w badanej przez nas grupie. Uzyskany przez nas wynik potwierdza
dotychczasowe doniesienia, gdzie wykazywano nizszy odsetek hipermetylacji promotora
CDH1 w sporadycznych rakach zofadka typu jelitowego, w porownaniu do rakéw typu
rozlanego [136, 167].

Tamura szacuje, ze najwyzszy odsetek metylacji w obrebie promotora CDH1
wystepuje w niskozrdznicowanych rakach Zotadka (84%) [167].

W prezentowanych przez nas wynikach wykazano istotng statystycznie zaleznosc¢
hipermetylacji promotora od stopnia klasyfikacji wg Goseki, gdzie p=0,01. Najwyzszy odsetek
metylacji promotora E-kadheryny wykazywaly raki Goseki III (83%), a najnizszy odsetek
metylacji odnotowano w grupach II (38%) i IV (36%). Analizujac w ten sposob dane i
poréwnujac wyniki metylacji promotora CDH1 w grupach rakow Goseki I-IV, do
,Pprzecietnego” odsetka metylacji (54,8%) w sporadycznych rakach zotadka, wyodrebnilisSmy
3 wyraznie zarysowujace si¢ grupy rakéw zoladka: 1. Grupa ,neutralna” o przecietnym
odsetku metylacji promotora CDH1 (53%): sa to raki Goseki I, Grupa druga — sa to raki zotadka
o nizszym odsetku metylacji promotora (37%) od przecietnej: Goseki Il i1V, oraz grupa trzecia
- raki zoladka o najwyzszym odsetku metylacji promotora (83%) - Goseki III. Zaleznos¢ tego
typu nie zostala do tej pory opisana, jednak nie pozostaje w sprzecznosci z doniesieniami
sugerujacymi, iz hipermetylacja promotora CDHI jest postrzegana jako kluczowy etap w
procesie karcynogenezy w nisko zréznicowanych, rozlanych rakach zotadka [39].

W Zadnej z analizowanych tkanek nie stwierdzono hipermetylacji promotora w obrebie
obydwdch alleli. Nalezy jednak podkresli¢, Zze obecnos¢ produktu amplifikowanego przy
uzyciu primeréw dla niezmetylowanej sekwencji promotora CDH1, moze wynika¢ zaréwno z
obecnosci niezmetylowanego allela, jak i kontaminagji tkanka, ktora nie byta zmetylowana —

jednak ta druga mozliwos¢ jest bardzo mato prawdopodobna.
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Hipermetylacja promotora a mutacje CDH1

Poréwnanie hipermetylacji promotora z mutacjami w obrebie genu CDH1 wykazato, ze
100% zmetylowanych przypadkdéw rakow zoltadka wykazuje mutacje. Wyniki te sa wyzsze od
osiagnietych przez portugalskich badaczy (67%), najprawdopodobniej ze wzgledu na znacznie

nizszy procent mutacji obserwowany w badanej przez nas grupie rakow [136].

Hipermetylacja promotora CDH1 a lokalizacja guza

Zwrocono uwage na doniesienie dotyczace gruczolakorakow przetyku, gdzie az 84%
guzow wykazywato hipermetylacje promotora CDHI1, gdy u oséb zdrowych w obrebie
prawidlowej Sluzéwki przetyku nie wykazano ani jednego przypadku metylacji w obrebie
tego promotora E-kadheryny [145]. To doniesienie zachecilo nas do poréwnania wynikéw, pod
wzgledem lokalizacji guza i odpowiedzi na pytanie, czy w naszym zbiorze archiwalnym,
wsrod guzow znajdujacych sie w okolicy wpustu, mozna bedzie zaobserwowac jakiekolwiek
roznice w odsetku metylacji w poréwnaniu do guzow zlokalizowanych w innych czesciach
zoltadka - tym bardziej, ze metylacja promotora CDHI1 jest niekorzystnym markerem
prognostycznym w gruczolakorakach przetyku [168]. Na podstawie uzyskanych przez nas
danych, okazato sig, ze rdznice sg niewielkie, a proces hipermetylacji promotora E-kadheryny,
nie wykazuje jakiejkolwiek ,preferencji” lokalizacji: raki okolowpustowe wykazywaty 56%
metylacji w obrebie promotora genu E-kadheryny, gdy w pozostalych grupach, gdzie
wystepowal naciek (trzon, odZwiernik, caty obszar zotadka) wyniki te oscylowaty wokdt 58%.
Odsetek hipermetylacji byt nieco wyzszy w bardziej odleglych od wpustu guzach
zlokalizowanych w obrebie trzonu i odzwiernika (tabela 15, wykres nr 5).

Wynik ten mozna wigza¢ z obecnoscia w wigkszosci przypadkow bardzo duzego
nacieku nowotworu, ktory czesto obejmowal réwnoczesnie kilka czesci zotadka, natomiast
opis lokalizacji guza mial w tych przypadkach znaczenie orientacyjne i dotyczyt czesci z ktdrej
nowotwor sie wywodzil. Byly to zazwyczaj raki bardzo zaawansowane, co dodatkowo

utrudniato te ocene.
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Zaleznosc hipermetylacji promotora CDH1 od plci, wieku, glebokosci nacieku i inwazji do okolicznych
weztow chtonnych

Brak istotnych statystycznie zaleznosci metylacji promotora CDH1 od plci, wieku,
stopnia inwazji do okolicznych weztéw chtonnych, czy gltebokosci nacieku, koresponduje z

wynikami przytaczanymi przez innych badaczy [162, 165].

Hipermetylacja promotora CDH1 a fenotyp MSI/LOH

Istnienie zaleznosci pomiedzy fenotypem MSI-H (MSI-high) i MSI-L (MSI-low) a
obecnoscig metylacji promotora CDHI w rakach zoladka sugeruje zwiazek z rdwnoczesna,
niewybidrcza hipermetylacja promotoréw wielu gendéw bioracych udzial w procesie
onkogenezy, w tym CDHI i genow mutatorowych, a geny te najprawdopodobniej byty
metylowane grupowo. Swiadczy o tym wykazana bardzo silna zalezno$¢ pomiedzy
fenotypem MSI-high a metylacja promotora E-kadheryny (w tescie %2 p=0,00001).
Hipermetylacje promotora CDH1 wykazano w 100% przypadkow charakteryzujacych sie
fenotypem MSI-high, natomiast w przypadku rakéw zotadka o fenotypie MSI-low oraz rakach
MSS odsetek ten wynosit odpowiednio: 71% i 40% (wykres nr 6).

Potwierdzeniem tych wynikéw sa dane prezentowane przez Suzuki i wsp., ktore
sugeruja scisty zwiazek hipermetylacji regionu promotorowego hMLH1 w raku zotadka z
wystepowaniem fenotypu MSI. Warto zaznaczy¢, ze z osmiu guzéw wykazujacych
niestabilnos¢ mikrosatelit wysokiego stopnia az pie¢ wykazywato hipermetylacje promotora
hMLH1, gdy tymczasem zaden z 43 przypadkéw MSI-low nie charakteryzowal sig
hipermetylacja tego promotora [169].

Wykazano zaleznos¢ pomiedzy fenotypem LOH a metylacja promotora E-kadheryny. W
tescie x2 NW wspotczynnik p wynosit 0,0008. Metylacje promotora CDH1 wykazano w 83%
przypadkow charakteryzujacych sie fenotypem LOH-H, oraz 88% LOH-L, natomiast w
przypadku rakéw zotadka LOH-S odsetek ten wynosit zaledwie 43% (wykres nr 7). Nalezy
zwroci¢ uwage na podobny odsetek metylacji w grupie MSS oraz LOH-S (odpowiednio 41% i
43%), grupy te si¢ pokrywaly jedynie czgSciowo.
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Badania wykonane przez grupe portugalskich badaczy, wykazywaty bardzo Scisty
zwigzek pomiedzy fenotypem MSI-H a grupowa hipermetylacja genow: hMLH1, CDHI,
MGMT i COX2, ktorych promotory byly metylowane z odpowiednia czestoscia: 37, 51, 61 i
29% [165]. Inna, koreanska grupa badawcza wykazala istotng statystycznie zaleznos¢
pomiedzy fenotypem MSI-H a odsetkiem metylacji w obrebie promotora CDHI1, ktdra
oszacowano na 78%, przy p=0,01 [170]. Obserwowane roznice w naszych wynikach moga
wynika¢ z potraktowania przez koreanskich autorow rakéw MSI-L i MSI-H jako jednolitej
grupy-

Porownanie uzyskanych przez nas wynikow jest mozliwe jedynie w tym przypadku,
jednak uzyskane przez nas wyniki r6znia si¢ nieco od wynikéw uzyskanych dla populacji
azjatyckiej: (100% vs 78%) dla MSI-H oraz dla MSS (40% vs 32%). By¢ moze na roznice te moze
rowniez wplywac rézna liczebnos¢ grup (MSI-H: 15 vs 22, MSS: 59 vs 43).

Interesujacym jest fakt, iz nie wykazano zaleznosci pomiedzy metylacja promotora
CDH1 a odczynem immunohistochemicznym w kierunku ekspresji biatka MLH1, gdy
tymczasem obserwuje si¢ zaleznos¢ w odniesieniu do ekspresji biatka MSH2, gdzie
jednostronny test Fishera daje p=0,04. Wydaje sig, Ze interesujacym uzupeinieniem tych
wynikéw moglaby by¢ ocena immunochistochemiczna ekspresji biatka MSH6 w rakach
zotadka z naszego zbioru.

Przytoczone powyzej wyniki zaleznosci fenotypu MSI i hipermetylacji promotora
CDH1, sugeruja, ze podobnie jak CDH1, geny mutatorowe w rakach Zotadka bardzo czesto
staja sie ,,ofiarami” metylacji, a wylaczenie ich za pomoca tego epigenetycznego mechanizmu
moze kierowaé¢ komdrke nowotworowa na szlak niestabilno$ci mikrosatelitarnej. Nalezy
nadmieni¢, iz raki zoladka charakteryzujace si¢ niestabilnoscia mikrosatelit (w
przeciwienstwie do tego typu rakow jelita grubego) sa grupa rokujaca gorzej, niz raki stabilne
mikrosatelitarnie. Warto dodaé, ze w swojej pracy doktorskiej, dr n. med. Jacek Czopek

wykazat, ze fenotyp MSI-low w rakach Zotadka rokuje najbardziej niekorzystnie [161].
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Hipermetylacja promotora CDH1 a rozmiar guza

Obserwowana tendencja do osiggania przez guzy ze zmetylowanym promotorem CDH1
wiekszych rozmiarow ($rednio 8,1 cm), niz jest to obserwowane w guzach nie wykazujacych
metylacji (Srednio 7,2 cm), jest bardzo interesujaca. Uzyskany wynik jest na granicy istotnosci
statystycznej, jednak dzigki analizie mediany trend ten zarysowuje si¢ bardzo wyraznie. Do tej
pory nie zostalo opublikowane zadne doniesienie o tego typu zaleznosci w rakach przewodu
pokarmowego. Zostalo jednak przedstawione doniesienie dotyczace endokrynnych guzdéw
trzustki, gdzie guzy o wymiarach przekraczajacych 5 cm, charakteryzowaly sie znacznie
wyzszym odsetkiem metylacji w obrebie promotorow wielu genow, w tym CDHI, w
porownaniu do guzéw mniejszych [171].

Wydaje sig, ze obserwowane zjawisko moze by¢ zwigzane z faktem, iz w grupie guzéw
wykazujacych hipermetylacje promotora CDHI przewazaja guzy o utkaniu rozlanym i
mieszanym, ktére wykazuja tendencje do znacznie bardziej ekspansywnego wzrostu, niz

dzieje sie to w przypadku rakow jelitowych.

Hipermetylacja promotora CDH1 a infekcja wirusem EBV

Wykazana zaleznos¢ pomiedzy metylacja promotora CDHI, a infekcja wirusem EBV
dotyczyla bardzo matej grupy (pieciu) przypadkow, a wynik ten nie jest istotny statystycznie.
Jednostronny test Fishera, bardziej restrykcyjny pod wzgledem analizy prawdopodobienistwa
od testow %2, okresla p=0,0999.

Zaobserwowana tendencja jest zgodna z obserwacjami koreanskich i japonskich
badaczy. Grupa badawcza z Seulu wykazata metylacje promotora CDH1 w przypadku 71%
EBV-pozytywnych przypadkéw raka zoladka, przy metylacji wykrywanej w 68% EBV-
negatywnych przypadkow. W poréwnaniu do tych danych, wykazany w naszych wynikach
wyzszy odsetek metylacji promotora CDH1 w przypadku EBV-pozytywnych rakéw zotadka
moze wiazac si¢ z niewielka analizowana przez nas grupa rakéw wykazujacych obecnos¢

wirusa, innymi metodami badawczymi, czy réznicami pomiedzy populacjami [35].
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Znacznie korzystniej wypada poréwnanie naszych obserwacji do wynikow japonskich,
gdzie metylacje promotora CDH1 wykryto w 95% (u nas 100%) przypadkow pozytywnych
pod wzgledem wirusa EBV kontra 55% (u nas 58%) przypadkéw EBV- ujemnych [162, 163].
Kolejnym wiec etapem naszych badan, bedzie konieczna w tym przypadku dodatkowa
analiza metylacji promotora CDH1 w wigkszej ilosci EBV- pozytywnych rakow zotadka, w
materiale zatopionym w parafinie.

Uzyskane przez nas wyniki moga swiadczy¢ o tym, ze zarowno czynniki genetyczne,
jak i epigenetyczne moga bezposrednio wptywacé na proces karcynogenezy w komdrkach
zotadka zainfekowanych wirusem EBV.

Obecnos¢ fenotypu MSI-high w zaledwie 40% EBV-pozytywnych przypadkow jest
zgodna z poprzednimi doniesieniami. Jednak fakt, iz nie jest to zjawisko powszechne w rakach

EBV-pozytywnych moze sugerowac¢ nieco inny, cho¢ niewybidrczy proces
metylacyjny, spowodowany dziataniem wirusa. Cho¢ mechanizm hypermetylacji grup genéw
poprzez wirus Epstein-Barr pozostaje nieznany, wiadomo ze EBVaGC nie wykazujq
nadekspresji metylotransferaz DNA [163].

Uwidocznione w tej pracy wzajemne zaleznosci metylacji promotora E-kadheryny,
obecnosci w tkance nowotworowej wirusa EBV, oraz powiazanie tych zdarzen z fenotypem
MSI, moga sugerowac, ze spowodowana infekcja EBV metylacja promotorow genow istotnych
w procesie karcynogenezy, w obrebie komorek nabtonka w zotadku, moze by¢ procesem
znacznie bardziej selektywnym niz ,tradycyjna hipermetylacja” - dotyczacym okreslonych
grup gendw [35, 162].

Nasze badania moga swiadczy¢ o tym, iz wykazujace metylacje w obrebie promotora
CDH1 raki zotadka, w ktérych zachodzi grupowa, nie zwiazana z dzialaniem wirusa EBV
hipermetylacja promotorow, wykazuja znacznie czestszy fenotyp MSI-high, co moze by¢
zwiazane z rownoczesna hipermetylacjq promotorow genow mutatorowych.

Wydaje si¢, ze w Swietle przytaczanych przez nas wynikow, ten epigenetyczny
mechanizm wytaczania genu CDH1, w rakach EBV-pozytywnych nie ogranicza si¢ do tych
samych grup gendw, jak to ma miejsce w przypadku ,,zwyktej” metylacji. Na tej podstawie

ostroznie mozna zwroci¢ uwage na mozliwosc¢ alternatywnego (cho¢ nadal grupowego) i
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nieprzypadkowego mechanizmu metylacji promotoréw przez wirus EBV - mechanizmu,
ktory, mimo iz wptywa na metylacje promotora genu CDH1I, nie zawsze dotyczy wylaczania
gendw mutatorowych. Potwierdzeniem wysuniegtej tu hipotezy moga by¢ badania zespotu
Fukayamy, gdzie w rakach EBV(+) wykazano hipermetylacje promotora E-kadheryny w 100%
(17/17), gdy hipermetylacje genu hMLH1 zaobserwowano jedynie w 11,8 % przypadkéw. W
rakach EBV-negatywnych odsetki te wynosily odpowiednio: 53,3 i 13,3% [163]. Dla
poréwnania, uzyskane przez nas wyniki dla promotora CDH1 w grupie rakow EBV(+) dotycza
rowniez 100% (5/5) hipermetylowanych przypadkow.

Najnowsze doniesienia zespotu Fukayamy przynosza dodatkowe, niezwykle istotnew
swietle naszych wynikéw, informacje, ktore wydaja si¢ by¢ mocnymi argumentami na
poparcie wysunietej przez autorke niniejszej pracy hipotezy. Tokijscy badacze wykazali, ze w
EBVaGC promotory dwodch gendéw: pl6 i pl4, sa hipermetylowane z bardzo zblizona
czestoscig, gdy tymczasem w rakach EBV(-), promotory te sa metylowane catkowicie
niezaleznie od siebie, a metylacja dotyczy znacznie mniejszego odsetka przypadkow. Co
wiecej, wylacznie w EBVaGC pierwsze CpG promotora p16 wykazuje metylacje, gdy zjawisko
to nigdy nie wystepuje w rakach zotadka EBV(-) [172]. Jednak hipoteza dotyczaca zwigzanego
z zakazeniem wirusem EBV alternatywnego mechanizmu metylacji promotoréw wymagac

bedzie dalszych badan.

Hipermetylacja promotora CDH1 a prawdopodobienstwo przezycia

Bardzo interesujace informacje przyniosta analiza prawdopodobienstwa przezycia
metoda Kaplana-Meier’a. Wykazata ona tendencje do dtuzszego przezycia w grupie pacjentéw
nie wykazujacych hipermetylacji w obrebie promotora E-kadheryny. Tendencja ta nie jest jednak
podparta istotnymi statystycznie wynikami, a przyczyna braku istotnosci jest stosunkowo
mata grupa pacjentow, oraz nie zamknieta historia choroby czesci chorych. Analiza ta przynosi
bardzo ciekawe informacje dotyczace prawdopodobienstwa przezycia w obrebie
poszczegolnych grup. Na wykresie nr 9 wida¢ wyraznie, ze odsetek chorych w grupie bez
hipermetylacji promotora CDH1 umiera po6zniej od daty rozpoznania, niz ma to miejsce w

grupie wykazujacej hipermetylacje.
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Przytoczone przez nas wyniki nie pozostaja w sprzecznosci z poprzednimi
doniesieniami. Graziano podaje ze wsrod pacjentéw, u ktorych usunieto rak zotadka, gdzie
nowotwodr przerzutowal do okolicznych weztéw chltonnych, az 67% pacjentéw nie
wykazujacych hipermetylacji promotora CDH1 przezyto ponad 5 lat. W przypadku pacjentow
z nieprawidlowo zmetylowanym promotorem ponad piecioletnie przezycie zaobserwowano

jedynie u 35% chorych [39].
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7. Wnioski

1.

Mutacje CDH1 w naszym zbiorze sporadycznych rakéw zotadka dotycza 24% rakow
wykazujacych w calosci lub cze$ciowo rozlany typ wzrostu. By¢ moze, wykazana
preferencja lokalizacji mutacji w zaleznosci od typu histologicznego raka stanie sie w
przysztosci pomocna przy wykonywaniu przesiewowych badan E-kadheryny metoda

SSCP.

Hipermetylacja promotora CDHI jest Scisle zwigzana z typem raka zoladka wg
klasyfikacji Goseki. Najczesciej metylacje wykazuja raki grupy trzeciej. Metylacja

wystepuje najrzadziej w rakach, gdzie obecne s komorki sygnetowate.

Uzyskane przez nas wyniki hipermetylacji promotora CDHI, w odniesieniu do
zjawiska niestabilnosci mikrosatelit pozwalaja przypuszcza¢, iz geny mutatorowe,
podobnie jak E-kadheryna, staja sie czesto ,ofiarami” niewybidrczej metylacji.
Hipermetylacja promotorow moze prowadzi¢ komorke zotadka na szlak

karcynogenezy rowniez poprzez zjawisko niestabilnosci mikrosatelit.
W sporadycznych rakach Zotadka obecnos¢ zjawiska hipermetylacji promotora CDH1

w tkance nowotworowej jest niekorzystnym zjawiskiem prognostycznym i wiaze si¢ z

wiekszymi rozmiarami guza i krétszym przezyciem u tych pacjentow.
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8. Streszczenie

Wstep

Rak Zotadka jest jednym z najczestszych nowotwordw ztosliwych cztowieka.
Bezposrednia przyczyna prowadzaca do powstania raka zofadka nie jest znana. Wsrdd
przyczyn wymienia si¢ przede wszystkim: czynniki Srodowiskowe oraz zaburzenia
genetyczne (w tym zaburzenia gendw kodujacych czasteczki adhezyjne), czy epigenetyczne
jak metylacja regionéw promotorowych gendw istotnych w procesie onkogenezy.

Wiele gendéw kodujacych czasteczki adhezyjne jest zaliczanych do supresoréw
nowotworu. Konsekwencjq uszkodzenia tych genow sa zaburzenia adhezji komorkowej
zwiazane z oslabieniem, badz catkowitym zniszczeniem potaczen miedzykomorkowych.

Jednym z istotnych czynnikéw bioracych udziat w procesie adhezji miedzykomodrkowej
jest E-kadheryna. Uposledzenie pracy tego biatka wiazane jest z rozwojem rozlanych rakow
zotadka.

E-kadheryna to biatko zalezne od kation6w wapnia, ktére wraz z kateninami odgrywa
kluczowa role w adhezji komorkowej w obrebie epitelium. Kodujacy E-kadheryne gen CDH1
znajduje si¢ na 16 chromosomie i skiada si¢ z 16 eksondéw, obejmujacych ok. 100 kb
genomowego DNA. E-kadheryna, poprzez domene wewnatrzkomdrkowa zwiazana jest z
B- i a-katenina, a wiec posrednio i z cytoszkieletem. Jest to polaczenie niezbedne dla
prawidlowej budowy tkanek, morfologii komorek, czy réoznicowania komorkowego.

Przyjmuje sig, ze nie wiecej niz 3% rakow zotadka moze mie¢ podioze dziedziczne.

Wsrod nich, az 25 - 40% jest spowodowane mutacjami germinalnymi CDHI1. Mutacje
germinalne w tym genie po raz pierwszy opisano na przykltadach kilku rodzin maoryskich,
w ktorych w kolejnych pokoleniach wystepowaly rozlane raki zotadka w miodym wieku.

Podobnych rodzin na catym $wiecie zidentyfikowano do tej pory ponad 100. Czionkom
rodziny, ktorzy jeszcze nie chorowali, a charakteryzuja si¢ mutacjami blokujacymi
prawidiowa prace biatka E-kadheryny, proponuje sie profilaktyczna, catkowita gastrektomie.
Wsrdd wielu mechanizméw molekularnych powodujacych nieprawidltowosci dziatania

E-kadheryny, nalezy réwniez wymieni¢ inaktywacje genu CDHI poprzez hipermetylacje
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jego promotora. Hipermetylacja promotora CDH1 jest postrzegana jako kluczowy etap w
procesie karcynogenezy w nisko zréznicowanych, rozlanych rakach zotadka. Uwaza sie, ze
metylacja promotora genu E-kadheryny moze by¢ ,,drugim uderzeniem”, ktére wylacza drugi
allel zgodnie z hipoteza Knudson'a.

Podobnie jak inne typy nowotworéw ztosliwych, rak zotadka jest postrzegany jako
konsekwencja wielostopniowego procesu molekularnego, na skutek ktérego prawidiowa
komorka przechodzi w komdrke nowotworowa. Identyfikacja i pelne zrozumienie zmian
zachodzacych na wczesnych etapach karcynogenezy w raku zoladka moze wydatnie
przyczynic si¢ do poznania podstaw patogenezy oraz do zwigkszenia skutecznosci leczenia tej

choroby.

Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest analiza mutacji i polimorfizmow w genie CDH1 oraz analiza
obecnosci zjawiska hipermetylacji promotora tego genu, w archiwalnym zbiorze
sporadycznych rakow zotadka. Jest to kontynuacja poprzednich badan nad rakiem zotadka
prowadzonych od kilku lat w naszym Zaktadzie. Wierzymy, iz uzyskane dodatkowe dane, w
kontekscie poprzednich wynikdw zaprezentowanych przez dr n. med. Magdalene Biatas
(Katedra Patomorfologii CMU]J) oraz dr n. med. Jacka Czopka (Katedra Patomorfologii CMUJ),

postuza do szerszego poznania mechanizmoéow karcynogenezy w raku zotadka.

Materiat i metody

Do badan wykorzystano material chirurgiczny nadsytany do Katedry Patomorfologii
CMU]J w latach 1996-2000.

Do badan wykorzystywano tkanke zamrozong i zatopiong w parafinie. Z kazdego
zoladka wyodrebniono prébki tkanki nowotworowej oraz niezmienionej btony $luzowej.
Kolejnym etapem byta rutynowa ekstrakcja DNA, ktdére nastepnie postuzylo jako matryca w
reakcji PCR. Produkty tej reakcji zostaly uwidocznione za pomoca srebrzenia, przy uzyciu
techniki SSCP. Otrzymane na zelu MDE dodatkowe prazki byly nastepnie reamplifikowane i

poddane sekwencjonowaniu.
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Analiza hipermetylacji regionu promotorowego CDHI zostata przeprowadzona za

pomoca techniki MSP.

Wyniki
Okoto 77% przypadkow wszystkich analizowanych w tym projekcie rakow zoladka

wykazywalo zmiany zakwalifikowane jako polimorfizmy. Wystepujaca z czestoscia 2,4%
zmiana R732R, obecna zarowno w tkance kontrolnej, jak i nowotworowej, zostata wstepnie
zakwalifikowana jako nowy polimorfizm.

Odsetek przypadkow wykazujacych mutacje w genie E-kadheryny wyniost 15,5% (13/84).
Wszystkie mutacje zostaly szczegdélowo przeanalizowane. Wérdéd mutacji CDHI wykryto
przypadkowo 3 mutacje germinalne — raki te mialy wiele cech wspodlnych, podobnie byto w
przypadku dwoch mutacji w amplikonie 6 CDHI.

Wykazano tendencje do lokalizacji mutacji w zaleznosci od typu histologicznego raka
zoladka: mutacje sporadyczne w rakach rozlanych kumulowaly si¢ w obrebie przedziatu
ekson 4 — intron 6, natomiast w rakach mieszanych pojawiaty si¢ one w obszarze ekson 7-
ekson 14.

Hipermetylacja promotora CDHI zostala wykazana w 54,8% (46/84) wszystkich
analizowanych przypadkéw. W zadnej z analizowanych tkanek nie stwierdzono
hipermetylacji promotora w obrebie obydwaoch alleli.

Wykazano zaleznos¢ pomiedzy typem raka wg klasyfikacji Goseki a metylacja
promotora CDHI1. Najwigkszy odsetek metylacji promotora E-kadheryny wykazywaty raki
Goseki III (83%), najnizszy odsetek odnotowano w grupie IV (36%).

Zaobserwowano interesujacy, wyrazny trend zaleznosci wielkosci guza od metylagji
promotora CDHI1. Tendencja do osiggania przez guzy ze zmetylowanym promotorem
wiekszych rozmiarow ($rednio 8,1 cm), niz guzy nie wykazujace metylagji (srednio 7,2 cm),
wymagac bedzie w przysziosci dalszych badan.

Hipermetylacje promotora CDHI1 wykazano w 100% przypadkow charakteryzujacych
sie fenotypem MSI-high, natomiast w rakach MSI-low oraz rakach MSS, odsetek ten wynosit

odpowiednio: 711 41% .
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We wszystkich przypadkach guzéw, gdzie wykazano obecnos¢ wirusa EBV, obserwowano
zjawisko hipermetylacji promotora CDHI1. W przypadku grupy rakéw EBV(-) metylacje
promotora CDH1 wykazano w 58% przypadkow.

Nie wykazano zaleznosci metylacji promotora CDHI od wieku, lokalizacji guza, stopnia
inwazji do okolicznych weztéw chtonnych, czy gtebokosci nacieku.

Wykonano symulacje prawdopodobienstwa przezycia Kaplana-Meier'a dla grup
pacjentow wykazujacych, oraz nie wykazujacych hipermetylacji promotora CDHI1. Analiza
wykazata tendencje do dtuzszego przezycia grupy pacjentow nie wykazujacych hipermetylagji

promotora E-kadheryny.
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9. Summary

Introduction

The gastric cancer remains one of the most common human cancers world-wide. The
main cause of gastric cancer still remains unclear, however environmental and genetic factors
are mentioned.

A small percentage of gastric cancer (up to 3%) is reported as a result of inherited gastric
cancer syndromes. In HDGC two main mechanisms of E-cadherin down-regulation have been
described: gene silencing through promoter methylation and mutations in the E-cadherin gene.

The calcium-dependent cell adhesion molecule E-cadherin is encoded by tumor
suppressor gene (CDHT) located on chromosome 16q22.1.

The protein plays a crucial role in cell-cell adhesion, maintaining cell polarity and the
normal architecture of epithelium. Moreover, E-cadherin plays role, in cell signalling,
metastasis formation, organogenesis and cell differentiation. E-cadherin trough p—, y- and
o— catenins complex with cytoskeleton to form very tight adherens junctions.

In normal tissues in embryogenesis, during cell differentiation and development
process, the CpG methylation is present. The abnormal activity of methyltransferases has been
found in various human neoplasms. This results in aberrant CpG islands methylation and

transcriptional silencing of many human tumour suppressor genes

The aim of this work
The aim of the study was to detect and describe all polymorphisms and mutations in

our collection of sporadic gastric cancers.

Materials and methods
The tumour and normal samples were obtained from 84 patients, and collected in
Department of Pathomorphology (CMU]J). DNA was extracted from frozen and paraffin

embedded tissue.
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The search for polymorphisms and mutations in the CDH1 gene was performed using
Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP). A combination of previously published
oligonucleotides was used in PCR reaction to amplify all exons (including splice-sites) of E-
cadherin. After re-amplification all samples with new bands or bandshifts were sequenced in
forward and reverse orientations of the appropriate exons.

The methylation status of the promoter of the CDHI gene was determined by
methylation specific PCR (MSP). We used the bissulfite treatment of DNA, which converts
unmethylated citosines to uracil and subsequent PCR using primers designed for either

methylated or unmethylated DNA.

Results

77% of all cases showed CDHI1 polymorphisms. In addition to previously reported
polymorphisms we found a novel change R732R. We detected CDH1 mutations in 15,5%
(13/84) cases. By accident 3 germline changes in E-cadherin were found.

We described tendency to accumulation of CDH1 sporadic mutations along the gene. In
diffused gastric cancers mutations spread along exon 4-intron 6, in mixed type gastric
carcinomas mutations were widely spread along exons 7-14.

We detected CDH1I promoter hypermethylation in 54,8% (46/84) of gastric cancers.

We also compared CDHI promoter methylation and histological type. In Lauren’s
classification 38% of intestinal gastric cancers, 70% of mixed type and 60% of diffused gastric
cancers CDH1 promoters were hypermethylated. The difference was no significant.
In Goseki’s classification we observed significance between Goseki’s type and
hypermethylation, where p=0,01(%2). The highest percentage of methylation we found in
Goseki III group (signet ring cells) (83%), and the lowest in group IV (36%).

We compared CDH1 promoter hypermethylation vs. tumor size. We found a tendency
where “methylated” tumors were bigger (8,1 cm) than “unmethylated” (7,2 cm).

100% of hypermethylated cases revealed MSI-high phenotype. In MSI-low and MSS gastric

cancers this percentage was lower than in MSI-high group, respectively: 71 and 41%.
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We detected CDH1 promoter hypermethylation in all EBV-positive gastric cancers, where
methylation in EBV-negative group occurred in 58% of cases.

Analyses revealed no significant statistical differences between CDHI promoter
hypermethylation and patients” age, tumour localization, metastatic invasion or depth of
infiltration. Survival analysis using the Kaplan-Meier method showed longer survival in the

group of “unmetylated” cancers.
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