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Streszczenie

Wstep: Nowotwory sa druga, po chorobach naczyn, przyczyna zgonéw w Polsce. Ostatnio zachorowalno$é
na raka zotadka sie zmniejszyta, ale $miertelno$¢ jest stale na wysokim poziomie.

Materiat i metody: Materiaf do badan stanowity tkanki pobrane od 24 pacjentédw z rozpoznanym histopa-
tologicznie rakiem gruczotowym zofadka. Pacjentéw podzielono na dwie grupy: pacjentéw bez przerzutow
do watroby (G1) i pacjentéw z przerzutami (G2). RNA izolowano z homogenatdw po wstepnym kruszeniu
komorek w ciektym azocie. Stezenie RNA oznaczano technika spektrofotometryczng z zastosowaniem RNA/
/DNA kalkulator ,Gene Quant” (LKB Pharmacia Biotech). Ocenie poddano ekspresje tkankowg gendw dla
TNF-a, kolegenu typu | i kolegenu typu Ill.

Wyniki: Zwigkszong ekspresje genu dla TNF-a zaobserwowano jedynie u 2 pacjentow z grupy G1, podczas
gdy w grupie G2 wyzszg ekspresje zaobserwowano u 5 z 12 chorych w poréwnaniu ze zdrowa tkanka.
Zwiekszong ekspresje kolagenu | stwierdzono u 6 z 12 pacjentéw z grupy G1 w poréwnaniu ze zdrowa
tkankg. W tkankach z przerzutami (G2) podwyzszong ekspresje genu dla kolagenu typu | stwierdzono
w 5 badanych tkankach w poréwnaniu z marginesem. Zwigkszong ekspresje genu dla kolagenu IlI
w poréwnaniu z marginesem stwierdzono w 8 z 12 badanych tkanek z grupy G1. Podwyzszong ekspresje
w grupie Il zaobserwowano takze w 8 z 12 tkanek w poréwnaniu z wartoscig graniczng w grupie I. Analiza
korelacji wykazata korelacje miedzy kolagenem | i TNF-¢ tylko w zdrowej tkance (r = -0,603, p < 0,05).
Whioski: Statystycznie nieznamienne zwiekszenie ekspresji genu kodujacego TNF-«, kolagen typu | i lll
oraz brak ich wzajemnych korelacji przemawia za faktem, ze sg to parametry niezalezne. Nieznamienny
statystycznie wzrost ekspresji genu kodujgcego TNF-« i kolagen typu | oraz ujemna korelacja migdzy nimi
wskazuje, ze TNF-a nie moze wptywac¢ na synteze kolagenu .

Stowa kluczowe: TNF-¢, kolagen I, kolagen Ill, rak zotadka
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Abstract

Introduction: Neoplasms are the second most frequent cause of death in Poland after vascular diseases.
Recently, gastric cancer morbidity has decreased, but mortality is steel at a high level.

Material and methods: Tissues from 24 patients with a histopathologically diagnosed mucosal and ade-
nomucosal gastric cancer have been tested. Patients were divided in two equal groups: patients without
metastases (G1) and patients with metastases in the liver (G2). RNA was isolated from homogenates after
preliminary powdering of tissues in liquid nitrogen. RNA concentration was determined using spectro-
photometer with RNA/DNA calculator ‘Gene Quant’ (LKB Pharmacia Biotech). The tissue expression of
the TNF-¢, collagen type | and collagen type Il encoding genes were assessed.
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Results: Higher TNF-a RNA expression was observed only for 2 patients from group G1, while in G2
group higher expression was observed in 5 from 12 patients in comparison to mean expression in margin.
Higher expression of collagen | was found in 6 of 12 patients from the G1 group in comparison to margin.
In the tissues with metastases (G2) higher expression of collagen type | was found in 5 tested tissues in
comparison to margin. Higher expression of collagen lll gene in comparison to margin was found in 8 from
12 tested tissues from G1 group. Higher expression in group 2 was also observed in 8 out of 12 tissues,
in comparison to margin value in group I. Correlation analysis showed correlation between collagen | and
TNF-a only in the healthy tissue (r = -0.603; p < 0.05).

Conclusions. A statistically non-significant increase in expression of the TNF-a coding genes, type |
and Il collagen and lack of their mutual correlation weighs in favor of the fact that they are independent
parameters. A statistically non-significant increase in expression of the TNF-a and collagen type | coding
genes and a negative correlation between them indicates that TNF can't affect the synthesis of collagen I.

Key words: TNF-c, collagen |, collagen Ill, gastric cancer
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Wstep

Rak zotadka jest jednym z najczesciej wystepujacych
nowotworéw ztosliwych [1]. Pod wzgledem wystepowa-
nia zajmuje trzecie miejsce, po raku ptuc i jelita grubego,
wsrod mezczyzn oraz czwarte, po raku piersi, szyjki ma-
cicy i jelita grubego, u kobiet [2]. Jest jedynym nowo-
tworem, ktérego zachorowalnos$é i umieralnosé maleje.
Tkanka raka charakteryzuje sie w swojej strukturze wysoka
twardoscig w poréwnaniu z innymi nowotworami, co
moze mieé zwigzek ze zwiekszong zawartoscig kolagenu,
gtéwnie typu | i lll lub zaburzeniami ich degradacji.

Przeglad pismiennictwa, szczegdlnie z 2008 roku,
wskazuje na podjecie prob wyjasnienia powyzszego za-
gadnienia przez poszukiwanie zwigzku miedzy zawarto-
$cig wyzej wymienionych kolagenéw a produkcja i uwal-
nianiem cytokin, gtéwnie TNF-c.

Czynnik martwicy nowotworéw (TNF-a, tumor necro-
sis factor alpha) jest cytoking regulujacg reakcje zapalne,
podstawowg cytoking prozapalng i odpornosciowa. Dziata
poprzez dwa receptory: pb55 TNF receptor 1 i p75 TNF
receptor 2. Indukuje powstawanie innych prozapalnych
cytokin, miedzy innymi interleukiny-1 (IL-1) i interleukiny-6
(IL-6), pobudza migracje leukocytow przez zwiekszenie
ekspres;ji czgsteczek adhezyjnych w komérkach srédbton-
ka i leukocytach.

Ostatnio sugeruje sie, ze TNF-¢ moze byé czynnikiem
powodujgcym wzrost akumulacji kolagenu i proliferacji
miofibroblastéw jelit, oraz ze dodatkowo wystepuje w
potaczeniu z insulinozaleznym czynnikiem wzrostu (IGF,
insulin growth factor). Czynniki TNF-« i IGF-1 stymulujg
akumulacje kolagenu typu | oraz synteze jego DNA [3, 4].

Kolagen nalezy do rodziny bogatych w glicyne i pro-
line biatek wiékienkowych (fibrylarnych), ktére tworzg
siatke w tkance facznej. Kolageny sg gtownymi sktadni-
kami polipeptydowymi macierzy zewnatrzkomorkowej,
a w efekcie catego organizmu, stanowigc 25% masy
biatkowej cztowieka. Poza rolg strukturalng kolagen bie-
rze takze udziat w transdukcji sygnatow przez wigzanie
z integrynami [5].

Istotng cechg kolagenu jest wieloetapowa synteza,
obejmujgca procesy niezalezne od zapisu genetycznego.

Introduction

Gastric carcinoma is one of the most common ma-
lignant carcinomas [1]. It is the third most common car-
cinoma after lung and colon carcinomas in men and the
fourth most common carcinoma after breast carcinoma,
cervical carcinoma and colon carcinoma in women [2].
It is the only carcinoma, which morbidity and mortality
decreases. Carcinoma tissue is characterized by a high
hardness in comparison to other carcinomas, which may
be related to the increased content of collagen type | and
Ill, or disturbances in their degradation.

Literature review, and particularly the literature from
2008, indicates that many studies have been done in order
to explain the above mentioned issue by searching for
a correlation between collagens content and production
and release of cytokines, such as tumor necrosis factor «
(TNF-a).

TNF-a is a cytokine regulating basic inflammatory
and immune processes. It has two receptors: pb5 TNF
receptor 1 and p75 TNF receptor 2. Itinduces production
of other pro-inflammatory cytokines, such as interleukin-1
(IL-1) and interleukin-6 (IL-6), induces leucocyte migration
by increasing expression of adhesion molecules in endo-
thelial cells and leucocytes.

Recently, it has been suggested that TNF-a can be
a factor inducing increase in collagen accumulation and
proliferation of intestinal myofibroblasts, and it is present
in combination with insulin-dependent growth factor
(IGF). TNF-« and IGF-1 stimulate accumulation of collagen
type | and synthesis of its RNA [3, 4].

Collagen belongs to the family of fibril proteins rich in
glycine and proline, which create a net in the connective
tissue. Collagens are main polypeptide components of
the extracellular matrix, therefore they consist 25% of
the human protein body mass. Apart from the structural
role, collagen also takes part in signal transduction by
binding with integrins [5].

The crucial characteristic of collagen is its multi-step
synthesis comprising of the processes independent from
the genetic information. It gives a possibility of production
of countless numbers of different proteins in the same
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Daje to mozliwos¢ wytworzenia wrecz nieskonczonej
liczby odmiennych biatek réwniez u tego samego osob-
nika, mimo ze sg one produktem tych samych genéw. Ta
heterogennosé, ktorej regulacyjne zasady nie sg znane,
jest zapewne przyczyna zréznicowania kolagenu w po-
szczegolnych tkankach. By¢ moze jest to klucz do zrozu-
mienia wielu procesoéw patofizjologicznych dotyczacych
tkanki tacznej [6].

Cel pracy

Celem pracy byta ocena ekspresji genu dla TNF-« i ge-
now kodujacych kolagen typu I lll.

Materiat i metody

Materiat do badan stanowity fragmenty tkanek po-
branych w czasie zabiegu operacyjnego od 24 chorych;
kobiet i mezczyzn; z potwierdzonym histopatologicznie ra-
kiem gruczotowym zotadka, $rednio i dobrze zr6znicowa-
nym. Chorych podzielono na dwie grupy, z czego grupe
I (G1) stanowito 12 chorych bez przerzutéw do watroby,
a grupe I1 (G2) 12 chorych z przerzutami. Obydwie grupy
byty zblizone pod wzgledem wieku i pfci. Srednia wieku
chorych wynosita: w grupie G1 — 64,16 roku, a w grupie
G2 — 63,25 roku. W obu grupach wykonano przedope-
racyjnie test ureazowy na obecnosé Helicobacter pylori.
W G1 pozytywny wynik uzyskano u4,aw G2 u 5 chorych.

Stopien zaawansowania raka okreslono wedtug mie-
dzynarodowej klasyfikacji TNM (tumor, node, metastasis)
oraz na podstawie danych uzyskane w badaniu klinicz-
nym, USG jamy brzusznej i miednicy matej, tomografii
komputerowej oraz badaniu radiologicznym klatki pier-
siowej. Szczegbétowa charakterystyke chorych przedsta-
wiono w tabeli I.

Podczas zabiegu operacyjnego raka zotgdka pobiera-
no wycinki zmienionej chorobowo tkanki oraz tkanki mar-
ginesu w odlegtosci przynajmniej 5 cm od guza. Pobrane
fragmenty tkanek umieszczono w pojemniku z ciektym
azotem, a nastepnie zamrozono w temperaturze —70°C.
Za kryterium zréznicowania miedzy tkankg raka a pod-
Scieliskiem przyjeto ocene ilosci komadrek martwiczych.

Diagnostyka stanowigca metody biologii molekularnej
objeta ocene ekspresji genow dla TNF-« i kolagenu | i lll.
RNA izolowano z homogenatéw po wstepnym kruszeniu
komorek w ciektym azocie. Stezenie kwasu nukleinowego
w ekstrakcie zostato wyznaczone technikg spektrofoto-
metryczng z zastosowaniem RNA/DNA kalkulator Gene
Quant (LKB Pharmacia Biotech). Do ekstrakcji RNA zostata
zastosowana zmodyfikowana metoda chloroformowo-fe-
nolowa, opisana przez Chomczynskiego i Sacchi (Total
RNA Prep. Plus, A&A Biotechnology) [7, 8].

Kryteria wfaczenia do badan:

— rozpoznany kliniczne i potwierdzony histopatolo-
gicznie rak zotadka gruczotowy i gruczotowo-$luzowy;

— pisemna zgoda chorego na udziat w badaniu.

Kryteria wyfaczenia z badan:

— rozpoznanie histopatologiczne nowotworu innego
niz rak zotgdka;
— niewydolnos¢ watroby;

Tabela |. Charakterystyka chorych i podziat wedtug klasyfikacii
TNM
Table I. The group characteristcs and TNM classification

Grupa I/ Grupa Il/
/Group 1 (G1) | /Group 2 (G2)
n=12 n=12
Wiek (warto$¢ $rednia w latach)/Agen (mean) 64,16 63,25
Przedziat wiekowy/Age interval 43-81 45-81
Pte¢ K/M/Gender F/M 3/9 3/9
Zaawansowanie raka wg Klasyfikacji TNM/Cancer | (n) (n)
advancement according to TNM classification
T.N,M, 8 0
TN,M, 4 0
TN,M, 0 9
TNM, 0 3
Rodzaj wykonywanego zabiegu/Type of perfor-
med surgery.
Catkowita resekcja zotadka/Total gastrectomy 12 4

organism, despite the fact that they are encoded by the
same genes. This heterogenicity, the regulatory rules of
which are unknown, is probably responsible for collagen
differentiation in particular tissues. Therefore, this may be
a key to understand many pathophysiological processes
related with connective tissue [6].

Aim of work

The aim of work is to assess expression of the genes
encoding TNF-a and collagen type | and IIl.

Materials and methods

The material included tissue fragments collected in-
traoperatively from 24 patients, men and women, with
histopathologically confirmed gastric adenocarcinoma,
well and intermediary differentiated. The patients were
divided into two groups: group | (G1) were 12 patients
without metastases, group Il (G2) were 12 patients with
metastases to liver. Both groups were matched for age
and sex. The mean age was: in the group G1 — 64.16
years, and in the group G2 — 63.25 years. The test for
urease for the presence of Helicobacter pylori was per-
formed before operation. Positive results were obtained
in 4 patients from the group | and in 5 patients from the
group Il.

Carcinoma progression stage was assessed accord-
ing to the international TNM classification and on the
basis of data from the clinical examination, ultraso-
nography of abdomen and small pelvis, CT and chest
X-ray. Detailed characteristic of the patients is showed
in Table I.

During operation, the tissue fragments were taken
from the changed tissue and its margin at least 5 cm
from the carcinoma. The collected tissue fragments
were placed in liquid nitrogen, then moved to -70°C.
The number of necrotic cells were used as a criterion
for differentiation between carcinoma tissue and its
interstitium.
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Rycina 1. Wynik testu Manna-Whitneya w ocenie réznic eks-
presji genu dla TNF-a miedzy tkanka zdrowa (mar-
gines) i grupa G2 oraz grupami G1i G2

Figure 1. The Mann-Whitney test results of the comparison
between the TNF-a gene expression between the
healthly tissue (marigin) and group G2 as well as
Group 1 and Group 2

Tabela Il. Wynik testu Wilcoxona w ocenie roznicy ekspresji
genu dla TNF-a miedzy tkanka zdrowa (margines)
a grupa G1

Table Il. Wilcoxon test results of an evaluation of the difference
in the TNF- gene expression between the healthly
tissue (marigin) and expression in the Group 1 tissue

Gen/Gene | Test Wilcoxona/Wilcoxon test | Réznica/Difference

TNF-o p > 0,05 G1 ~ margines/marigin

— choroby autoimmunologiczne;

— procesy zapalne i owrzodzenia;

— obecnos¢ innej ztosliwej choroby nowotworowej;
— brak zgody chorego na udziat w badaniu.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie wyko-
rzystujac program Microsoft Excel. Weryfikacje hipotez
statystycznych przeprowadzono wykorzystujac niepa-
rametryczne testy Manna-Whitneya (poréwnania tkanki
zdrowej z grupa G1 oraz grupy G1 z G2) i Wilcoxona
(poréwnanie tkanki zdrowej z grupg G1). Przyjeto poziom
znamienno$ci statystycznej p < 0,05.

Wyniki

Wyniki ekspresji genu dla TNF-¢ zobrazowano na
rycinie 1iw tabeli Il.

Tylko u 2 z 12 chorych z G1 (16,6%) zaobserwowano
wieksza ekspresje genu dla TNF-¢, natomiast w grupie G2,
w poréwnaniu ze $rednig wartoscig ekspresji w margine-
sie, zwiekszenie takie zaobserwowano u 5 z 12 tkanek, co
stanowi 41,7%. Srednie wartosci wynosity:

— tkanka marginesu G1 — 0,88;
— grupa | (G1, bez przerzutow) — 0,59;
— grupa Il (G2, z przerzutami) — 1,00.

Uzyskane wyniki nie sg znamiennie statystyczne, za-
rowno miedzy badanymi grupami chorych na raka zo-
tadka bez przerzutéw (G1) i z przerzutami (G2), ani kazdej
z grup w stosunku do marginesu (p > 0,05).

Molecular biology diagnostics included assess-
ment of gene expression for TNF-« and collagen type
I and Ill. RNA was isolated from homogenates after
preliminary powdering of tissues in liquid nitrogen.
RNA concentration was determined using spectro-
photometer with RNA/DNA calculator “Gene Quant”
(LKB Pharmacia Biotech). Modified chloroform-phenol
method described by Chomczynski and Sacchi was
used for extraction of RNA (Total RNA Prep. Plus, AGA
Biotechnology) [7, 8].

Inclusion criteria:

— clinically recognized and histopathologically confir-
med gastric adenocarcinoma and mucinous adeno-
carcinoma;

— written patient’s consent for participation in study.
Exclusion criteria:

— histopathological recognition of a carcinoma other
than gastric carcinoma;

— hepatic failure;

— autoimmunological diseases;

— inflammatory processes;

— other malignant carcinoma;

— no patient’s consent.

The results were statistically analyzed using Microsoft
Excel software. Statistical hypotheses were verified using
non-parametric Mann-Whitney’s (comparison of healthy
tissue with G1 group and G1 with G2) and Wilcoxon’s
tests (comparison of healthy tissue with G1 group). The
statistical significance was considered at p < 0.05.

Results

TNF-a RNA expression is shown in Figure 1 and Table Il.
Higher TNF-a RNA expression was observed only
for 2 of 12 patients from the group |, (16.6%), while in
G2 group higher expression was observed in 5 from
12 tissues (41.7%) in comparison to mean expression in
margin. The mean values were:
— margin tissue G1 — 0.88;
— group | (G1, no metastases) — 0.59;
— group Il (G2, with metastases) — 1.00.

The obtained results are not statistically significant
both between the tested patients group without metas-
tases (G1) and with metastases (G2), and for any of the
groups in comparison to the margin (p > 0.05).

Gene expression results for collagen | is shown in
Figure 2 and Table lIl.

Higher expression of collagen | was found in 6 out of
12 tested tissues from the G1 group (50%) in compari-
son to margin. In the carcinoma tissues with metastases
(group Il) higher expression was found in 5 out of 12 tested
tissues (41.7%) in comparison to mean margin expres-
sion. The mean values were:

— margin tissue G1 — 0.83;
— group | (G1, without metastases) — 0.83;
— group I (G2, with metastases) — 0.85.

No statistically significant differences between the test-
ed groups G1 and G2 were found (p > 0.05) and between
the tested groups and the margin (p, > 0.05; p, > 0.05).
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Rycina 2. Wynik testu Manna-Whitneya w ocenie réznic eks-
presji genu dla kolagenu | miedzy tkanka zdrowa
(margines) i grupa G2 oraz grupami G1i G2

Figure 2. The Mann-Whitney test results of the comparison
between the collagen type | gene expression between
the healthly tissue (marigin) and group G2 as well as
Group 1 and Group 2

Tabela lll. Wynik testu Wilcoxona w ocenie réznicy ekspresji
genu dla kolagenu | pomiedzy tkanka zdrowa (mar-
gines) a grupa G1

Table lll. Wilcoxon test results of an evaluation of the difference
in the collagen type | gene expression between the heal-
thly tissue (marigin) and expression in the Group 1 tissue

Gen/Gene Test Wilcoxona/Wilcoxon test | Réznica/Difference

Rycina 3. Wynik testu Manna-Whitneya w ocenie réznic eks-
presji genu dla kolagenu Il miedzy tkanka zdrowa
(Margines) i grupa G2 oraz grupami G1i G2

Figure 3. The Mann-Whitney test results of the comparison be-
tween the collagen type Ill gene expression between
the healthly tissue (marigin) and group G2 as well as
Group 1 and Group 2

Tabela IV. Wynik testu Wilcoxona w ocenie réznicy ekspresiji
genu dla kolagenu Il pomiedzy tkanka zdrowa (mar-
gines) a grupa G1

Table IV. Wilcoxon test results of an evaluation of the difference
in the collagen type lll gene expression between the heal-
thly tissue (marigin) and expression in the Group 1 tissue

Gen/Gene Test Wilcoxona/Wilcoxon test | Roznica/Difference

Kolagen I/Collagen Il p> 0,05 G1 ~ margines/marigin

Wyniki ekspresji genowej dla kolagenu | przedstawio-
no na rycinie 2 oraz w tabeli lll.

W stosunku do marginesu wieksza ekspresje genu dla
kolagenu | stwierdzono u 6 z 12 badanych tkanek grupy
G1, co stanowi 50%. W tkankach chorych z przerzutami,
czyli z grupy Il wieksza ekspresje w stosunku do $redniej
wartos$ci ekspresji w marginesie obserwowano w 5z 12
tkanek, co stanowi 41,7%. Srednie warto$ci wynosity:
— tkanka marginesu G1 — 0,83;

— grupa | (G1, bez przerzutow) — 0,83;
— grupa ll (G2, z przerzutami) — 0,85.

Nie stwierdzono znamiennie statystycznych réznic
miedzy badanymi grupami G1i G2 (p > 0,05) oraz kazdej
z badanych grup w stosunku do marginesu (p, > 0,05;
p, > 0,05).

Wiekszg ekspresje genu dla kolagenu Il w stosunku do
marginesu stwierdzono u 8 z 12 badanych tkanek z grupy
G1, co stanowi 66,7%. W G2 z przerzutami zwiekszenie
ekspresji zaobserwowano takze w 8 z 12 tkanek, w po-
réwnaniu z wartosciag $rednig marginesu G1, co stanowi
66,7%. Srednie wartosci wynosity:

— tkanka marginesu G1 — 0,57;
— grupa | (G1, bez przerzutow) — 0,62;
— grupa Il (G2, z przerzutami) — 0,67.

Nie stwierdzono znamiennie statystycznych réznic zaréw-
no miedzy badanymi grupami G1i G2 w stosunku do mar-
ginesu (p, > 0,05; p, > 0,05) ani migdzy badanymi grupami
(p > 0,05). Wyniki przedstawiono na rycinie 3 i w tabeli IV.

Kolagen lll/Collagen Il | p > 0,05 G1 ~ margines/marigin

Higher expression of collagen lll gene in comparison
to margin was found in 8 from 12 tested tissues from G1
group, which consists 66.7%. Higher expression in group
Il was also observed in 8 out of 12 tissues, in comparison
to the mean margin value in group |, which makes 66.7%.
The mean values were:

— margin tissue G1 — 0.57;
— group | (G1, without metastases) — 0.62;
— group Il (G2, with metastases) — 0.67.

No statistically significant differences between the
tested groups G1 and G2 in comparison to the margin
(p, > 0.05; p, > 0.05), and between the tested groups
(p > 0,05) were found. The results are shown in Figure
3 and Table IV.

The assessment of the correlation between expres-
sion of the genes encoding TNF-a and collagen type | and
lIl'in the healthy tissues (margin) and in G1 and G2 groups
was performed. The results were shown in Figure 4.
Analysis of correlations showed correlation between col-
lagen | and TNF-« only in the healthy tissue (r = -0.603;
p < 0.05). Results are shown in Figure 4.

Discussion

Tissue hardness in gastric carcinoma resulting from
the high content of collagen, mainly type | and lll, attracts
constant interest of researchers. Increased synthesis of
collagens and/or disturbances in its degradation attracts
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Podjeto ponadto probe oceny korelacji miedzy eks-
presja genow kodujgcych TNF-«¢ i kolagen typu | i lll
w obrebie tkanki zdrowej (margines) oraz w grupach G1
i G2. Wyniki przedstawiono na rycinie 4. Analiza wynikow
wzajemnych zaleznosci przedstawionych powyzej ekspre-
sji gendw wykazata istnienie korelacji migdzy kolagenem
| i TNF-a tylko w tkance zdrowej (r = -0,603; p < 0,05).
Wyniki przedstawiono na rycinie 4.

Dyskusja

Stafe zainteresowanie badaczy wzbudza twardosé
tkanki raka zotgdka wynikajgca z duzej zawartosci kola-
genu, gtéwnie typu l i lll. Dyskusje koncentrujg sie wokot
wzmozonej syntezy kolagendéw i/lub zaburzenia ich de-
gradacji. W pracy podjeto probe odpowiedzi na pytanie,
czy w tkance raka zotgdka dochodzi do nadprodukcji
kolagenéw poprzez ocene ekspresji gendw kodujacych
te biatka oraz czy TNF-a wptywa na zwigkszong synteze
kolagenu I.

Ocena uzyskanych wynikéw nie potwierdzita tych
oczekiwan. Roznice ekspresji gendw dla kolagenow 1 i lll
obu badanych grupach G1 i G2 nie wykazujg znamien-
nosci statystycznej w stosunku do marginesu (p > 0,05;
p > 0,05) ani pomiedzy soba (p > 0,05).

Trudno poréwnywaé wtasne wyniki z uzyskanymi
przez innych badaczy, gdyz wtasciwie nie ma doniesien
na temat zachowania si¢ wymienionych wyzej kolagenéw
w tkance raka zotgdka. Badacze ograniczajg sie przede
wszystkim do weryfikacji dominacji kolagenédw w tkance
zmienionej chorobowo, gtéwnie metodami immunohi-
stochemicznymi [9-11]. Konsekwencjg tych badan sg
stwierdzenia, ze dominujgca forma kolagenu jest kolagen
typu Lilll.

Tymczasem autorzy doniesien z ostatnich 6-8 lat sku-
piajg swoje zainteresowania na kolagenie typu IV i jego pro-
gnostycznym znaczeniu w pooperacyjnym monitorowaniu
chorych z potwierdzonym rakiem przewodu pokarmowego.
Wang i wsp. wykazali, ze kolagen typu IV — gtéwny skfadnik
bfony podstawnej — odpowiedzialny jest za adhezje komé-
rek i ma Scisty zwiazek z inwazyjnoscia raka i przerzutami [13].
Podobne spostrzezenia opublikowali David i wsp. Ich ba-
dania potwierdzity przydatno$é wykrywania wczesnej po-
staci raka przez dodatni wynik obecnosci kolagenu IV w
btonie podstawnej metodami immunohistochemicznymi.
Stwierdzono, ze obecnos¢ kolagenu IV stanowi ryzyko
wystagpienia przerzutdéw do watroby [14]. Wydaje sie, ze
kolagen IV sprzyja inwazyjnosci raka, a zdaniem Baba i wsp.
szczegolnie przydatna diagnostycznie jest ocena tancu-
chow a-5 i a-6 tego biatka [15].

Wyniki naszych badan nie potwierdzajg sugestii Theiss
i wsp. z 2005 roku, ze TNF-¢ moze zwiekszaé prolife-
racje i akumulacje kolagenu w tkance raka [3]. Ocena
uzyskanych wynikéw nie potwierdzita znamiennie staty-
stycznego wzrostu ekspresji genu dla TNF-a w tkankach
badanych grup chorych G1i G2 w stosunku do marginesu
(p > 0,05; p > 0,05), znamiennosci statystycznej nie
odnotowano takze miedzy badanymi grupami chorych
(p > 0,05).
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Rycina 4. Korelacja miedzy ekspresja genéw dla TNF-c i ko-
lagenu | wyznaczona dla tkanki zdrowej (margines)

Figure 4. Correlation between the TNF-c gene expression and
the expression of collagen type | gene in the healthy
tissue (marigin)

particular attention. This paper was aimed at checking
whether overexpression of collagens takes place in the
adenocarcinoma tissue by assessment of expression of
the genes encoding these proteins and whether TNF-a
influences upon the increased collagen | synthesis.

The obtained results did not confirm these expecta-
tions. The differences in gene expression for collagens |
and lllin both tested G1 and G2 group show no statistical
significance in relation to the margin (p > 0.05; p > 0.05),
or no statistical significance between them (p > 0,05).

It is difficult to compare own results with the results
obtained by other researchers, since there has been few
papers on collagens expression in the gastric carcinoma
tissue. Most studies are limited to the verification of colla-
gen dominance in carcinoma tissue, mostly using immu-
nohistochemistry [9-11]. As a consequence, collagen type
I and Il are believed to be the dominating collagen forms.

However, it is collagen IV and its prognostic value in
post-operative monitoring of the patients with confirmed
gastrointestinal tract carcinoma, which has attracted re-
searchers’ interest for the past 6-8 years. Wang et al.
showed that collagen type IV — a main component of
lamina propria — is responsible for cell adhesion and it
has a close relationship with carcinoma invasiveness and
metastases [13]. Similar conclusions were published by
David et al. This study confirmed usefulness of detec-
tion of an early carcinoma form by a positive result of
collagen IV presence in lamina propria using imunohis-
tochemical methods. The presence of collagen IV posed
a risk of metastases to liver [14]. It seems that collagen
IV increases cancer invasiveness, and according to Baba
et al., assessment of «-b and «-6 chains of this protein is
diagnostically particularly useful [15].

Our results do not confirm conclusions of Arianne
Theis et al. from 2005, that TNF-« can increase prolifer-
ation and accumulation of collagen in carcinoma tissue
[3]. The obtained results showed no statistically significant
increase in gene expression for TNF-« in the tissues of the
tested patients groups G1and G2 in comparison to margin
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Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw wykazata
ujemng, znamienng statystycznie, korelacje miedzy ko-
lagenem | a TNF-« tylko w tkance zdrowej zotadka. Nie
stwierdzono zadnej korelacji miedzy TNF-a i kolagenem
| w tkance raka zotadka charakteryzujacej sie duzg za-
wartos$cig kolegenu | i duzg twardoscia. Wydaje sig, ze
wysokie stezenie kolagenu | w tkance raka zotadka jest
wynikiem dziatania nieznanych mechanizmoéw.

Obok interleukiny 6 wtasnie TNF-« jest najczesciej
oznaczang cytoking prozapalna. Najwiecej publikacji eks-
ponuje podwyzszone stezenie TNF-¢ w surowicy krwi
lub ekspresje genu kodujgcego TNF-a¢ w procesach za-
palnych, chorobach o podtozu autoimmunologicznym,
takich jak: reumatoidalne zapalenie stawow, cukrzyca,
choroby tarczycy, toczen rumieniowaty itp.

Od wielu lat zwraca sie uwage na wzrost ekspresji
gendéw wielu cytokin, w tym TNF-¢, w procesach nowo-
tworowych. W odpowiedzi na obecnos¢ raka, podobnie jak
w reakcji ostrej fazy, dochodzi do zwiekszonej produkcji wie-
lu cytokin, gtéwnie IL-1, IL-6 i omawianego TNF-« [15-17].

Obydwie cytokiny prozapalne majg bezposredni wptyw
na synteze biatka ostrej fazy — CRP. Nalezy zwrdci¢ uwage,
ze podwyzszone stezenie CRP wiagze sie ze wspotistnie-
jacym stanem zapalnym i jest ztym czynnikiem progno-
stycznym, na co juz przed wieloma latami zwrdcili uwage
Nowacki i Szymendera wigzac gorgczke pooperacyjng ze
ztym czynnikiem rokowniczym [18]. Nie mozna zapomnie¢,
ze TNF-« jest cytoking proangiogenna, stymulujgcg tworze-
nie nowotworowych naczyn krwiono$nych, oplatajgcych
guz i utatwiajacych gtéwnie proces przerzutowania. Mimo
poznania wielu funkcji, ktére petni TNF-«, nie udafo sie
znalez¢ zwigzku miedzy tg cytoking a nadmiarem kolagenu
I'i lll zgromadzonego w tkance raka zotgdka [18].

Whioski

1. Statystycznie nieznamienne zwiekszenie ekspresji
genu kodujgcego TNF-¢, kolagen typu | i lll oraz brak
ich wzajemnych korelacji przemawia za faktem, ze sg
to parametry niezalezne.

2. Nieznamienny statystycznie wzrost ekspresji genu ko-
dujacego TNF-« i kolagen typu | oraz ujemna korelacja
miedzy nimi wskazuje, ze TNF-¢ nie moze wptywaé
na synteze kolagenu I.

Podziekowania. Badania przeprowadzono w ramach
projektu badawczego Slqskiego Uniwersytetu Medycz-
nego (NN-1-159/06).
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hardness. It seems that the high concentration of collagen in
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2. A statistically non-significant increase in expression
of the TNF-a and collagen type | coding genes and
a negative correlation between them indicates that
TNF can't affect the synthesis of collagen I.
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