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STRESZCZENIE

Rak jelita grubego jest druga przyczyna zgondéw w populacji pacjentow onkologicznych. Pomimo
cigglego rozwoju metod diagnostycznych, wprowadzania programéw badan przesiewowych,
systematycznej kontroli pacjentéw bedacych juz po interwencji chirurgicznej lub chemioterapii, osiagane
finalne efekty przezycia chorych z rakiem jelita grubego nie sa zadowalajace. Przyczyng tak
niesatysfakcjonujacych wynikow jest czeste wykrywanie choroby juz w zaawansowanym stadium, gdyz
u co trzeciego chorego w momencie rozpoznania raka jelita grubego potwierdzone sg przerzuty.
Powszechnie stosowane, celem detekcji zmian nowotworowych i pozniejszej kontroli nawrotu choroby,
markery CEA i CA 19-9 nie sg wystarczajace. Z tego powodu konieczne sa dalsze poszukiwania
znacznikow, ktoére w potaczeniu z dotychczas stosowanymi elementami diagnostycznymi, umozliwia
z wysoka czuto$cig i swoisto$cig wykrycie raka, wznowy i progresji choroby oraz pozwola przewidzie¢
przebieg, a takze prawdopodobng odpowiedZ na standardowe leczenie. Oparcie podejmowanych decyzji na
takich danych i kwalifikowanie pacjenta do niestandardowego schematu leczniczego umozliwi w wigkszym
stopniu wdrozenie zindywidualizowanej terapii, ktéra powinna odgrywaé podstawowa rolg w leczeniu.

ABSTRACT

The colorectal cancer (CRC) is the second cause of death in the entire population of oncological
patients. Despite of the development of diagnostic methods, screening programs, monitoring of patients
after surgery or chemotherapy, results of survival rates are not satisfactory. The reason is that frequently
the detection of the disease takes place already at the advanced stage, as every third patient at the time
of diagnosis of CRC has already metastases. CEA and CA 19-9 markers are commonly used to detect
cancer and to monitor the disease recurrence, are not sufficient. For this reason it becomes necessary to
introduce new additional markers that will enable a higher sensitivity and specificity for detecting cancer,
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it’s recurrence and progression and will be helpful to predict the course of disease and response to standard
therapy. Basing on an advanced diagnosis, an individualized therapy implementation will be possible.
This approach should play a key role in the proper treatment.

Stowa kluczowe: G-CSF, rak jelita grubego, terapia spersonalizowana

Keywords: G-CSF, colon cancer, personalized therapy

1. Wstep

Znaczny postep w rozumieniu biomolekularnego podtoza kancerogenezy i procesu powstawania
przerzutow pozwala uwzglgdni¢ coraz to nowsze czynniki. Poznanie ich funkcji umozliwia ich
wykorzystanie na réznych etapach procesu diagnostyczno-terapeutycznego. W pierwszym etapie jako
biomarkeréw detekcyjnych, pozwalajacych wykryé nowotwor a nastepnie, umozliwiajacych
stratyfikacje ryzyka i rokowania (biomarkery prognostyczne) oraz przewidywanie dalszego przebiegu
choroby, jak i prawdopodobnej odpowiedzi na standardowe leczenie, To pozwala na wdrozenie
odpowiednio spersonalizowanej celowanej terapii (markery predykcyjne). Ostatnim etapem jest
kontrolowanie stezen tych czynnikow celem wczesnej detekcji wznowy, przerzutéw badz powstania
nowego ogniska nowotworu zanim obecne beda objawy kliniczne lub zmiany w badaniach
obrazowych [1].

Zgodnie z definicja markery nowotworowe sg wysokoczasteczkowymi substancjami zwigzanymi
z powierzchnig komoérek nowotworowych i sg o0znaczane w krwi obwodowej lub innych plynach
ustrojowych. Marker, jak i metoda stuzgca do jego oznaczenia, powinny charakteryzowa¢ sie jak
najwyzsza czutoScig i swoistoscig [2].

Markery nowotworowe nie sg wytwarzane jedynie przez komoérki guza, a co za tym idzie nie sg
wysoce wyselekcjonowanym 1 specyficznym znacznikiem. Czestokro¢ uwalniane sg réwniez przez
prawidlowe komorki lub jako odpowiedz tych komoérek na rozwdj w organizmie nowotworu,
aczkolwiek wtedy w zdecydowanie nizszych stezeniach. TrudnoSci interpretacyjne stwarzajg sytuacje,
w ktérych pomimo obecno$ci nowotworu, przewaznie na wczesnym etapie jego rozwoju, uzyskiwane
sa wyniki falszywie ujemne. Podobny problem dotyczy wynikow falszywie dodatnich, kiedy przy
braku zmian rozrostowych obserwowany jest wzrost stezenia markera nowotworowego. Celem
zminimalizowania prawdopodobienstwa uzyskania wynikow fatszywych prowadzone sg poszukiwania
nowych markerow, takze z grupy cytokin.

Tak jak w kazdym innym rodzaju nowotworu, réwniez w raku jelita grubego badania
laboratoryjne, jako mniej inwazyjne dla pacjenta w poréwnaniu do diagnostyki endoskopowej,
sg lepiej akceptowane i tolerowane przez chorego. Stwarzajg mozliwos¢ wykonywania wielokrotnych
powtdrzen oznaczen bez znacznego obcigzania organizmu pacjenta, a ich wyniki sa niezalezne
subiektywnej oceny przeprowadzajacego badanie [3].

Skroty uzywane w tej pracy wyjasnione sa w tabeli ponizej.

Tabela 1. Wykaz skrotow uzywanych w pracy

CA19-9 antygen nowotworowy 19-9 (ang. cancer antygen 19-9)
CEA antygen karcynoembrionalny (ang. carcinoembryonic antigen)
GICA antygen towarzyszacy nowotworom przewodu pokarmowego

(ang. gastrointestinal cancer antygen)
czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow
(ang. granulocyte colony stimulating factor)
G-CSFR receptor G-CSF (ang. granulocyte colony stimulating factor receptor)
reakcja tancuchowa polimerazy z odwrotng transkryptaza

G-CSF

RT-PCR (ang. reverse transcriptase PCR)
elektroforeza w zelu poliakrylamidowym z siarczanem dodecylu sodu
SDS-PAGE . . .
(ang. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
TAMs makrofagi zwigzane z guzem (ang. tumor associated macrophages)
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2. Rak jelita grubego

Rak jelita grubego (r.j.g.) jest trzecim co do czegstoSci wystgpowania na $wiecie nowotworem
w populacji mezczyzn i drugim w populacji kobiet [4]. Zajmuje 2 miejsce wérod przyczyn zgonow
z powodu nowotworéw w Europie [5]. Corocznie zapadalnos¢ wzrasta o 2,5%. Odsetek 5-letnich
przezy¢ chorych na r.j.g. w krajach Europy Zachodniej wynosi 60%, a w Polsce wynik ten jest o 10%
nizszy. Az u 30% pacjentdw w momencie postawienia rozpoznania wystgpuja zmiany metastatyczne,
a u co drugiego chorego leczonego z zatozeniem doszczetnego usunigcia zmiany pierwotnej dojdzie
do nawrotu choroby [6]. Wiadomo jest, iz komorki r.j.g. wydzielaja chemokiny, cytokiny i czynniki
wzrostu poprzez ktére, na drodze auto- i parakrynnej, wptywaja na otaczajgce mikrosrodowisko oraz
odpowiedZz immunologiczng gospodarza, stwarzajac sobie optymalne do rozwoju warunki. Z tego
powodu tak wazne jest poznanie, a nastepnie praktyczne zastosowanie nowych biomarkerow, ktore
zwigksza czuto$¢ i swoistos¢ wykrywania i kontroli nowotworéw przewodu pokarmowego, w tym
rj.g i przyczynia si¢ do poprawy przedstawionych powyzej danych statystycznych. Dynamiczny
rozw0j nowych gatezi bioinzynierii i proteomiki jest nierozerwalnie zwigzany z identyfikacja nowych
biomarkerow, rowniez do wczesnej detekcji rozwoju raka jelita grubego [7].

3. Powszechnie stosowane markery raka jelita grubego

Dotychczas praktyczne kliniczne zastosowanie w zakresie diagnostyki i terapii r.j.g. maja: CEA
(antygen karcynoembrionalny) zaliczany do grupy antygenoéw towarzyszacych nowotworom, czyli
wytwarzanym réwniez przez komorki prawidtowe. W przypadku zmian nowotworowych ich stezenie
w surowicy w ptynie wysiekowym z otrzewnej jest zdecydowanie wyzsze. Przewaznie wigksza masa
guza koreluje z wyzszym stezeniem CEA, a po zabiegu cytoredukcyjnym odnotowywane jest
obnizenie stezenia. Jest to czynnik powszechnie pomocniczo stosowany w detekcji r.j.g., jak rowniez
W pozniejszej kontroli pacjenta onkologicznego celem szybkiego wychwytu momentu powstania
wznowy. CEA jest biatkiem pochodzgcym z blony komoérkowej komoérek przewodu pokarmowego
i trzustki. Jego uwalnianie jest nasilone w przebiegu nowotworow jelita grubego (szczegdlnie
gruczolakorakow), zoladka, trzustki, piersi, pluca, pecherza moczowego, jak réwniez w zapaleniu
i marsko$ci watroby, przewleklym zapaleniu trzustki, chorobie wrzodowej zolagdka i dwunastnicy,
wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego. Jak mozna zauwazy¢, CEA nie jest selektywnym markerem
r.j.g., ale z uwagi na dodatnig warto$¢ predykcyjng ponownego wzrostu stezenia, jest wskaznikiem
postgpu choroby i1 powstania przerzutéw. Jest markerem mato przydatnym we wczesnej fazie choroby,
kiedy to charakteryzuje si¢ jedynie ok. 40% czutoscig. A wlasnie mozliwos¢ stosowania wyktadnikow
umozliwiajacych wychwyt chorych w poczatkowym stadium r.j.g., kiedy wiaczenie leczenia skutkuje
nawet 90% wskaznikiem 5-letniego przezycia, wydaje si¢ by¢, jak na razie, odlegtym celem [1, 8].

Drugim stosowanym markerem jest CA 19-9 (antygen nowotworowy 19-9) towarzyszacy
nowotworom przewodu pokarmowego (GIGA). Jest pochodng antygenu uktadu grup krwi wytwarzang
przez komorki przewodu pokarmowego i watroby na wczesnym etapie organogenezy, jak réwniez
przez dojrzate komorki oskrzeli, drog zotciowych, trzustki czy gruczolow §linowych. Nie jest to
absolutnie swoisty dla r.j.g. marker, lecz z powodu tego nowotworu obserwowany jest znaczny wzrost
sekrecji CA 19-9 [1].

Z uwagi na znaczne ograniczenia, niezadowalajacg czulo$¢ czy swoisto$¢ izolowanego badania
CEA lub CA 19-9, stuszne jest poszukiwanie nowych markerow, ktore w polaczeniu ze stosowanymi
obecnie oznaczeniami, ufatwig jednoznaczng interpretacj¢ wynikow badan. Pojawiaja si¢ coraz
liczniejsze doniesienia, na podstawie ktorych mozna przypuszczac, ze takim markerem moglby by¢
G-CSF, ktorego wzrost stezenia obserwowany jest w szczegolnosci w przebiegu raka jelita grubego
0 bardzo agresywnym rozwoju.

4. Czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (G-CSF)

G-CSF pod wzgledem biochemicznym jest glikoproteing o masie czasteczkowej 19 kDa, zbudowana
z lancucha 174 aminokwasow. Jest hemopoetycznym czynnikiem wzrostu pobudzajacym
powstawanie i réznicowanie granulocytéw obojetnochtonnych w szpiku kostnym poprzez stymulacje
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komorek progenitorowych. Z tego powodu zwiazek ten znalazt Kliniczne zastosowanie w terapii
neutropenii powstatej po chemioterapii [9].

Jednak funkcja G-CSF nie jest do konca poznana i jednoznaczna, gdyz w procesie kancerogenezy
wydzielany przez komorki nowotworowe na drodze auto- i parakrynnej dziata stymulujaco na proces
wzrostu tych komorek i powstawania przerzutow M.in. poprzez aktywacje w otaczajacej tkance
procesu neoangiogenezy. Obserwowano transformacje nowotworowsg prawidtowych komoérek po
aplikacji G-CSF oraz progresje¢ zmiany miejscowej w wyniku narastajgcego nacieku pobudzanych
parakrynnie makrofagow. G-CSF jest zaroéwno wydzielany przez leukocyty naciekajace guzy jelita
grubego, jak i autologicznie przez komoérki nowotworowe, co potwierdzono na przyktadzie raka
pecherza moczowego. Taki mechanizm dziatania ujawnia ambiwalentny efekt G-CSF w zakresie
obrony przeciwnowotworowej, gdyz poprzez aktywacje neoangiogenezy, pobudzanie leukocytow
i makrofagéw zwigzanych z guzem (LAM, TAMs) powodowaé moze nasilenie progresji nowotworu
[10].

Rowniez w komoérkach r.j.g. linii CaCo2 potwierdzono sekrecje G-CSF, co autokrynnie stymuluje
komoérki r.j.g. do wzrostu w warunkach in vitro. W swoim badaniu Snehasis z zespotem za pomoca
RT-PCR, SDS-PAGE elektroforezy i immunoblottingu oznaczali mMRNA i ekspresje biatka G-CSF
[11]. Pomiar stezenia G-CSF w praktyce najczeSciej jest wykonywany w surowicy krwi zylnej
chorego metoda immunoenzymatyczng ELISA.

Jednakze G-CSF jest gléwnie produkowany przez komoérki szpiku kostnego, przewodu
pokarmowego i gruczotu krokowego (komorki $rodbtonka, keratynocyty i fibroblasty). Jego
zwigkszong ekspresj¢ obserwuje si¢ w przebiegu chordéb nowotworowych zotadka, phuc, sutka,
gruczolakorakow jelita grubego i procesow zapalnych jelit czy zotadka [12, 13, 14].

W badaniach nad wptywem G-CSF na komoérki r.j.g. Natori w swojej pracy udowadnia,
ze czynnik ten znacznie pobudza wszczepione podskornie myszom komorki r.j.g. do wzrostu,
najprawdopodobniej poprzez stymulacje procesu angiogenezy [15].

W innym badaniu Yang wykazuje ekspresje receptorow G-CSFR w komérkach r.j.g.. W badanym
materiale pochodzgcym od 42 pacjentow w 31 przypadkach immunohistochemicznie potwierdzono
obecno$¢ G-CSFR. Udowodniono, ze w komoérkach r.j.g. ekspresja G-CSFR jest wielokrotnie wyzsza
w porownaniu do komorek pochodzacych z prawidtowej blony §luzowe;j jelita [16].

Badania przeprowadzone przez Liu i zespdt na komodrkach r.j.g. linii HT29 w odniesieniu do
danych klinicznych pacjentéw potwierdzily korelacje pomigdzy ekspresja G-CSF a zréznicowaniem
i stopniem zaawansowania zmiany ogniskowej w jelicie, obecnoscig przerzutow i okresem przezycia
chorego [17].

Opisywany jest rowniez przypadek pacjenta z rakiem zofadka, ktéremu towarzyszyla wybitnie
wysoka leukocytoza (WBC 58000/mm?). Pobrane z materiatu pooperacyjnego komorki wszczepiono
myszom, u ktorych liczba neutrofilii znacznie wzrosta, sugerujac sekrecj¢ G-CSF przez badane
komorki. Badanie supernatantu z kolonii tych komorek potwierdzito obecnos¢ CSF [18].

Opis przypadku klinicznego 62-letniego chorego z pierwotnym rakiem zotadka niewydzielajacym
G-CSF opisat Kawaguchi. Stan pacjenta, pomimo wykonania radykalnego zabiegu, pogarszat sig,
leukocytoza wzrosta do 125000/mm?®, Ponownie oznaczone stgzenie G-CSF bylo podwyzszone.
W kontrolnym badaniu PET uwidoczniono rozlegly naciek w lozy pooperacyjnej i otrzewnej, zmiany
przerzutowe w watrobie. Pacjent zmart w 54 dobie po operacji [19].

Rak watroby z wysoka aktywnoscia sekrecyjna G-CSF i leukocytoza rzedu 19000/mm?® zostal
opisany przez Aita K. jako przypadek o bardzo agresywnym przebiegu Klinicznym u 74-letniego
mezczyzny. Zgon nastapit po 57 dniach od postawienia diagnozy [20].

Kolejny przypadek potwierdzajacy bardzo agresywny przebieg r.j.g. z towarzyszacym wysokim
stezeniem G-CSF opisal Matsuda i zespot. Opisano niezwykle szybko rosnacego raka okre¢znicy
zstepujacej u 52-letniego pacjenta, z wysoka leukocytoza 63000/mm?®. Oznaczone stezenie G-CSF
byto wyraznie podwyzszone (640 pg/ml przy normie < 18 pg/ml). Pomimo wykonanej paliatywnej
operacji usuniecia guza jelita, okolicznych weztdéw chlonnych i zmian przerzutowych w watrobie stan
pacjenta gwaltownie pogarszat si¢. Chory zmarl w 24 dobie po operacji z powodu masywnego
wzrostu guza resztkowego w jelicie [21].
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Podobny dramatyczny przebieg r.j.g., ktéremu towarzyszyto wysokie stezenie G-CSF (256 pg/ml)
i leukocytoza 41000/mm3 opisuje Irie z zespotem. W autopsji uwidoczniono gruczolakoraka
okregznicy zstgpujacej, raka pecherza moczowego, watroby i zmiany przerzutowe w ptucach [22].

Powyzej przedstawione doniesienia sugerujag konieczno$¢ zwrocenia uwagi na mozliwose
wspotwystepowania wzrostu leukocytozy z nowotworem produkujacym G-CSF u pacjentow
onkologicznych bez ewidentnych objawoéw infekcji. Taki typ nowotworu charakteryzuje si¢ bardzo
inwazyjnym przebiegiem i zta prognoza dla chorego. Potwierdzenie wysokiego stezenia G-CSF
powinno sktoni¢ do zastosowania jak najwcze$niej leczenia zabiegowego i wilaczenia agresywnej
chemioterapii z uwzglednieniem ukierunkowanego dziatania przeciw G-CSF bez wzgledu na stopien
miejscowego zaawansowania guza.

5. Podsumowanie

Przypuszczalny przebieg choroby pacjenta z r.j.g. jest przewaznie okreslany za pomocg tradycyjnych
klasyfikacji, uwzgledniajacych ogniskowy zakres zmiany, zajecie weztow chlonnych i obecnos¢
przerzutéw. Aczkolwiek w niektérych przypadkach obserwowany jest zupelie zaskakujacy przebieg
choroby pomimo zaklasyfikowania chorych do tego samego stopnia zaawansowania Klinicznego.
Poszukiwanie i uwzglednienie roli nowych biomarkerow, umozliwi w wigkszym stopniu wdrozenie
zindywidualizowanej terapii, ktora powinna odgrywac podstawowa role w procesie terapeutycznym.

Na podstawie opisywanych przypadkow postuluje si¢, aby w r.j.2. 0 nawet niskim zaawansowaniu
miejscowym, ale przebiegajacym z wysoka ekspresja G-CSF stosowaé pooperacyjng chemioterapic
lub immunoterapie skierowana przeciw G-CSF. Badanie ekspresji mMRNA G-CSF mogtoby by¢
wykorzystywane do wczesnego wykrywania r.j.g., a na pewno do okreslania potencjatu ztosliwosci
nowotworu. G-CSF wydaje si¢ by¢ bardziej czulym i swoistym biomarkerem pomocnym
w wykrywaniu przerzutdOw i wznowy r.j.g. w poréwnaniu do standardowo oznaczanych czynnikow
CEA i CA19-9, ale wysuni¢cie tak daleko idacego wniosku jako pewnego dogmatu odnos$nie
przydatno$ci diagnostycznej G-CSF w r.j.g. wymaga dalszej wnikliwej oceny w badaniach
klinicznych na szerszej populacji pacjentow.

Z powodu intensywnego rozwoju nauk z pogranicza medycyny, biofizyki, bioinzynierii, biologii
molekularnej i immunologii tak istotng jest nieustanna, skoordynowana wspotpraca, ktorej efekty
w coraz wiekszym stopniu wptywajg na codzienng prace klinicystow opiekujacych sie pacjentem,
zwigkszajac jej efektywno$¢ 1 otwierajac nowe mozliwosci diagnostyczno-terapeutyczne.
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