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Sthrn

Ciel’: Predkladany ¢lanok ma za ciel’ analyzovat’ mechanizmy dysregulacie signalnej drahy TGF- pri dvoch zavaznych typoch rakoviny, PDAC
a CRC. Aj ked’ st oba typy rakoviny jedny z najcastejSich a najsmrtel'nejSich na svete a zdiel'aju epitelovy povod, ich molekularne charakteristiky
sa liSia. Material a metodika: V praci boli pouzité vysledky génovej expresie vybranych ¢lenov TGF-f drahy v tkanivovych homogenatoch, ktoré
boli ziskané z génovej databazy Gepia.

Vysledky: V pripade PDAC analyza ukazala rozsiahlu a konzistentni down-regulaciu kI'ic¢ovych komponentov drahy, vratane ligandov (TGFBI,
TGFB2, TGFB3), receptorov (TGFBR1, TGFBR2) a intracelularnych signaliza¢nych proteinov (SMAD2, SMAD3). Na rozdiel od PDAC, CRC
vykazuje odlisny vzor dysregulacie. Expresia mnohych komponentov (TGFB1, TGFB2, TGFBR1, TGFBR2, SMAD2, SMAD3, SMAD4) zostava
nezmenena. Dochadza vsak k signifikantnej up-regulacii ligandu TGFB3, receptoru TGFBR3 a negativneho regulatora SMAD?7.

Zaver: Tieto zmeny naznacuju, Ze dysregulacia signalizacie TGF-f v CRC nie je o celkovom oslabeni drahy, ale skor o selektivnom
posune, ktory méze viest’ od tumor-supresorovej funkcie k pro-tumorigénnej. Tieto zistenia poukazuju na potrebu Specifického pristupu
k cielenym terapiam.

KPuacové slova: PDAC. CRC. TGF-f. Biomarker.

Abstract

Objective: The aim of this article is to analyze the mechanisms of TGF-} signaling pathway dysregulation in two serious types of cancer, PDAC
and CRC. Although both types of cancer are among the most common and deadly in the world and share an epithelial origin, their molecular
characteristics differ. Material and methods: The study used the results of gene expression of selected members of the TGF- pathway in tissue
homogenates obtained from the Gepia gene database.

Results: Gene expression analysis in PDAC has revealed extensive and consistent downregulation of key components of the pathway, including
ligands (TGFB1, TGFB2, TGFB3), receptors (TGFBR1, TGFBR2), and intracellular signaling proteins (SMAD2, SMAD?3). Unlike PDAC, CRC
exhibits a different pattern of dysregulation. The expression of many components (TGFB1, TGFB2, TGFBR1, TGFBR2, SMAD2, SMAD3, SMAD4)
remains unchanged. However, there is significant upregulation of the TGFB3 ligand, TGFBR3 receptor, and negative regulator SMAD7.
Conclusion: These changes suggest that the dysregulation of TGF-f signaling in CRC is not about an overall weakening of the pathway,
but rather a selective shift that can lead from tumor-suppressor function to pro-tumorigenic function. These findings point to the need for
a specific approach to targeted therapies.

Keywords: PDAC. CRC. TGF-f. Biomarker.
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Uvod

Definicia a Statistika

Viacako 90 % pripadov rakoviny pankreasu patri do extrémne
letalneho typu znameho ako duktalny adenokarcinom pankreasu
(PDAC; Pancreatic Ductal AdenoCarcinoma). PDAC vznika,
ked’ sa bunky exokrinnych vyvodov hraniciacich s pankreasom
stani malignymi. Ochorenie ma epitelovy povod a predstavuje
malignu formu zl'azového tkaniva pankreasu (Mukund a kol.,
2024). Podl'a udajov WHO je PDAC vyznamne rozsireny na
celom svete, priCom najvyssi vyskyt novych pripadov a umrti
suvisiacich s PDAC sa dlhodobo zaznamenava vo vybranych

Stvrtu najcastejSiu pri¢inu umrtia na rakovinu v Eurdpe. Nizka
incidencia a neSpecifické priznaky PDAC vedu k neskorej
diagnostike tohto zavazného ochorenia, kedy casto ide o lokalne
pokrocilé alebo metastatické ochorenie v Case diagnozy (Bugazia
akol., 2024).

Pod pojmom kolorektalny karcindm (CRC; ColoRectal
Carcinoma) sa rozumie heterogénna skupina malignych nadorov,
ktoré vznikaju z epitelovych buniek hrubého creva a/alebo rekta.
Viac ako 90 % tychto nadorov patri do skupiny adenokarcinémov,

regiénoch Ameriky a Europy.

Nové informacie o Statistikich PDAC poskytuji najma
vyskumné timy z USA (Siegel a kol.,, 2024; Nierengarten,
2024). Aj ked’ incidencia v Eurdpe nie je taka vysoka, aby sa
PDAC zaradil medzi najcastejsie typy rakovin, mortalita spojena
s PDAC vel'mi rychlo rastie. V roku 2022 predstavoval PDAC

teda pochadzaji zo zl'azovych epitelovych buniek (Kalman a kol.,
2014). CRC zahfna nadory hrubého ¢reva, rektosigmoidného
spojenia a rekta, priCom karcindm hrubého Creva tvori najvacsi
podiel (2/3) pripadov (IARC Working Group, 2019). Podobne
ako PDAC, aj CRC je rozsireny najméa vo vybranych regiénoch
Eurépy a Ameriky, avSak najvysSia incidencia sa zaznamenava
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v Australii/ na Novom Z¢lande a najvyssia mortalita vo vychodne;j
Eurépe (Morgan a kol., 2023).

V Eurdpe je CRC druhy najcastejsi typ rakoviny v incidencii
a treti v mortalite (Obr.2B). Podl'a Cho a kol. (2022) incidencia
CRC za posledné desatroCie stupa o 1% rocne, pricom rastie
najmi u dospelych mladsich ako 50 rokov. Preto sa odporuca
posuntt’ hranicu pravidelného skriningu pod tato vekovua
hranicu.

Aktualne diagnostické moZnosti

MomentalnejenajdostupnejSouacenovoprijatelnoumetodou
pri diagnostike mnohych typov nadorov ulozenych v brusnej
dutine transabdominalny ultrazvuk (TAS; TransAbdominal
Sonography). Pre jeho nizku senzitivitu (najmd v pripade
mensich nadorov <2cm), zéavislost od skusenosti operatora
a kvality pristroja sa vSak vyuziva obmedzene a vhodnejsie je
pri diagnostike v prvom linii vyuZzivat' pocitacovi tomografiu
(CT; Computer Tomography), ktora dosahuje senzitivitu
89-97 %. Pre svoje vysSie naklady, obmedzenu dostupnost’
a podobnu senzitivu ako CT (83-93 %) je druhou liniou pri
diagnostike PDAC metdoda magnetickej rezonancie (MRI;
Magnetic Resonance Imaging) (Bilreiro a kol., 2024), ktora ma
v pripade CRC vyznam len v pripadoch rektalne lokalizovaného
nadoru. Dominantnym vysetrenim tak ostava CT, ktora dosahuje
aj pri PDACnadoroch <2 cmsenzitivitu 63-77 %. Pre CRC nadory
>lcm je senzitivita CT priblizne 94 %. Pri mensich nadoroch
(od 6mm) senzitivita klesa na 80 %. Nevyhodou CT je vysoka
davka ziarenia (Bestari a kol., 2023). Endosonografia (EUS;
Endoscopis UltraSonography) sa niekedy pouziva na potvrdenie
CT vysledky, pricom samostatne dokaze diagnostikovat’ 45,5 %
pripadov PDAC v §tadiu 0 a az 81,8 % v $tadiu 1, ¢o prevySuje
CT a MRI.

Diagnostika na molekularnej trovni vyuziva biomarkery
CA19.9 (najméd pre CRC) a CEA (najméd pre PDAC). Tieto
markery vSak nie st dostatocne senzitivne, ani Specifické, preto
sa pouzivaju najmé ako markery prognézy (Nazli a kol., 2000;
Lakemeyer a kol., 2021). Esen a kol. (2023) zistili, Ze pomer
CA19.9/CEA vsak dokaze odlisit’ pacientov s PDAC NO, NI
alebo N2 so senzitivitou 79,4 % a Specificitou 80,4 %. Kim a kol.
(2020) zvysili tieto parametre na 93% a 96% kombinaciou CEA,
CA19.9, apoAl, apoA2 a TTR. Podobné hodnoty dosiahli aj
Mellby a kol. (2018), avsak vytvorenim panelu 29 biomarkerov,
¢o je v klinickej praxi nepraktické. Kombindcie markerov
prinasaju lepsie vysledky aj v pripade CRC. Sun a Long (2024)
uvadzaju, ze kombinaciou CEA, CA19.9, mSEPT9 a PLR sa
dosiahne senzitivita 86,3 %.

Popula¢ny skrining PDAC je neefektivny a zatial
vyraznej$im spdsobom neprispieva k znizeniu mortality.
Rutinne sa odportca iba pre osoby s dedicnymi genetickymi
abnormalitami, pricom zacat' s kontrolami je potrebné o 10
rokov skor ako bol diagnostikovany najmlads$i pribuzny
(Goggins a kol., 2020). Coraz viac sa na stratifikiciu rizika
zacala pouzivat’ umela inteligencia (Al; Artificial Intelligence)
a strojové ucenie (ML; Machine Learning), ktoré by mohli
signifikantnym spdsobom viest’ k cielenému skriningu a skorsej
diagnostike PDAC (Hayashi a kol., 2021).

V pripade CRC existuje viacero skringovych programov. Po
revizii v roku 2021 sa odporuca skrining CRC u 0s6b vo veku
50 az 75 rokov, podmienecne u 0sdb od 45 rokov. Najdodlezitejsie

su prvostupiové testy, ktorymi su imunochemicky test na okultné
krvacanie (FIT; Facal Immunochemical Test) odporucany
kazdé 2 roky a kolonoskopia, ktoru je odporicané absolvovat
kazdych 10 rokov (Chung a kol., 2022). Zavedenie skriningu
znizilo incidenciu a mortalitu CRC v krajinach s dlhodobymi
programami, problémom vSak ostdva nizka ucast’ mladsich,
osamelych, menej vzdelanych, 'udi zijucich na vidieku, ¢i 'udi
s nezdravym zivotnym $tylom (Ola a kol., 2024). Nakol'ko sa pre
FIT test udava senzitivita len 18-33 % existuje potreba prist’ so
spolahlivejsim skriningom CRC. Rie$enim by mohol byt novy
test mt-sDNA zamerany aj na genetické zmeny (NDRG4, BMP3,
SEPT9, KRAS), ktory ma lepsie vysledky a bol v roku 2014
schvaleny americkym uradom pre kontrolu potravin a lieCiv
(FDA; Food and Drug Administration) (Zygulska a Pierzchalski,
2022). Do popula¢ného skriningu v§ak nebol dodnes zaradeny.

Uloha TGF-p v PDAC a CRC

Signalizaéna draha TGF-p zohrava dvojitt a velmi
kontrastnt tulohu pri vyvoji PDAC a CRC. Zatial’ ¢o v skorych
Stadiach posobi ako supresor a bojuje proti bujneniu nadorovych
buniek, v pokrocilych $tadiach je vyznamnym promotorom
progresie rakoviny. V oboch pripadoch zohravaji clenovia
tejto signalnej drahy dolezité ulohy v regulacii proliferacie
buniek, ich apoptozy, epitelidlno-mezenchymalnom prechode
(EMT; Epithelial-Mesenchymal Transition), invazivite a tvorbe
metastaz (Tindall a kol., 2024; Maslankova a kol., 2022).

Predmetom zaujmu viacerych §tidii je najmé inhibicia
TGF-f dréhy v neskorSich Staddiach rakoviny v stvislosti
s efektivnejSimi liecebnymi metddami. Napriklad, blokovanie
tejto drahy v pripade PDAC preukazalo zniZenie rastu a invazivity
nadoru v preklinickych modeloch (Fang a kol., 2023). Pri CRC
TGF-B draha potlaca imunitné odpovede a zaroven podporuje
proliferaciu a tvorbu metastaz, ¢o prispieva k rezistencii na
liecbu (Kim a kol., 2021; Fasano a kol., 2024). Nadmerna
expresia TGF-P koreluje s horSou prognoézou a nizs$im celkovym
prezivanim pacientov s PDAC aj CRC (Bose a kol., 2022;
Glazer a kol., 2017; Tu a kol., 2020; Chen a kol., 2024). Napriek
terapeutickému potencidlu zostava problémom selektivna
inhibicia onkogénnych ucinkov bez naruSenia homeostazy
zdravych tkaniv.

Mutacie génov TGF-B pri PDAC vyznamne prispievaju
k agresivite ochorenia. Napriklad, muticie génu pre receptor
TGFBRI suvisia s potla¢enim imunitnych procesov, a to ovela
vyraznejSie najma u diabetickych pacientov (Wang a kol., 2019).
Pri CRC boli zaznamenané mutacie viacerych génov tejto drahy,
Castejsie u starSich pacientov a v pripade rakoviny hrubého ¢reva
oproti rakovine rekta (Testa a kol., 2018; Ferrell a kol., 2024).
Viacsina CRC buniek s mikrosatelitnou nestabilitou vysokého
stupia (MSI-H; Microsatellite Instability-High) hromadi
mutacie v mikrosatelitnej sekvencii génu pre receptor TGFBR2
(de Miranda a kol., 2015). Mutacie nosica signalu TGF-§ drahy
vo vnutri bunky, SMAD4, st vyznamné tak pri PDAC, ako
aj pri CRC. V PDAC boli mutacie SMAD4 potvrdené v cca
26,8 % pripadov a boli spojené s hor$im prezitim (Greendyk
a kol., 2023). Systematické prehl'ady uvadzaju vyskyt tychto
mutacii v 10-30% pripadov CRC. Ich frekvencia sa liSi podl'a
geografie a demografie (Fang a kol., 2021; Lanauze a kol.,
2021).
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Ciel’

Cielom prace bolo porovnat' expresiu vybranych génov
signdlnej drahy TGF-f medzi karcindmom pankreasu a
kolorektalnym karcindmom s cielom identifikovat rozdiely
v mechanizmoch ich dysregulacie. Vysledky by mali prispiet
k lepSiemu pochopeniu funkénej ulohy TGF-f signalizacie
v patogenéze oboch nadorov a poukazat’ na potencialne rozdiely,
ktoré by mohli byt vyuzitelné pri cielenych terapeutickych
pristupoch.

Metodika

Expresiu vybranych ¢lenov TGF-f drahy sme analyzovali
pomocou online dostupnej génovej databazy GEPIA (Gene
Expression Profiling Interactive Analysis). Hodnoty su uvadzané
v tvare log2 (TPM+1). V databaze sa nenachadzaju Specifické
typy rakovin, preto sme ponechali databazové ozna¢enie PAAD
vSeobecne pre rakovinu pankreasu. Rovnako sme nepracovali
s CRC, ale ponechali databazové oddelenie rakoviny hrubého
¢reva (COAD) a rakoviny rekta (READ).
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Obr. 1: Expresia receptorov TGFBRI (4), TGFBR2 (B)
a TGFBR3 (C) v tkanive pacientov (Cervené boxy) s rakovinou
pankreasu (PAAD), rakovinou hrubého creva (COAD)

a rakovinou konecnika (READ) v porovnani s expresiou tychto
receptorov v zdravych tkanivach (zelené boxy)
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Expresie receptorov TGFBR1 a TGFBR2 su signifikantne
zvysené v nadorovom tkanive PAAD (Obr.1A) oproti zdravej
kontrole (p<0,05). Aj ked’ je v pripade COAD a READ vidiet
mierne zvySené expresie receptorov v nadorovom tkanive,
rozdiely nie su Statisticky signifikantné. (Obr.1B,1C). Naopak,
expresia TGFBR3 je signifikantne nizsia v nadorovom tkanive
pri COAD a READ (p<0,05). Pri PAAD rozdiely nie su
signifikantné.

Expresie ligandov TGFB1, TGFB2 a TGFB3 st signifikantne
vyssie v pripade PAAD nadorov (p<0,05) (Obr. 2A). U COAD
a READ nadorov je naopak mozné pozorovat’ znizenie expresie
tychto ligandov v nadorom tkanive (Obr. 2B, 2C). Rozdiely
oproti zdravému tkanivu st $tatisticky signifikantné len v pripade
TGFB3. Vysledky su tak takmer totozné s expresiami TGF-3
receptorov.
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Obr. 2: Expresia ligandov TGFBI (4), TGFB2 (B) a TGFB3
(C) v tkanive pacientov (Cervené boxy) s rakovinou pankreasu
(PAAD), rakovinou hrubého creva (COAD) a rakovinou
konecnika (READ) v porovnani s expresiou tychto ligandov
v zdravych tkanivach (zelené boxy)
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V pripade nosi¢ov TGF-f signalov SMAD2, SMAD3
a SMADY7 je potvrdena Statisticky signifikantne vys$sia expresia
v PAAD nadorovom tkanive v porovnani s kontrolou (Obr. 3A).

Pri COAD a READ je mozné opét vidiet' vo viacerych pripadoch
znizenie expresie v nadorovom tkanive, avSak bez Statistickej
vyznamnosti (Obr. 3B, 3C).
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Obr. 3: Expresia prenasacov signalu SMAD?2 (A), SMAD3 (B), SMAD4 (C) a SMAD?7 (D) v tkanive pacientov (cervené boxy)
s rakovinou pankreasu (PAAD), rakovinou hrubého creva (COAD) a rakovinou konecnika (READ) v porovnani s expresiou tychto

prenasacov v zdravych tkanivach (zelené boxy)

Diskusia

PDAC a CRC st jednymi z najcastejSich a najsmrtelnejsich
typov rakovin na svete. K vysokym ¢islam v §tatistikach prispieva
najmé neskora diagnostika a nespecifické priznaky ochoreni. Pre
skorsiu diagnézu a zlepSenie prognézy je nevyhnutné zaviest
do klinickej praxe spolahlivé markery. Doteraz pouzivané
markery CA19.9 a CEA vykazuju nizku senzitivitu a Specificitu.
Kombinacie viacerych markerov sice zvysuje spolahlivost’, ale
prinasa financnu zataz pre zdravotny systém. Idedlne by teda
bolo najst’ 1-2 vysoko spolahlivé markery, ktoré by nielen
rozlisit' zdravych pacientov od chorych, ale su Specifické pre
konkrétny typ rakoviny, v nasom pripade PDAC a CRC.

Simultanna down-regulacia oboch hlavnych izoforiem
TGF-B (TGFB1 a TGFB2) a ich receptorov (TGFBRI,
TGFBR2) signalizuje celkové oslabenie signalizacie TGF-8
v pankreatickych nadoroch, pricom jej oslabenie pravdepodobne
prispieva k tiniku nadorovych buniek spod kontroly rastu.

Kontrast v expresii TGFB3 a TGFBR3 naznacuje, ze ich
funkcia sa 1iSi v zavislosti od typu nadoru. Expresia TGFBR3
je signifikantne zvySend v . COAD a READ. Tento receptor,
znamy aj ako betaglykan, méze modulovat signalizaciu TGF-f3
bud’ ako koreceptor alebo tym, Ze viaze ligandy a zabrafuje ich
interakcii so signalnymi receptormi. Zvysena expresia TGFBR3
v COAD a READ, v kombinacii so zvySenou expresiou ligandu
TGFB3, moéze naznacovat komplexny mechanizmus, kde
TGFBR3 bud amplifikuje pro-tumordzne signaly, alebo sa
jedna o kompenza¢ny mechanizmus na moduldciu inak silnej,
pro-invazivnej signalizacie. ZvySena expresia TGFB3 v COAD
a READ by mohla odrazat’ posun od tumor-supresorovej funkcie

k pro-onkogennej, kde TGF-f zacne podporovat’ EMT, invazivitu
a metastazovanie, ¢o je Casto pozorovany jav pri pokrocilych
kolorektalnych karcindmoch.

Expresia SMAD2aSMAD?3, ktoré st kanonickymi efektormi
TGF-p signalizacie, je signifikantne znizena v nadoroch PAAD.
Tato down-regulécia kI'ic¢ovych komponentov drahy potvrdzuje,
ze dysregulacia TGF-f signalizacie v PAAD prebicha na
viacerych urovniach, vratane receptorov a efektorov. V. COAD
a READ nie je expresia SMAD2 a SMAD?3 signifikantne
zmenena, ¢o naznacuje, ze pripadné zmeny v TGF-f signalizacii
pri tychto nadoroch nemusia byt sprostredkované zmenami
v expresii tychto transkripénych faktorov.

Na rozdiel od SMAD2 a SMAD3, expresia SMAD4 nie je
signifikantne zmenena v ziadnom z troch typov nadorov. Mutacie
génu SMAD4 st zname ako Casté pri karcindme pankreasu, ale
pritomnost’ mutacie nemusi nutne korelovat’ s celkovou zmenou
expresie mRNA, ¢o vysvetl'uje tento vysledok. Expresie SMAD7,
ktory je hlavnym negativnym regulatorom TGF-f signalizacie, je
signifikantne znizena v PAAD. Tento pokles by mohol prispievat’
k prebichajicemu oslabeniu TGF-f} signalizacie. Zaujimavé je,
ze v COAD a READ je expresia SMAD7 signifikantne zvysena.
Narast expresie SMAD7 v COAD a READ moze predstavovat
ochranny alebo kompenza¢ny mechanizmus, ktorym sa
nadorové bunky snazia obmedzit’ nadmernu signalizaciu TGF-3
a jej pro-tumoré6zne U¢inky, avsak jeho zvysena expresia moze
tiez signalizovat’ snahu nadoru uniknut’ pred protinddorovymi
mechanizmami.
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Zaver

Vysledky prace poukazuji na diametralne odlisné
mechanizmy  dysregulacie TGF-f  signalizacnej drahy
v analyzovanych  nadoroch.  Karcindbmy  pankreasu
vykazuji  rozsiahlu a  konzistentni  down-regulaciu
takmer  vSetkych ~ klucovych  komponentov  drahy,
vratane  ligandov  (TGFBI,TGFB2,TGFB3), receptorov
(TGFBR1,TGFBR2,TGFBR3)aintracelularnych signalizacnych
proteinov (SMAD2,SMAD3,SMAD7). Tento nalez silne
naznacuje, ze celkové oslabenie TGF-f signalizacie, ktord ma
v pociato¢nych fazach tumor-supresorovi funkciu, je kI'icovym
faktorom v patogenéze tohto agresivneho typu nadoru. Naopak,
karcindmy hrubého ¢reva a rekta vykazujii menej rozsiahle
zmeny. Kym expresia mnohych komponentov (ligandy
TGFBI1,TGFB2, receptory TGFBR1,TGFBR2, SMAD proteiny
SMAD2,SMAD3,SMAD4) zostava nezmenend, dochadza
k signifikantnej up-regulacii ligandu TGFB3 a receptoru
TGFBR3, spolu so zvysenou expresiou negativneho regulatora
SMADY7. Tento komplexny vzor naznacuje, Ze dysregulacia
TGF-B signalizacie v kolorektalnych karcindmoch nie je
spojena s celkovym oslabenim drahy, ale skor so selektivnymi
zmenami, ktoré moézu viest' k posunu od tumor-supresorovej
k pro-tumoréznej funkcii. Moze ist’ o posun vo funkcii TGFB3
a TGFBR3 signalizacie alebo o kompenzaény mechanizmus
regulovany SMAD7. Tieto =zistenia zdoéraziuju potrebu
Specifického pristupu k cielenym terapidm zalozenym na
TGF- drahe, ktoré by mali brat’ do uvahy odlisné mechanizmy
dysregulacie v roznych typoch nadorov. Pri PAAD by sa mali
cielené terapie zamerat’ na reaktivaciu drahy, zatial’ ¢o pri COAD
a READ by mohlo byt u¢innejsie blokovanie pro-tumoréznych
signalov.
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