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I. Wstep

Rak jelita grubego jest nowotworem o0 najwickszej dynamice wzrostu zachorowan
wsérod chorob nowotworowych w Polsce. Zajmuje on drugie miejsce pod wzgledem
zachorowalno$ci na nowotwory ztosliwe, a wérdd przyczyn zgondw jest na trzecim miejscu
u kobiet i na drugim u me¢zczyzn [203]. Najczestszg postacig jest gruczolakorak, ktory
stanowi 98% wszystkich typow raka jelita grubego [92].

CZYNNIKI ETIOLOGICZNE ROZWOJU RAKA JELITA GRUBEGO

Rak jelita grubego wystepuje najczesciej sporadycznie (W okoto 75-80% przypadkow),
przypadki uwarunkowane dziedziczeniem sktonnos$ci do jego wystgpienia stanowig okoto 20-
25% przypadkow [33]. Sposrod srodowiskowych czynnikéw etiologicznych wymienia si¢
przede wszystkim diete; usposabia¢ do jego rozwoju moga takze czynniki osobnicze, np.

przewlekte schorzenia przewodu pokarmowego (swoiste przewlekte zapalenia jelit).

Czynniki wrodzone

Doktadnie poznano i opisano dwie $ciezki patogenezy raka jelita grubego: pierwsza —
klasyczng, drugg - zwigzang z zaburzeniami genow mutatorowych. W obu z nich dochodzi do
nagromadzenia nieletalnych mutacji w komoérkach ulegajacych mutagenezie [76]. Roznig si¢
one nie tylko pod wzgledem typu mutacji, ale rowniez sposobu ich kumulacji [76].
Sekwencja zmian morfologicznych gruczolak — rak, ktora wystepuje czesto w Sciezce
klasycznej nie jest typowa dla drugiego typu patogenetycznego. Zaobserwowano jednak, ze
niektore polipy rozrostowe zlokalizowane w prawej potowie okreznicy moga wykazywac
niestabilno$¢ mikrosatelitarng, a to zjawisko moze stanowi¢ punkt wyjscia dla rozwoju raka
[133;204] (patrz nizej).

Pierwsza $ciezke rozwoju raka jelita grubego - klasyczng — okresla si¢ takze jako
zalezng od mutacji genéw APC/CTNNBI. Wystepuje ona w wigkszosci (okoto 80%)
przypadkéw rakow sporadycznych [147]. Molekularne podtoze tej $ciezki rozwojowe;j
stanowig gromadzone mutacje genéw supresorowych - APC, TP53, DCC, SMAD2, SMAD4
(delecja 18g21), onkogenu K-RAS [87;125]. Wystepuje w nich réwniez zjawisko

niestabilnosci chromosomalnej i utraty heterozygotycznosci [12]. Nowotwory rozwijajace si¢



na tej drodze wykazuja takze zwickszong aktywno$¢ telomerazy [76;83]. Cechg znamienng
jest akumulacja nowych zaburzen molekularnych czemu towarzyszy progresja zmian
morfologicznych nabtonka jelita grubego. Histopatologicznie stwierdza si¢ rozrost nabtonka
jelitowego, ktory poczatkowo wykazuje atypi¢ niskiego stopnia i cechuje si¢ brodawkowym
(polipowatym) typem wzrostu. Stopien atypii narasta, za$§ proliferujacy nablonek
nowotworowy moze ostatecznie uzyska¢ zdolno$¢ naciekania podscieliska, co wypetnia
definicj¢ inwazyjnego raka gruczotowego [23;87]. Korelacje te ujawniono poczatkowo w
analizach materialu uzyskanego od chorych z zespotem polipowato$ci rodzinnej (ang.
familial adenomatous polyposis, FAP), ktory warunkuja konstytutywne mutacje genu APC
zlokalizowanego na chromosomie 5021 [171]. Poézniej sekwencje tych zmian
morfologicznych potwierdzono takze w nowotworach rozwijajacych si¢ sporadycznie. Zespot
FAP charakteryzuje si¢ obecnos$cig ok. 500-2500 gruczolakow w jelicie grubym. Dodatkowo
gruczolaki moga takze wystgpowaé w innych czgsciach przewodu pokarmowego —
najczesciej w dwunastnicy. Wiekszos¢ polipéw wykazuje utkanie gruczolakéw cewkowych,
nieliczne z nich to gruczolaki kosmkowe. Ryzyko rozwoju raka w tym zespole wynosi
praktycznie 100%, dlatego jedynym leczeniem jest profilaktyczna resekcja catego jelita
grubego (pancolectomia). Odmianami klinicznymi FAP sg zespot Gardnera i typ 2 zespotu
Turcot. W pierwszym z nich gruczolakom jelita grubego towarzyszy wystepowanie torbieli
naskorkowych, kostniakéw, zaburzen rozwojowych zebow oraz nowotworu tkanek migkkich
o typie desmoidu. Typ 2 zespotu Turcot warunkuja dziedziczne mutacje genu APC, za$ do
jego obrazu klinicznego nalezy polipowatos$¢ jelita oraz rdzeniak zarodkowy [144]. Typ 1
zespotu Turcota charakteryzuje si¢ brakiem wyktadnikow FAP, natomiast czesto wystepuje w
jego obrazie niepolipowaty rak jelita grubego oraz glejak wielopostaciowy [144]. W tym
przypadku za swoisty obraz Kliniczny odpowiadaja dziedziczne mutacje genow
mutatorowych (PMS2, MLH1 i MSH2), ktorych produkty biatkowe uczestnicza
w mechanizmie naprawy DNA.

Mutacje gené6w mutatorowych charakteryzuja drugg Sciezke patogenetyczng raka jelita
grubego. Zmiany tego typu wystepuja w 10-15% sporadycznych rakow jelita grubego.
Zaburzenie procesu naprawy DNA prowadzi do powstania spontanicznych mutacji
w licznych obszarach prostych powtorzen sekwencji DNA okreSlanych mianem
mikrosatelitow. Obszary tych powtdrzen mogg zawiera¢ liczne nukleotydy adeninowe (An)
lub np. sekwencje dwunukleotydowe (CA,), ktore w przypadku utraty zdolno$ci naprawy
btedow replikacyjnych (ang. replicative error) sa tracone w réznych regionach

chromosomalnych. Bardzo czg¢sto moga one zajmowac loci genéw hamujacych wzrost



komorek nabtonka (TGF-B) lub odpowiedzialnych za apoptoze (BAX) [92]. Przyktadem
dziedzicznego zespolu rozwoju raka jelita grubego determinowanego mutacjami genow
mutatorowych [hMSH2, hMSH3, hMSH6, hMLH1, hMLH3, hPMS1 (scMLH2) i hPMS2
(scPMS1)] jest zespot Lyncha (ang. Hereditary nonpolyposis colorectal cancer — HNPCC).

Czynniki srodowiskowe

Dieta uboga w substancje wtokniste, owoce i warzywa (ubogoresztkowa) oraz bogata
w tluszcze i kalorie jest okreslana mianem ,,diety typu zachodniego” (western diet). Prowadzi
ona najczesciej do rozwoju cukrzycy, hiperlipidemii oraz nadci$nienia t¢tniczego. Istotnie
otylo§¢ zwigzana jest ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju choréb uktadu sercowo-
naczyniowego i cukrzycy. W szczegolnosci otylosé trzewna stata si¢ problemem spotecznym.
Podkresla si¢ znaczenie tego sposobu odzywiania dla zwigkszenia ryzyka rozwoju raka jelita
grubego [14;196]. Modyfikacja spozywanego pokarmu moze odgrywac role w zapobieganiu
rozwojowi raka jelita grubego. Dodatkowo czestsze badania przesiewowe u o0sdb ze
zwigkszonym ryzykiem umozliwiaja wykrywanie wczesnych postaci raka lub jego zmian
prekursorowych.

W ostatnim czasie do$¢ szeroko ocenia si¢ role chemoprewencji w rozwoju raka jelita
grubego. Stosowanie suplementacji btonnika, soli wapnia lub kwasu acetylosalicylowego,
niesterydowych lekow przeciwzapalnych czy selektywnych inhibitorow COX-2 zmniejsza
ryzyko rozwoju raka jak i gruczolakow jelita grubego [35;74;95;197]. Jednak stosowanie
wigkszych dawek selektywnych inhibitorow COX-2 przez dluzszy czas powoduje wzrost
ryzyka wystapienia incydentdéw sercowo-naczyniowych oraz uszkodzen przewodu
pokarmowego [59]. Ze wzgledu na mozliwos¢ tych powiktan, chemoprewencja moze
znajdowac zastosowanie wsrod osob z grupy wysokiego ryzyka rozwoju raka jelita grubego.

Wsréd czynnikéw osobniczych do$¢ istotng role w rozwoju raka jelita grubego
odgrywaja zaburzenia i choroby metaboliczne, m.in. cukrzyca, otylos¢, hyperinsulinemia
i insulinoopornos¢ [19;67;165]. Cukrzyca nalezy do umiarkowanych czynnikéw ryzyka raka
jelita grubego, co potwierdzono w przeprowadzonych badaniach kohortowych. Nadwaga
1 otylo$¢ korelujg ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia raka jelita grubego u m¢zczyzn oraz
u kobiet w okresie przedmenopauzalnym [103;169].

Sposréd czynnikow klinicznych ciekawym markerem rozpoczynajgcego si¢ procesu
kancerogenezy jelita grubego moze by¢ nieprawidlowa struktura uj$¢ gruczotow jelita
grubego, co jest okreslane mianem aberrant crypt foci (ACF). Opisano je po raz pierwszy

u myszy leczonych azoksymetanem [8]. Sa to miejscowo nagromadzone ujécia zachytkow



gruczotow jelitowych wykazujacych zaburzong strukture (poszerzony, zg¢baty, niekiedy
powrebiany ksztalt obrysu ujs¢ gruczotow). Ogniska te stwierdza si¢ podczas kolonoskopii
z powigkszonym obrazem, przed ktorag podano dojelitowo biekit metylenowy. Metoda ta
uwidacznia ciemniej barwigce si¢ skupienia krypt [71;205]. Histologicznie, w cze$ci zmian
o0 typie ACF wyroznia si¢ dysplazje [180]. ACF bez zmian dysplastycznych praktycznie nie
roézni si¢ od normalnego nabtonka gruczotowego, moze wystgpowac poszerzenie Srednicy
krypt, oraz obszary rozrostu nabtonka z ,,zabkowaniem” (serration), dodatkowo wzrasta
aktywnos$¢ mitotyczna ograniczona do dolnych dwoéch trzecich odcinka wpuklenia gruczotu
[154]. ACF 2z dysplazja charakteryzuje si¢ obecnosciag powickszonych, stloczonych
i nawarstwionych jader w komoérkach nabtonka, ktére moga traci¢ swojg biegunowoscé.
Stopien nasilenia atypii jadrowej okresla stopien dysplazji. W przypadkach cigzkiej dysplazji
proliferacje komorek nabtonka stwierdza si¢ na catej glebokosci dysplastycznego gruczotu
[155;166;167].

ACF uwaza si¢ za najwcze$niejsze morfologiczne wyktadniki rozrostu tkanki
gruczolowej prowadzace do powstania raka jelita grubego (tzw. zmiany przedpolipowe).
U myszy i szczurow leczonych azoksymetanem staty si¢ one biomarkerem rozwoju raka jelita
grubego. W badaniach na szczurach rasy Fischer 344 udowodniono, ze stosowanie
chemoprewencji zmniejsza ryzyko wystgpienia ACF [10].

U ludzi zwigzek pomiedzy ACF a rakiem jest mniej jednoznaczny. Pomimo
watpliwosci dotyczacych roli biologicznej ACF uwaza si¢ je za zmiang prekursorowsa
gruczolakow i rakow [180]. Badania przeprowadzone u chorych z rakiem jelita grubego
wykazaty czestszg obecnos¢ mutacji genu K-RAS w ogniskach ACF niz u ludzi bez raka tego
narzadu. Swiadczy to o molekularnej specyfice ACF. Wykazano takze zalezno$é pomiedzy
wzrostem czegstosci wystepowania ACF wraz z narastajacym wiekiem chorych, co moze
posrednio sugerowac stopniowe nagromadzenie si¢ zaburzen genetycznych w tych ogniskach.

Wskaznik masy ciala (BMI — body mass index), obwod bioder 1 obszar tkanki
thuszczowej trzewnej (VFA — visceral fat area) koreluja z liczbg ACF, co w szczeg6lnosci
dotyczy VFA. Tkanka tluszczowa trzewna jest gruczotlem dokrewnym produkujgcym
adipocytokiny takie jak TNF-a, leptyng i adiponektyne. Te adipocytokiny moga odgrywac
wazna role w karcynogenezie raka jelita grubego [178].

Receptor aktywowany proliferatorem peroksysomow typu gamma (PPARy -
peroxisome proliferator-activated receptor) wykazuje ekspresje gtdéwnie w tkance thuszczowe;j
I odgrywa w niej istotng rolg w procesie réznicowania adipocytow i1 uwrazliwianiu ich na

insuling. Aktywacja syntetycznych ligandow PPARY, takich jak pioglitazon, jest powszechnie



stosowane w leczeniu cukrzycy. Ekspresjc PPARy wykazano rowniez W guzach
nowotworowych [51;114;202]. To sugeruje, ze modulacja PPARy moze mie¢ wpltyw na
biologi¢ komodrek nowotworowych. Takahashi i wsp. wykazali w badanu pilotazowym, ze po
stosowaniu pioglitazonu zmniejszyta si¢ liczba ACF w jelicie grubym. Wyniki te sugerujg, ze
ligandy PPARy stanowig potencjalng grupe czynnikow chemoprotekcyjnych w
karcynogenezie raka jelita grubego [177].

Przewlekte choroby zapalne jelit (IBD — inflammatory bowel disease) wptywaja na
zwigkszenie ryzyka wystapienia raka jelita grubego [37;80]. Pierwszy raz te zalezno$¢
wykazano dla wrzodziejacego zapalenia jelita grubego. Oprocz oceny histologicznej w czasie
monitorowania IBD, dodatkowo sprawdza si¢ aneuploidic DNA. Jest ona szczegdlnie

waznym markerem nowotworzenia w chorobie Lesniowskiego-Crohna. [170;174].

MOLEKULARNE PODLOZE ROZWOJU RAKA JELITA GRUBEGO:
CZASTECZKI ADHEZYJNE — E-KADHERYNA | BETA-KATENINA

Karcynogeneza jest procesem wieloetapowym, manifestujacym si¢ zmianami informacji
genetycznej komorki, czego odbiciem sa zmiany morfologiczne tworzonego nowotworu.
Nabywanie przez komorke nowotworowa nowych ,cech” takich jak szybki wzrost,
naciekanie 1 zdolno$¢ do przerzutowania umozliwia ekspansywny wzrost guza. Wyro6znia si¢
sze$¢ podstawowych procesOw molekularnych, ktore sa odpowiedzialne za transformacje
NOWOtworowa:

1. Samowystarczalno$¢ w zakresie sygnatow wzrostu

2. Niewrazliwo$¢ na sygnaty hamujace

3. Unikanie apoptozy

4. Niepohamowana zdolnos$¢ replikacji

5. Indukowanie angiogenezy

6. Zdolnos¢ do inwazji i przerzutowania.

Zdolnos¢ do inwazyjnego wzrostu i przerzutowania sg efektem oddziatywania komorki
nowotworu z podscieliskiem i z innymi komoérkami, w czym posrednicza m.in. biatka
adhezyjne. Szczegdlng rolg w tych procesach odgrywaja kompleksy biatkowe utworzone
z katenin oraz kadheryn [73].

Wyroéznia si¢ cztery rodzaje katenin: a, B, y i o [47;200]. Kateniny o, B oraz y
uczestniczg w procesie przylegania komorkowego, natomiast katenina & wystepuje gldwnie

w neuronach i nalezy do rodziny biatek p120 [109;151;164].



B-katenina jest bialkiem, ktorego ekspresja wzrasta w procesach molekularnych
lezacych u podtoza nowotworzenia (patrz wyzej). W warunkach prawidlowych B-katenina
petni podwdjng role: bierze udziat w taczeniu biatek przylegania komorkowego (tzw. CAMs,
ang. cellular adhesion molecules) ze szkieletem komoérki oraz reguluje transkrypcje gendw.
Dzieki tym funkcjom wptywa na wiele procesoOw biologicznych, takich jak: rdznicowanie,
dojrzewanie, jak rowniez umozliwia ruch komoérki. Odgrywa takze role w embriogenezie
[57;117], réznicowaniu komoérek macierzystych w dojrzalym organizmie [147] oraz
regeneracji komorek watroby po czesciowej resekcji migzszu tego narzadu [184].

W komorkach, w ktérych B-katenina odpowiada za przyleganie komorkowe taczy sig¢
ona z biatkami z rodziny kadheryn z filamentami aktynowymi za posrednictwem o-kateniny
[1;115;140].

B-katenina reguluje rowniez ekspresje innych genéw kontrolujacych m.in. proliferacje
komoérkows. Czynno$¢ ta wynika z roli jaka odgrywa to biatko w szlaku przekaznictwa
wewnatrzkomorkowego WNT/Wingless. Jego glownym regulatorem jest biatko APC
tworzace kompleks m.in. z aksyng i kinazg syntazy glikogenu 3f (GSK-3B, patrz nizej).
Kompleks ten wigze P-katening i w ten sposob reguluje wielkos¢ jej wolnej frakcji
komorkowej oraz jej dystrybucje komorkowa. W przypadku utraty aktywnosci APC,
niezwigzana B-katenina gromadzi si¢ w jadrze komoérkowym dziatajac jako koaktywator
czynnikow transkrypcyjnych LEF/TCF (lymphoid enhancer factor /T-cell factor). Wynikiem
tego jest inicjacja transkrypcji okre§lonych onkogendéw (c-myc czy cykliny D1)
[7;68;118;195]. Oprocz onkogendéw aktywacji ulegaja takze geny, ktorych produkty
warunkujg inwazyjny wzrost: matrylizyna [16;31], fibronektyna [46], CD44 [201], i uPAR
[108]. Ze wzgledu na pelnienie tak istotnych funkcji stezenie B-kateniny w komorce podlega
Scistej kontroli. Z jednej strony jej ekspresja zalezy od stopnia transkrypcji kodujacego ja
genu (CTNNBL1). Z drugiej strony poziom biatka reguluje aktywnos¢ cytoplazmatycznego
kompleksu destrukcyjnego tworzonego przez biatko APC, aksyne, kinazg kazeiny (CK1)
i kinaze syntazy glikogenu 3 beta (GSK-3B). Kompleks ten wigze B-katening obecng w
cytoplazmie 1 powoduje fosforylacje reszt serynowej i treoninowej jej N-koncowego
fragmentu. Warunkuje to przylaczanie do nich czgstek ubikwityny. Ubikwitynacja stanowi
istotny proces degradacji bialek przy uzyciu proteasomoéw [147]. Aktywacja $ciezki WNT
hamuje aktywnos¢ kompleksu APC, a przez to takze fosforylacje -kateniny, czego efektem
jest zwigkszenie jej stgzenia w cytoplazmie. W wyniku tego B-katenina przechodzi do jadra

komorkowego, gdzie taczy si¢ z czynnikami transkrypcyjnymi, aktywujac okreslone geny.



W raku jelita grubego dochodzi najczes$ciej do zaburzen strukturalnych biatka APC
[18;87], badz N-koncowego fragmentu [B-kateniny [18]. Obie te zmiany uniemozliwiaja
degradacje¢ pB-kateniny, czego efektem jest nagromadzenie jej w cytoplazmie i jadrze
komorkowym.

Scista regulacja funkcjonowania $ciezki WNT/B-katenina umozliwia utrzymanie
réwnowagi pomi¢dzy komérkami macierzystymi a komérkami zdeterminowanymi nabtonka
jelita [15;147;194]. Zaburzenia tej rownowagi koreluja z rozwojem raka jelita grubego, czego
dowodem jest wzrost stezenia kompleksu p-katenina- LEF/TCF w obrebie komorek
nowotworu [119]. Zaburzenia funkcji szlaku WNT/B-katenina odgrywaja zasadnicza role¢
w rozwoju zespolu polipowatos$ci rodzinnej (patrz wyzej) i sa najczestsza przyczyng
rodzinnych postaci raka jelita grubego [87;125].

Drugim sktadnikiem kompleksu odpowiedzialnego za przyleganie komoérkowe jest
E-kadheryna. Nalezy ona do nadrodziny biatek adhezyjnych zaleznych od jonow wapnia
(ang. Calcium-dependent adhesion molecules). Kadheryny zaliczamy do bialek
przezblonowych, ktére maja mozliwos¢ wigzania si¢ z kadherynami tego samego rodzaju.
Proces ten warunkuje obecno$¢ jondéw wapnia. Do nadrodziny biatek adhezyjnych zaleznych
od jonow wapnia poza kadherynami nalezg protokadheryny, desmogleiny, desmokoliny
i wiele innych [3;70].

Do tej pory wyodrebniono ponad 30 rodzajow kadheryn, ktore podzielono na szes§é
rodzin. Do klasycznych kadheryn typu | nalezg kadheryna nabtonkowa (E-kadheryna),
tozyskowa (P-kadheryna), siatkowkowa (R-kadheryna) i neuronalna (N-kadheryna).
W procesach rozrostu nowotworowego najwigcksza role odgrywa zaburzenie czynno$ci
E-kadheryny. Utrata jej aktywnosci wydaje si¢ by¢ kluczowag w procesie przerzutowania
nowotworow [146]. Zalezno$¢ t¢ stwierdzono bowiem w przebiegu raka gruczotu
krokowego, ptuca, jelita grubego, zotadka i gruczotu piersiowego [27;45;81;120;135].

Utrata ekspresji E-kadheryny moze by¢ konsekwencja zarowno zaburzen genetycznych jak
i epigenetycznych [175]. Nalezg do nich: delecje i mutacje kodujgcego ja genu (CDH1) oraz
hypermetylacja jego promotora. Locus genu E-kadheryny w ramieniu dtugim chromosomu 16
(16922.1) zlokalizowano w 1989 roku [126]. Poczatkowo zidentyfikowano utratg
heterozygotycznosci  (LOH, loss of heterozygosity) tego regionu w raku
watrobowokomorkowym i raku gruczolu piersiowego [160;186]. Utrata ekspresji
E-kadheryny korelowata z klinicznym stopniem ztosliwo$ci nowotworu, czego manifestacja

jest wyzszy stopien zaawansowania miejscowego oraz obecnos¢ przerzutow odlegtych.
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W niektorych nowotworach (rak prostaty, rak pecherza moczowego) skutkuje to skroceniem
calkowitego czasu przezycia chorych [61;136;182].

Ciekawym zjawiskiem jest korelacja czynnosciowa ekspresji kadheryn z odmiennych
podgrup. Najlepiej poznang jest wspoOlzalezno$¢ pomiedzy utratg ekspresji E-kadheryny
i wzrostem ekspresji N-kadheryny. Ta ostatnia okreSlana jest mianem kadheryny
mezenchymalnej [25] i jej ekspresja zwicksza migracje komorek nowotworowych. Spadek
ekspresji E-kadheryny korelujacy ze wzrostem ekspresji N-kadheryny okresla si¢ terminem
przetaczenia typow kadheryn (ang. cadherin switch) i zmienia on fenotyp komoérki z pro-
adhezyjnego na pro-migracyjny [25;56]. Zjawisko to opisali Nieman i wsp. [130] w raku
sutka, a analogiczny proces stwierdzono takze w raku jelita grubego [157]. Proces ten okresla
si¢ przemiang nabtonkowo-mezenchymalng (ang. epithelial-mesenchymal transition, EMT).
W badanich in vivo oraz w badaniach na modelach komorkowych [55;161] potwierdzono
uzyskiwanie fenotypu mezenchymalnego przez komoérki zmieniajace profil ekspresji
wspomnianych kadheryn, co manifestowato si¢ utrata potaczen miedzykomorkowych,
zmniejszeniem ekspresji cytokeratyn oraz nabyciem mozliwosCi przemieszczania si¢ przez
komorki wykazujace EMT. Dodatkowo, komorki te uzyskiwaly ekspresje¢ markeréw
mezenchymalnych — fibrynonektyny lub wimentyny. Proces ten przebiega analogiczne jak w
trakcie embriogenezy, kiedy komorki nabtonkowe tworzace zwarte struktury tkankowe
ulegaja przemianie w mniejsze komorki mezenchymalne. Umozliwia to ich migracje np.
podczas gastrulacji czy w przypadku komorek grzebieni nerwowych przemieszczajacych sig
z neuroektodermy [183].

Niewatpliwie zmiany zwigzane z odroznicowaniem komorek raka jelita grubego
I wystepowanie ,,przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej” sa wynikiem dynamicznych
procesoOw oddziatywania pomigdzy tkanka nowotworu i tkankami ,,gospodarza” [4].
Glownym miejscem interakcji pomiedzy tkanka nowotworowa, a tkankami otaczajacymi jest
rejon ,,czola inwazji” raka. W poczatkowej fazie dochodzi do zmniejszenia przylegania
migdzy komoérkami nabltonkowymi oraz rozluZnienia potaczen komorek z czasteczkami
tworzacymi podscielisko pozakomorkowe. Nastepnie dochodzi do reorganizacji cytoszkieletu
komorek, w wyniku czego btona komoérkowa ulega pofaldowaniu — powstaja wypustki
blaszkowe (lamellipodia) lub wypustki cytoplazmatyczne (filopodia) [148], ktore
umozliwiajg przemieszczanie si¢ komorki w nowo formujacej si¢ macierzy pozakomorkowe;.
Wazng rol¢ w tym procesie odgrywajg integryny (a3f1) oraz metaloproteinazy typu

btonowego, ktéore wraz z systemem receptorowym aktywatora urokinazy plazminogenu



obecnego na pseudopodiach biorg udziat w degradacji (proteolizie) podtoza
miedzykomorkowego [149].

Zjawisko EMT przejawia si¢ morfologicznie w preparatach histologicznych jako tzw.
paczkowanie guza (tumor budding) i jest charakterystyczne dla nowotwordéw o naciekajacym
typie wzrostu [43;206]. Guz paczkujacy definiuje si¢ jako nowotwor szerzacy sie
pojedynczymi komodrkami lub grupami utworzonymi przez co najwyzej 5 komorek.
W niektorych publikacjach pojecie grupy komorek paczkujacych ograniczono do skupien co
najwyzej 4 komorek nowotworu [134]. Luzno rozrzucone ,,paczki” (buds) nie tgcza si¢
zZ cewami nowotworowymi, sg obecne luzno w podscielisku w obrgbie czola inwazji
nowotworu i stanowig oddzielng frakcje komorek nowotworowych.

W raku jelita grubego -katenina nie zawsze lokalizowata si¢ w cytoplazmie i w jadrze
komorek nowotworowych. Dodatkowo, w wyzej zrdéznicowanych fragmentach utkania
nowotworowego [-katenina byla obecna w Dblonie komodrkowej, podobnie jak
w prawidlowym nabtonku jelitowym [17]. Jadrowy odczyn stwierdzano w cz¢$ci nowotworu
naciekajacego pojedynczymi komoérkami. W tym obszarze nowotworu komoérki guza tracity
btonowg ekspresjc  E-kadheryny [18] oraz indukowaly ekspresje markerow
mezenchymalnych [88].

Proces, w ktorym dochodzi do uwolnienia si¢ komorki z tkanki w wyniku zahamowania
ekspresji bialek odpowiedzialnych za przyleganie mi¢dzykomorkowe jest wieloetapowy
i kontrolowany przez liczne wewnatrzkomoérkowe czynniki regulatorowe [49].
Dos$wiadczenia przeprowadzone na liniach komorkowych raka jelita grubego ujawnity szereg
mechanizmow, ktore umozliwiajg te przemiang. Istotng role w tym procesie moze odgrywac
biatko Slug. Jego ekspresje indukuje kompleks B-katenina-TCF [30], zas§ wzmocnienie tego
sygnatu determinuje dzialanie receptoréw posiadajacych aktywno$¢ kinazy tyrozynowe;j
(ErbB-1, ErbB-2), ktore rowniez wzbudzata -katenina [158]. Wzrost ekspresji Slug hamowat
translacje i ekspresj¢ E-kadheryny [131]. Stwarza to regulacyjny krag odwracalnej modulacji
odpowiedniego fenotypu komorki nowotworowe] poprzez wygaszanie 1 wzmacnianie
ekspresji E-kadheryny, w ktorym wspotuczestniczy p-katenina.

Nadal niepoznany pozostaje czynnik inicjujacy proces przerzutowania, ktory
rozpoczyna si¢ od uwalniania komorek guza ze zwartych uktadow tkankowych raka.
Doswiadczalne niszczenie potaczen migdzykomorkowych takze wplywa na aktywacje beta-
kateniny 1 jej zwigkszong akumulacje w jadrze komorkowym, a nastepnie Slug-zalezne
wygaszenie ekspresji E-kadheryny [30]. Bardzo czg¢sto wezesnym zjawiskiem w rozwoju raka

jelita grubego jest wystepowanie aktywujacych mutacji genu RAS [87]. Aktywacja RAS



moze indukowa¢ m.in. fosforylacje reszty tyrozynowej PB-kateniny, co z kolei uwalnia ja
z polaczenia z E-kadheryna. W efekcie wzrasta st¢zenie cytoplazmatycznej wolnej frakcji
B-kateniny oraz jej przechodzenie do jadra komorkowego.

W przerzutach nowotworowych komoérki moga tworzy¢ dwie populacje rdznigce si¢
morfologiczne [18], co z kolei sugeruje wystepowanie przemiany odwrotnej do opisywane;j
powyzej a mianowicie transformacji mezenchmalno-nabtonkowej (MET) [18]. Przemiany tej
nie mozna wytlumaczy¢ kolejnymi zaburzeniami zachodzacymi w obrebie genomu.

Fenotyp komorki stanowi koncowy efekt oddziatywania biatek wewnatrzkomorkowych,
jak rowniez czynnikéw mikrosrodowiska (microenvironment) bezposrednio ja otaczajacego
[161;172]. Niektore opracowania sugeruja, ze to wlasnie sygnal ptyngcy z mikrosrodowiska
guza jest czynnikiem wyzwalajacym procesy EMT i MET [15;162;192]. Daje to teoretyczng
podstawe oddzialywania na komoérki nowotworu poprzez celowang modyfikacje
poszczegodlnych elementow podscieliska nowotworu [99]. Guz nowotworowy jest bowiem
ztozong strukturg tkankowa utworzong przez komorki nowotworu oraz podscielisko [36].
Proces tworzenia podscieliska, zwany inaczej stromatogeneza [168], jest zwigzany m.in.
z rozwojem sieci nowych naczyn krwiono$nych, bedacej efektem neoangiogenezy [42;153].
W skfad podscieliska wchodza trzy glowne grupy elementéw, ktore odgrywaja role
w progresji nowotworow litych: nowe naczynia krwionosne, ktore sa niezbedne dla
odzywienia wzrastajacej populacji komorek guza [199], komoérki nacieku zapalnego oraz
podscielisko wiokniste [36]. Wszystkie te elementy oddzialywuja wzajemnie na siebie [52].
W tworzeniu powigzan czynnosciowych w obrebie guza nowotworowego sa zaangazowane
nie tylko komorki nowotworowe ale rowniez sktadniki nowotworowego podscieliska.

Glownym sktadnikiem podscieliska sg fibroblasty, ktére moga wplywaé na rozwdj
nowotworu, ulatwiajac inwazj¢ 1 tworzenie przerzutdw a tym samym zwigksza¢ stopien
zaawansowania choroby nowotworowej [129]. Proteazy obecne w czole inwazji nowotworu
rowniez wpltywaja na struktur¢ macierzy. Wspdlne oddziatywanie fibroblastow i proteaz
prowadzi do przebudowy substancji pozakomorkowej co z kolei moze sprzyja¢ inwazji
nowotworu [38;82]. Wzrost objgtosci podscieliska nowotworowego moze zatem nasila¢
opisane powyzej procesy.

Do czynnikow biologicznie aktywnych odgrywajacych istotng role w tworzeniu
podscieliska zalicza si¢: transformujgcy czynnik wzrostu beta (transforming growth factor
beta, TGF B), ptytkopochodny czynnik wzrostu (platelet derived growth factor, PDGF),
podstawowy czynnik wzrostu fibroblastow (basic fibroblast growth factor, bFGF), czynnik

martwicy guza (tumor necrosis factor, TNF) oraz interleukiny. Wymienione czynniki wzrostu
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regulujg proliferacje komorek s$rodbtonka, fibroblastow, wykazuja takze aktywno$c
chemotaktyczng dla komorek zapalnych oraz umozliwiaja synteze¢ i odktadanie macierzy
pozakomoérkowej [92]. TGFPB odgrywa wazng role dzialajac parakrynnie, powodujac
przemiang (transdifferentiation) fibroblastow w miofibroblasty oraz autokrynnie powodujac
oddziatywanie pomiedzy szlakiem TGFf a szlakiem B-kateniny [34].

Sposob oddzialywania podscieliska na nowotwor jest sprawg budzaca w dalszym ciagu
watpliwosci. Eksperymentalne zahamowanie odczynu desmoplastycznego w czerniaku
u s$winek morskich wywotalo rozsiew nowotworu [5], z kolei nasilenie procesu
stromatogenezy w analizie raka pluca korelowalo ze wzrostem potencjalu przerzutowego
komorek nowotworowych [123]. Roznice pomigdzy tymi badaniami sugeruja, ze procesy
zachodzace w podscielisku mogg wpltywaé w rdzny sposob na przebieg miejscowego rozwoju
nowotworu [190]. Najistotniejsza w ocenie podscieliska nowotworowego jest ocena jego
jakosci [189;190]. W procesie desmoplazji w raku jelita grubego w jego centralnej czesci
dominuje kolagen typu | [60], ktory wywiera hamujacy wplyw na proces przemiany
nablonkowo-mezenchymalnej (EMT). W 2004 roku Ueno na grupie 862 przypadkoéw raka
odbytnicy potwierdzil, ze w podscielisku dojrzatym (zawierajacym duzo widkiem
kolagenowych) rzadziej dochodzi do formowania si¢ paczkow (buds) w miejscu inwazji
nowotworu. Calkowicie przeciwne sg wyniki uzyskane badaniach nad rakiem zotadka [98].
W tym nowotworze obecnos¢ kolagenu typu I w podscielisku wzmagato migracje
i proliferacj¢ komorek nowotworowych w wyniku fosforylacji reszty tyrozynowej p-kateniny.
Korelowato to z bardziej agresywnym, inwazyjnym wzrostem nowotworu, jak réwniez
sprzyjato tworzeniu przerzutow.

Rola podscieliska w raku jelita grubego nie ogranicza si¢ tylko do wptywu na rozwgj
guza pierwotnego oraz jego zdolno$¢ do tworzenia przerzutdow ale moze rdéwniez
determinowa¢ wystapienie wznowy miejscowej. Peng i wsp. wysunat hipoteze, w ktorej to
,»pozostatosci podscieliska” po usunigciu raka odbytnicy moga mie¢ stymulujagcy wptyw na
proliferacj¢ i transformacje nabtonka gruczotowego w miejscu zespolenia przyczyniajac si¢
do miejscowego nawrotu choroby [145].

W raku jelita grubego jednym z najwazniejszych czynnikéw rokowniczych jest stopien
zaawansowania choroby [29;96]. Rak jelita rozwija si¢ poczatkowo w btonie §luzowej,
nastepnie nacieka glebsze struktury $ciany jelita 1 tworzy przerzuty w okolicznych weztach
chlonnych oraz w narzadach odlegtych. Pigcioletnie przezycie u pacjentow z guzami
przekraczajacymi $ciang jelita bez przerzutow do weztow chtonnych (stopien zawansowania

Il wg. TNM) wynosi 70-80% [127]. Zajecie weztow chlonnych przez przerzuty raka
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wyraznie pogarsza to przezycie, ktore w tej grupie chorych wynosi 25-50% (stopien
zaawansowania I11) [156]. U czg¢sci pacjentéw po zabiegu moze dochodzi¢ do wznowy
miejscowej lub przerzutéw odlegtych, ktore rowniez stanowia niekorzystny czynnik
rokowniczy [40].

Diagnostyka i leczenie raka jelita grubego ulegly znacznej zmianie w ciggu ostatnich
lat, co zmodyfikowato rolg patologii w tym zakresie. W szczegdlno$ci rozpoznanie
histopatologiczne wptyng¢to na decyzje dotyczaca stopnia resekcyjnosci nowotworu (petna lub
ograniczona), jak rOwniez zastosowania leczenia uzupetniajacego (adjuwantowego).
Indywidualizacja leczenia raka jelita grubego wymaga zatem okre$lenia nowych czynnikow
prognostycznych, ktore mogtyby ograniczy¢ grupe chorych o trudnym do przewidzenia
przebiegu klinicznym.

Wsrdd potencjalnych czynnikow wptywajacych na przebieg choroby analizie poddano
ekspresj¢ biatek adhezyjnych w raku jelita grubego. W niewielu publikacjach oceniono
jednoczasowa ekspresje tych biatek w guzie pierwotnym i przerzutach, korelujac te wyniki
z czasem przezycia chorych [21;39;94]. Dodatkowo, wyodrebniane grupy nie zawsze byly
jednorodne pod wzgledem stopnia zaawansowania, a badane guzy przerzutowe miaty rozng
lokalizacje [21], co rowniez utrudnia analiz¢ otrzymanych wynikow. Takze zagadnienie
wplywu ekspresji biatek adhezyjnych na tworzony typ podscieliska i charakter wzrostu guza
nie stanowito czgstego tematu prac badawczych [189-191]. Uchwycenie korelacji pomiedzy
tymi parametrami moze mie¢ znaczenie dla zrozumienia odmiennosci biologii raka jelita
grubego, a potencjalnie stanowi¢ czynnik mogacy modyfikowa¢ procedury terapeutyczne
w tym nowotworze, stad podjeta przeze mnie proba poddania ich ocenie w niniejszej

rozprawie.
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I1. Cele pracy

1. Korelacja ekspresji E-kadheryny i B-kateniny z wybranymi cechami patomorfologicznymi
(stopniem zréznicowania ogniska pierwotnego, zaawansowaniem miejscowym, relacjami
pomiedzy guzem i podscieliskiem [charakter wzrostu, rodzaj i ilo$¢ podscieliska itp.],
naciekaniem nerwow oraz zatorami w naczyniach limfatycznych).

2. Korelacja ekspresji badanych markerow z czasem przezycia chorych oraz okreslenie ich

wartosci rokownicze;.
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II1. Material i metody

|I1.1. Material i opis badanej grupy

Badaniem objeto grupe 129 chorych z rozpoznaniem raka jelita grubego i z przerzutami
do weztéw chlonnych, operowanych w Kilinice Chirurgii Onkologicznej, | 1 Il Klinice
Chirurgii Ogo6lnej, Gastroenterologicznej i Endokrynologicznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego w latach 1998-2004.

Badang grupe stanowity 54 kobiety (42%) i 75 m¢zczyzn (58%) (Rycina 1) w wieku od
32 do 91 lat (Srednia wieku wynosita 63,37 lat, mediana 65 lat).

Pteé

kobiety
42%

mezczyzni
58%

Rycina 1- Pte¢ badanej grupy pacjentow

Materiat do badan stanowily wycinki z resekowanego jelita grubego (esicy,
poprzecznicy, okreznicy prawostronnej, okreznicy lewostronnej) z powodu raka tego
narzagdu. W zadnym z badanych przypadkéw chorzy poddani zabiegowi nie przyjmowali
uprzednio chemioterapii neoadjuwantoweyj.

Lokalizacja nowotworéw byta nastepujgca: esica — 48 przypadkoéw, katnica — 30,
okreznica wstepujaca — 24, okreznica poprzeczna — 18, okreznica zstepujaca — 7 1 okolica
zgiecia esiczo-odbytniczego okreznicy — 2 (Rycina 2). Chorych z rakiem odbytnicy nie
kwalifikowano do badanej grupy ze wzgledu na niejednolitg technike operacyjng usunigcia

mezorektum.
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Lokalizacja

zagigcie esiczo-
odbytnicze
2%

katnica
23%

esica

37%

/

okreznica
wstepujaca
19%

okreznica

zstepujaca

poprzecznica 5%
14%

Rycina 2- Lokalizacja ogniska pierwotnego w badanej grupie pacjentow.

Liczba badanych weztow chtonnych wynosita od 1 do 28 weztéw (mediana liczby
badanych weztow — 9 sztuk). Liczba weztow chlonnych z przerzutami wahata si¢ od 1 do 21
weztow (mediana 3 wezty).

Dla oceny stopnia zaawansowania choroby nowotworowej (pTNM) wykorzystano
informacje zawarte w raportach histopatologicznych materiatu pooperacyjnego oraz uzyto
ostatniej wersji klasyfikacji TNM (Sobin, Gospodarowicz, Wittekind, 7th edition, 2009).

W badanej grupie chorych zaawansowanie choroby nowotworowej rozktadalo sig
nastepujaco:

cecha pT: pT3 — 108 przypadkow (84%), pT4 - 21 przypadkow (16%)

cecha pN: pN1 - 67 przypadkow (52%), pN2 — 62 przypadki (48%)

cecha pM: pMx — 106 przypadkow (82%), pM1 — 23 przypadki (18%)

Lacznie 106 chorych z rakiem jelita grubego byto w III stopniu, a 23 — w IV stopniu
zaawansowania klinicznego.

W badaniu uwzgledniono jedynie raki gruczotowe (99 przypadkow) i raki §luzotworcze
(30 przypadkéw); pozostate rzadsze typy histologiczne zostaty wylaczone z dalszych analiz

(Rycina 3).
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Typ histologiczny

adenocarcinoma
mucinosum
23%

adenocarcinoma
7%

Rycina 3- Typ histologiczny nowotworéw wystepujacych w ognisku pierwotnym

Stopien zroznicowania histologicznego nowotwordw oceniono uzywajac trzystopniowej
klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia z 2000 roku (The WHO Classification of
Tumours of the Digestive System, 2000 Lyon). Rozktad przypadkow uwzgledniajacy te ceche
byt nastepujacy: 8 (6%) przypadkow G1, 94 (73%) guzy G2 oraz 27 (21%) nowotwordw w
stopniu G3. (charakterystyka badanej grupy patrz tabela 1).

Grupe kontrolng do badan immunohistochemicznych stanowily wycinki migdatkow
podniebiennych 1 watroby, pobrane od oso6b zmartych podczas rutynowego badania
sekcyjnego. Warunkiem wiaczenia kazdego z wycinkéw w grupie kontrolnej byl typowy
obraz utkania danego narzadu bez zmian autolitycznych, wyktadnikow uszkodzenia watroby
lub zapalenia migdatkow.

Material tkankowy z nowotworow byl utrwalony wedlug standardowej procedury
(materiat na $wiezo rozcigty i rozpigty na styropianowych formach, w takiej formie utrwalany
w formalinie 10% przez okoto 48h, nastepnie pobrane wycinki ulegaja dehydratacji poprzez
przeprowadzenie ich przez odpowiednie stgzenia alkoholu i ksylenu i ostatecznie zatopione
w parafinie niskotopliwej). Wycinki z przypadkéw analizowanych w grupie badanej poddano

ponownej diagnostyce w preparatach barwionych rutynowo hematoksyling i eozyna (H&E).
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Tabela 1: Charakterystyka badanej grupy- podstawowe dane kliniczno-patologiczne.

PLEC:

kobiety 54 42%

megezyini 75 58%

razem 129 gac!entéw —
WIEK

Srednia 63,37 lata  zakres [32 +91 lata]

Mediana 65 lat

LOKALIZACJA:

zagiecie esiczo-odbytnicze 2/129  (2%)
esica 48/129 (37%)
okreinica zstepujgca 7/129  (5%)
poprzecznica 18/129 (14%)
okreznica wstepujgca 24/129 (19%)
kgtm'ca 30/129 (23%)

TYP HISTOLOGICZNY I STOPIEN ZROZNICOWANIA:
stopien zréinicowania

Gl 8 przypadkow 6%

G2 94 przypadki 73%

G3 27 przypadkow  27%

typ histologiczny
adenocarcinoma 99 przypadkéw

adenocarcinoma mucinosum- 30 grzggadkéw
PTNM IS TOPIEN ZAAWANSOWANIA CHOROBY

NOWOTWOROWEJ  (wg. TNM- UICC):

Pt pT3 108 przypadkéw 84%
pT4 21 przypadkow 16%
pN pN1 67 przypadkow  52%
pN2 62 przypadki 48%
pM pMx 106 przypadkéw 82%
pM1 23 przypadki 18%

stopien zaawansowania
I11- 106 przypadkéow 82%
IV- 23 przypadki 18%

W  ten sposdéb zweryfikowano rozpoznanie histopatologiczne oraz stopien
zaawansowania choroby. Sposrod badanych preparatow dokonano takze wyboru najbardziej
reprezentatywnych fragmentdow z nowotworu oraz z wezldw chlonnych zawierajacych
przerzuty i spetniajgcych ponizsze kryteria:

a) wycinek obrazujacy utkanie nowotworu typowe dla danego rozpoznania.
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b) brak zmian martwiczych, uszkodzen termicznych oraz aktywnego, ropnego

nacieku zapalnego.

C) w przypadku guzéw pierwotnych, wycinek obrazujacy czoto inwazji

nowotworu wraz z otaczajgcym podscieliskiem

d) w przypadku kilku ognisk przerzutowych do weztéw chtonnych, wybierano te

o najlepiej zachowanej strukturze nowotworu oraz te, ktore technicznie
umozliwiaja wykonanie biopsji tkankowe;.

Wybrane preparaty wraz z odpowiadajagcymi im blokami parafinowymi stuzyly do
mapowania obszaré6w guza pobranych do mikromacierzy tkankowych. Zastosowano w tym
celu igly o $rednicy 1,5 mm. Bioptaty fragmentéw guzdéw umieszczano we wczesniej
przygotowanych, beztkankowych blokach parafinowych — ,,biorcach” (,,recipient”). T¢ samg
procedur¢ zastosowano w odniesieniu do zmian przerzutowych w weztach chtonnych. Catosé
tworzenia mikromacierzy tkankowych wykonano za pomocg aparatu Manual tissue arrayer [
firmy Beecher Instruments (MTAI, K7 BioSystems). Zarowno z guzéw pierwotnych jak
i z ognisk wtornych pobierano co najmniej trzy fragmenty (bioptaty) tkanki nowotworowej.
Powstalo w ten sposob dziewie¢ mikromacierzy dla guzéow pierwotnych 1 dziewie¢ dla
przerzutowych weztow. Dodatkowo w kazdym nowopowstatym bloku ,,biorcy” umieszczono
fragmenty migdatka podniebiennego oraz watroby, ktore penily funkcje kontroli
wewnetrznej 1 orientowaly w bloku wycinki pobrane z réznych przypadkow. Orientacja ta
umozliwiata lokalizacj¢ i odnalezienie konkretnego wycinka z danego guza. Mikromacierze
stuzyly wylacznie do oceny ekspresji analizowanych markerow immunohistochemicznych
(patrz nizej).

Dane o przezyciach pacjentoéw uzyskano z dokumentacji medycznych klinki, w ktorych

pacjenci byli operowani oraz z Zaktadu Ubezpieczen Spotecznych w Gdansku.

18



I11.2. Ocena morfologiczna

Wszystkie ponizej wymienione parametry byly oceniane w preparatach barwionych
rutynowo H&E. Badano od 2 do 5 preparatow z guza. Uzyto do tego celu mikroskopu
Olympus CX41 wyposazonego w okular 10x i obiektywy 4x, 10x, 20x, 40x, powigkszajacego
odpowiednio 40x, 100x, 200x i 400x.

Ocenie morfologicznej byt poddane nastepujace cechy:

a) typ podscieliska

Dokonano jako$ciowej oceny podscieliska, wyodrebniajac jego trzy rodzaje zgodnie
z publikacjg Ueno i wsp [190]: dojrzate, posrednie i niedojrzate:

- dojrzale — podscielisko utworzone z dojrzatych, cienkich i wydtuzonych widkien
kolagenowych wraz z fibrocytami utozonymi warstwowo;

- posrednie — podscielisko przypominajgce histologicznie bliznowiec (keloid-like)
utworzone =z grubych wilokien kolagenu z obecnym kwasochlonnym
szkliwieniem, przemieszanych z dojrzatymi wtéknami kolagenowymi.

- niedojrzate — podscielisko utworzone z nieregularnie utozonych pasm kolagenu
otoczonych $luzowaciejacym zrebem.

b) zawarto$¢ ilosciowa (objetos¢) podscieliska

Ceche te oceniono poélilosciowo, analizujagc jaki obszar w preparacie zajmuje
podscielisko wedlug nastgpujacych kryteriow:

I° skape podscielisko (0-25% powierzchni pola badanego skrawka)

I1° $rednio obfite podscielisko (25-50% powierzchni pola badanego skrawka)

I obfite podscielisko (powyzej 50% powierzchni pola badanego skrawka)

¢) paczkowanie guza (tumor budding)

Guz paczkujacy definiowano jako luzno rozrzucone, pojedyncze komorki lub grupy
utworzone co najwyzej z 5 komorek nowotworu. Komorki te byly obecne zazwyczaj, ale nie
zawsze, w czole inwazji guza. Ocenie poddawano caty przekrdj guza w danym preparacie,
najpierw ogladajac go pod powigkszeniem 100x w poszukiwaniu pol o najwigkszym
zageszczeniu paczkdw guza, nastgpnie wybrane pola byly oceniane pod powigkszeniem 200x
(pole widzenia 1,1mm?) z 3 pél o najwigkszym zageszczeniu zliczano paczki. Podzielono je
na cztery grupy: | — liczaca od 0 do 4 ,,paczkéw”. 11 — 5-9, 111 — 10-19, IV — 20-28

d) typ wzrostu guza

Wyodrgbniono dwa typy wzrostu guza: paczkujacy (inwazyjny) i rozprezliwy. Oceny

dokonano analizujac granice pomi¢dzy tkankg nowotworowg a tkankg gospodarza.
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e) naciekanie nerwow obwodowych

f) zatory z komérek nowotworowych w naczyniach limfatycznych.

Oceny dwoch powyzszych parametrow dokonano stosujac skale dwustopniowa

w zaleznosci od obecnosci lub braku danej cechy.

Jakos¢ podscieliska 1 jego 1lo$¢ byty analizowane zar6wno w ognisku pierwotnym jak

i wtornym. Paczkowanie guza, typ wzrostu, zatory w naczyniach limfatycznych i naciekanie

nerwoéw obwodowych oceniano jedynie w guzie pierwotnym.

111.3. Badania immunohistochemiczne.

Przygotowanie preparatow

Barwienia immunohistochemiczne wykonywano na skrawkach tkankowych

mikromacierzy o grubosci 4 pm. Umieszczano je na szkietkach ,,Superfrost PLUS”(firma

Surgipath), a nastepnie inkubowano w temperaturze 37°C przez noc.

Zastosowane w badaniu przeciwciata wykrywajace E-kadheryng i beta-katening wraz z

metodyka wykonania barwien immunohistochemicznych zawiera Tabela 2.

Tabela 2. Przeciwciala oraz tryb badania immunohistochemicznego.

Przeciwciato Odzyskiwanie Dlugosé Stezenie | Kontrola Sposdb oceny
epitopoOw ekspozycji pozytywna

E-cadherin klon | Autoklaw Noc 1:800 Migdatek potilosciowa

NCH-38, podniebienny

monoklonalne

(firma Dako)

Beta-catenin, Autoklaw Noc 1:800 Migdatek potilosciowa

klon 17C2
monoklonalne
(firma
Novocastra)

podniebienny

Barwienie immunohistochemiczne

Catla procedura byla taka sam dla obu przeciwciat, sktadata si¢ z kilku etapow:

| : Odparafinowanie preparatow w szeregu ksylen-alkohol (100%, 96%, 70%).

II: Odkrycie epitopow antygenow. Gotowanie w

w temperaturze 120°C przez 2,5 min.

szybkowarze ci$nieniowym
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I1I: Blokada endogennej peroksydazy przy pomocy 0,03% roztworu nadtlenku wodoru
przez 3 min.

IV: Ekspozycja z przeciwcialem pierwotnym (B-katenina lub E-kadheryna)
w temperaturze 4°C — przez noc.

V: Ekspozycja z przeciwcialem wtoérnym przez 30 min.

VI: Ekspozycja z DAB (diaminobenzydyna, firma DAKO) przez 2-8 min.

VII: Podbarwienie hematoksyling Mayera przez 5-8 min.

VIII: Odwodnienie (szereg alkohol-ksylen) i nakrycie szkietkiem nakrywkowym.

Z kazda badang grupa preparatow byly rownoczesnie badane probki kontrolne

pozytywne i negatywne (pominigcie w trakcie inkubacji przeciwciata pierwotnego).
Ocena odczynéw immunohistochemicznych

Oceny ekspresji E-kadheryny dokonano w oparciu o dwustopniowa skale:
- Odczyn dodatni: catkowity odczyn blonowy wystepujacy w ponad 80% komorek.
. Odczyn ujemny: odczyn btonowy, ktoéry wystepowat w mniej niz 80% komorek, lub
odczyn niejednorodny badz cytoplazmatyczny albo w przypadkach braku odczynu [6].
Oceniajac ekspresj¢ beta-kateniny uwzgledniono jego lokalizacje:

- btonowa

- cytoplazmatyczng

- jadrowa

W kazdej ze wspomnianych lokalizacji subkomorkowych okreslano intensywno$é

odczynu oraz odsetek dodatnich komorek. Dla oceny intensywnosci odczynu zastosowano
skalg trojstopniowa: 1 (staby), 2 ($redni), 3 (silny). Poétilosciowa ocene odsetka komorek
dodatnich grupy dokonano w skali pieciostopniowej: 0 (0%), 1 (1-25%), 2 (26-50%), 3 (51-
75%), 4 (76-100%). Ostateczna ocena stanowita sume dwoch powyzszych parametrow. Na
tej podstawie sklasyfikowano odczyny na: negatywny (0-2), stabo dodatni (3-5) i silnie
dodatni (6-7). Dla potrzeb analizy statystycznej za dodatni uznano oba typy odczynu

dodatniego — o natezeniu 3-7 [143].
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I11.4. Ocena statystyczna

Obecnos¢ znamiennych korelacji pomigdzy badanymi parametrami weryfikowano przy
zastosowaniu testu chi-kwadrat (Pearsona, w przypadku tablic dwudzielnych z poprawka
Yatesa).

Réznice pomiedzy rozktadem liczby ognisk paczkujacego nowotworu (buds) w grupach
roznigcych si¢ obecnoscig zatorow w naczyniach limfatycznych oceniano za pomocg testu
U Manna-Whitneya.

Do analizy czasu przezycia zakwalifikowano 129 chorych, z czego o 16 pacjentach nie
byto petnej informacji medycznej, obserwacja ich zostala przerwana w réznym czasie od
zabiegu operacyjnego (powyzsze dane zostaly uwzglednione w analizie statystycznej).
Analiz¢ czasu przezycia wykonano przy zastosowaniu metody Kaplana-Meiera, roznice
pomiedzy krzywymi weryfikowano testem log-rank.

Wszystkie obliczenia i wykresy wykonano za pomoca programu Statistica 8 (StatSoft,

Inc. Tulsa USA).
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V. Wyniki

IV.1.0cena morfologiczna

IV.1.1. Ognisko pierwotne

a) jako$¢ podscieliska

Najczesciej stwierdzanym typem podscieliska byto posrednie — 85 (65,8%) przypadkow; typ
dojrzaty byt obecny w 32 (24,8%) przypadkach, a niedojrzaty —w 12 (9,4%) przypadkach.

b) objetos¢ podscieliska

Skapa (1°) ilo$¢ podscieliska stwierdzono w 39 (30,2%), $rednio obfitg (II°) — w 75 (58,2%),
a obfita (I1I°) w 15 przypadkach (11,6%).

c¢) paczkowanie guza

W prawie potowie badanych nowotwordéw stwierdzono matg liczbe ognisk paczkujacego
nowotworu (grupa | — 60 przypadkéw), od 5 do 9 ognisk stwierdzono w 20 przypadkach (II
grupa), grupa Il (od 10 do 19 ognisk) obejmowata 37 przypadkoéw, wysoka liczbe badanych
ognisk (20 i wigcej) stwierdzono w 12 guzach (grupa IV) — patrz tabela 1V-01

Srednia w calej badanej grupie: 7,4 ognisk (zakres 0-28 ; mediana 5 ognisk nowotworowych)
d) typ wzrostu guza

W 49 przypadkach nowotwor wzrastal w sposob inwazyjny, w 80 - w sposdb rozprezliwy.

e) naciekanie nerwéw obwodowych

Naciekanie nerwoéw obwodowych przez nowotwor stwierdzono w 34 przypadkach.

f) zatory z komorek nowotworowych w naczyniach chtonnych

Cechg te stwierdzono w 57 przypadkach

IVV.1.2. Ognisko wtérne

a) typ podscieliska

Podscielisko typu dojrzatego stwierdzono w 85 (65,9%), typu posredniego — w 35 (27,1%),
a typu niedojrzatego — w 9 przypadkach (7%).

b) objetos¢ podscieliska

Skapa (I°) ilos¢ podscieliska stwierdzono w 79 (61,3%), srednio obfitg (I1I°) w 39 (30,2%),
a obfite podscielisko (I11°) —w 11 (8,5%) przypadkach.
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Tabela 3: Ocena parametrow morfologicznych w ognisku pierwotnym i przerzutach do
wezléw chlonnych

Ognisko pierwotne Ognisko wtorne

Jako$¢ podscieliska (typ)

typ dojrzaly 32 przypadki 24,8 % 85 przypadkow 65,9 %
typ posredni 85 przypadkow 65,8 % 35 przypadkow 27,1 %
typ niedojrzaty 12 przypadkow 9,4 % 9 przypadkach 7%

Ilo$¢ podscieliska

I° (skapa) 39 przypadkow 30,2 % 79 przypadkow 61,3 %
11° ($rednio obfita) 75 przypadkow 58,2 % 39 przypadkow 30,2 %
I1I° (obfita) 15 przypadkow 11,6 % 11 przypadkow 8,5%

Ogniska paczkujacego nowotworu (tumor budding)

grupa | (1-4 ogniska) 60 przypadkow 46,5 %
grupa Il (5-9 ognisk) 20 przypadkow 15,5 %
grupa 111 (10-19 ognisk) 37 przypadkow 28,7 %
grupa IV (20 i wiecej) 12 przypadkoéw 9,3%

Wzrost guza

typ naciekajacy 49 przypadkow 38 %
typ uciskajacy 80 przypadkow 62 %

Naciekanie nerwéw obwodowych
Brak 95 przypadkow 73,6 %
obecne 34 przypadki 26,4 %

Zatory z komoérek nowotworowych
Brak 72 przypadki 55,8 %
obecne 57 przypadkow 44,2 %

1V.2.0cena odczynow immunohistochemicznych

1V.2.1.0gnisko pierwotne

Charakterystyka ekspresji beta-kateniny

Ekspresje p-kateniny ujawniono w 123 (95,4%) przypadkach. W 79 (61,3%) przypadkach
odczyn mial charakter btonowy, w 45 (34,8%) — cytoplazmatyczny, a w 40 (31%) — jadrowy.
Ekspresja E-kadheryny

Ekspresja E-kadheryny byta obecna w 78 (60,5%) przypadkach
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I1V.2.2. Przerzuty do wezlow chlonnych

Charakterystyka ekspresji beta-kateniny

Ekspresj¢ beta-kateniny wykazano w 127 (98,4%) przypadkach, z czego w 91 (70,5%)
przypadkach odczyn byt btonowy, w 37 (28,7%) — cytoplazmatyczny, a w 47 (36,4%)
przypadkach —jadrowy

Ekspresja E-kadheryny

Ekspresj¢ blonowa E-kadheryny stwierdzono w 91 (72,8%) przypadkach

Ekspresja E-kadheryny i beta-kateniny

100% -

80% -

40% - O odczyn

dodatni
Oodczyn
ujemy

60% -
20% +

0% -

E-cadh B-cat bt. B-cat j. B-cat c. E-cadh B-cat bt. B-cat j. B-cat c.
ognisko przerzut
pierwotne

Rycina 4- Ekspresja E-kadheryny i beta-katniny w ognisku pierwotnym i przerzutach do

weztéw chtonnych.
1V.3. Cechy morfologiczne badanej grupy rakow jelita grubego

a) Stwierdzono dodatnig korelacje pomigdzy typem podscieliska a naciekaniem nerwow

obwodowych w ognisku pierwotnym. Ponad 90% nowotworow z naciekaniem nerwow

obwodowych to przypadki z niedojrzatym i posrednim typem podscieliska (test chi-kwadrat,

p=0,01) (Rycina 5).
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naciekanie
nerwow
obwodowych

dojrzate
niedojrzate i
posrednie

Rycina 5- Typ podscieliska i naciekanie nerwow obwodowych w ognisku pierwotnym.

b) Stwierdzono dodatnig korelacj¢ pomigdzy rodzajem podscieliska a obecnoscia zatorow w
naczyniach limfatycznych w ognisku pierwotnym (chi kwadrat Pearsona p=0,034). Zatory w
naczyniach limfatycznych zdecydowanie cze¢$ciej stwierdzano w przypadkach z niedojrzatym

i posrednim typem podscieliska (Rycina 6).

zatory w
naczyniach
limfatycznych

dojrzate

niedojrzate i
posrednie

Rycina 6- Typ podscieliska i zatory w naczyniach limfatycznych.
¢) Stwierdzono korelacj¢ pomiedzy typem wzrostu guza pierwotnego a rodzajem podscieliska

(chi kwadrat Pearsona p=0,03). Typ wzrostu inwazyjny (naciekajacy) zdecydowanie czesciej

obserwowano w przypadkach z niedojrzalym i posrednim typem podscieliska (Rycina 7).
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uciskajacy

naciekajgcy
dojrzate

niedojrzate i posrednie

Rycina 7- Typ podscieliska i sposob wzrostu guza pierwotnego.

d) Stwierdzono korelacje pomiedzy typem inwazyjnym (naciekajacym) wzrostu guza

pierwotnego a zatorami w naczyniach limfatycznych (chi kwadrat Pearsona p<0,001) (Rycina
8).

zatory w
naczyniach
’ ” limfatycznych
naciekajacy

uciskajgcy

Rycina 8- Typ wzrostu i zatory w naczyniach limfatycznych.

e) W ognisku pierwotnym stwierdzono zwigzek pomiedzy typem a ilo$cig podscieliska

(p=0,03). W nowotworach z niedojrzatym typem podscieliska zdecydowanie czesciej

obserwowano $rednio obfitg i obfitg jego ilos¢ (I1° 1 I11°) (Rycina 9).
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dojrzate

niedojrzate i
posrednie

I1°i e
ilos¢
podscieliska

Rycina 9- Typ podscieliska i jego ilo$¢ w ognisku pierwotnym

f) W grupie guzéw z obecnoscia zatorow nowotworowych w naczyniach limfatycznych

stwierdzono zwigkszong liczbg ognisk paczkujacego nowotworu (buds) w czole inwazji (test
U Manna-Whitneya, p<0,001; Rycina 10).

18

16

14

12

10

Liczba ognisk paczkujacego nowotworu

obecne

Zatory w naczyniach limfatycznych

brak

Mediana

25%-75%

Rycina 10- Liczba ognisk paczkujacego nowotworu w grupach roéznigcych si¢ obecnoscia

zatorow nowotworowych w naczyniach limfatycznych.
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1V.4. Cechy immunohistochemiczne badanej grupy rakow jelita grubego

a) W badanej grupie nowotwordéw stwierdzono czestsze wystepowanie ekspresji
E-kadheryny w guzie pierwotnym, je§li wykazywat on wyzszy stopien zréznicowania
histologicznego (p=0,05). Ponad 85% wysoko zroznicowanych rakéw (G1)
wykazywato ekspresj¢ tego biatka, podczas gdy w nisko zréznicowanych nowotworach

(G3) obecnos¢ E-kadheryny byta obecna w 44% badanych guzow.

b) Odsetek przypadkow raka jelita grubego z btonowa ekspresja beta-kateniny
stopniowo zmniejszal si¢ wraz ze wzrostem odréznicowania nowotworu: W
nowotworach wysoko, $rednio i nisko zréznicowanych (G1-G2-G3) wynosit
odpowiednio 100%, 62% i 44% (p=0,01).

¢) W ognisku pierwotnym stwierdzono wyrazng korelacje pomiedzy ekspresja
E-kadheryny a btonowa ekspresjg 3-kateniny (p<0,001). Jednoczesny brak ekspresji
badanych markerow stwierdzono w 28,7% przypadkow, zas rownoczesng obecnosé
ekspresji E-kadheryny i ekspresji blonowej beta-kateniny zanotowano w ponad 50%

guUzZoOw.

d) Ekspresja E-kadheryny wykazywata odwrotng zaleznosc¢ z ekspresja
cytoplazmatyczng B-kateniny (p<0,001). W ognisku pierwotnym w 91 nowotworach
(70,5%) stwierdzono obecnos¢ jednego z badanych markerow przy jednoczesnym braku

ekspresji drugiego biatka.

e) W przerzutach do weztéw chtonnych stwierdzono wyrazng odwrotng korelacje
pomiedzy ekspresja blonowa i jadrowa beta-kateniny (p<0,001). Przerzuty wykazujace
dodatni odczyn btonowy zazwyczaj nie wykazywaly ekspresji jadrowej tego biatka

(Rycina 11).
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brak ekspresiji btonowej
brak ekspresji

Jad rowej obecna
ekspresja

Rycina 11- Ekspresja jadrowa i btonowa beta-kateniny w przerzutach do weztow
chlonnych.

f) Ekspresja E-kadheryny w ognisku pierwotnym korelowata z iloécig podscieliska
(p=0,017). W guzach ze skapa iloscig podscieliska (I°) ekspresje¢ E-kadheryny
stwierdzono w 66% przypadkow; w nowotworach z obfitg iloscig podscieliska (I1I°)
badane biatko wykryto jedynie w 27% rakow (Rycina 12).

obecna ekspresja

brak ekspresji E-
kadheryny

e

Rycina 12- Ekspresja E-kadheryny i ilos¢ podscieliska w ognisku pierwotnym.

30



g) Stwierdzono odwrotng zalezno$¢ pomiedzy ekspresjg E-kadheryny w ognisku

pierwotnym i obecnoscig nacieku nerwow, ktora nie osiggneta znamiennosci
statystycznej (p=0,06) (Rycina 13).

obecna ekspresja E-
kadheryny

brak ekspresji

brak naciekania

obecne
naciekanie
nerwow

Rycina 13- Ekspresja E-kadheryny i naciekanie nerwow obwodowych w ognisku
pierwotnym.

h) Tlo$¢ podscieliska w przerzutach dodatnio koreluje z obecno$cig ekspresji jadrowe;j
B-kateniny. W ponad 50% przerzutow wykazujacych jadrowa ekspresj¢ beta-kateniny
podscielisko byto przynajmniej $rednio obfite (II° i ITI°). Brak ekspresji jadrowej beta-
kateniny charakteryzowat guzy z duza i $rednig iloscia podscieliska jedynie w 30%
przypadkéw (p=0,036) (Rycina 14).

llos¢

lI°i1ll° podscieliska
brak ekspresji

obecny odczyn
jadrowy

Rycina 14- Ekspresja jadrowa beta-kateniny w grupach ro6znigcych si¢ iloscia

podscieliska w przerzutach do w¢ztéw chtonnych.
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1V.5. Analiza czasu przeiycia

Uwzgledniono dane 104 chorych (pacjenci bez przerzutow odlegtych)

Czas obserwacji chorych wynosit od 9 do 4353 dni (11,9 lat).

W okresie obserwacji zmarto 58 pacjentéw (55,7%).

Przezycie 5-letnie w badanej grupie wynosito 42,9%, mediana czasu przezycia 1332 dni
(Rycina 15).

Analiza krzywych przezycia wykazata :

a) Przypadki z dojrzatym typem podscieliska i rozprezliwym typem wzrostu guza
pierwotnego lepiej rokujag w porownaniu z pozostalymi grupami nowotwordw (test log-

rank; p=0,05) (Rycina 16).

Przezycie pacjentéow w badanej grupie
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Rycina 15- Przezycie pacjentow w badanej grupie

32
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Rycina 16- Krzywe przezycia w grupie chorych z nowotworami o rozprezliwym typie
wzrostu 1 dojrzatym podscielisku oraz grupie chorych z naciekajgcym typem wzrostu i

odmiennym typem podscieliska.

b) Przypadki z ekspresja btonowa E-kadheryny w ognisku pierwotnym oraz brakiem ekspresji
E-kadheryny w ognisku przerzutowym (kod grupy 1-0) rokowaty gorzej niz przypadki z
brakiem ekspresji E-kadheryny w ognisku pierwotnym i obecna ekspresja W przerzucie do

weztow chtonnych (kod grupy 0-1)- test log rank; (p=0,02) (Rycina 17).
¢) Przypadki z utratg ekspresji blonowej -kateniny w przerzutach do weztéw chtonnych (kod

grupy 1-0) gorzej rokuja w porownaniu z grupg wykazujaca ekspresje btonowsa (kod grupy O-

1), ale roznice nie sg znamiennie statystycznie (Rycina 18).
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Rycina 17- Krzywe przezycia chorych w grupach z odmienng ekspresja E-kadheryny w

ognisku pierwotnym i przerzutach.
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Rycina 18- Krzywe przezycia chorych w grupach z odmienng btonowa ekspresja

beta-kateniny w ognisku pierwotnym i przerzutach.



V. Dyskusja

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie rolg biatek regulujacych przyleganie
mi¢dzykomorkowe oraz znaczeniem tego procesu dla rozwoju raka jelita grubego. Podj¢to
proby okreslenia wptywu ekspresji czgstek adhezyjnych na rokowanie u chorych z tym
nowotworem [85;86;100]. Identyfikacja niekorzystnych czynnikow rokowniczych umozliwia
bowiem intensyfikacje¢ leczenia uzupetniajacego w celu uzyskania najbardziej optymalnego
efektu terapeutycznego. Indywidualizacja leczenia systemowego u chorych z nowotworami
postepuje w miar¢ poszerzania naszej wiedzy na temat biologii nowotwordéw, a doskonatym
tego przyktadem jest chocby rak piersi [2] oraz nowotwory podscieliskowe przewodu
pokarmowego [179]. W raku jelita grubego ujawniono rézne czynniki biologiczne
wplywajace na transformacje i progresje nowotworu (np. K-ras) [150], ale zadnego z nich nie
wigczono do standardowego protokotu leczenia adjuwantowego.

Zaburzenie funkcji czasteczek adhezyjnych nabtonka (E-kadheryny i B-kateniny)
wplywa na inwazyjno$¢ i tworzenie przerzutow w rdéznych nowotworach ztosliwych, w tym
rowniez w raku jelita grubego. B-katenina pelni podwojng rolg w komorce: odpowiada za
przyleganie komorkowe oraz peini role mediatora wewnatrzkomoérkowego szlaku Wnt
[1;195]. Utrata ekspresji blonowej [p-kateniny prowadzi do rozluznienia potaczen
mig¢dzykomorkowych, natomiast nasilenie jej ekspresji jadrowej wiaze si¢ z przemiang
nablonkowo-mezenchymalng (EMT) [15] obecng w czole inwazji nowotworu. Akumulacja
jadrowa B-kateniny nie jest jedyng przyczynag EMT [65]. Podczas niej komorki nowotworowe
traca zdolno$¢ tworzenia struktur nabtonkowych a zyskuja fenotyp mezenchymalny, ktory
umozliwia im oddzielenie si¢ od guza pierwotnego i rozprzestrzenianie w zregbie otaczajagcym
zasadniczg mas¢ nowotworu [183]. Wydaje si¢, ze ogniska paczkujgcego nowotworu
stanowig najbardziej istotng biologicznie czg¢$¢ guza. W eksperymentalnych badaniach
z dimetylohydrazyng na myszach udowodniono, ze pierwszy etap inwazji podsScieliska jest
zwigzany z odroznicowaniem 1 dysocjacja komorek nowotworowych [43]. Proces ten $cisle
koreluje z paczkowaniem raka jelita grubego u ludzi. Czynno$ciowo, towarzyszy mu utrata
ekspresji kompleksu E-kadheryna-katenina (ECCU E-cadherin-catenin unit) [172] i wzrost
ekspresji lamininy 5y2 oraz metaloproteinazy 7 [111;113] w ogniskach paczkujacego
nowotworu. W pozostatych obszarach guza odczyn p-kateniny moze by¢ blonowy,
cytoplazmatyczny badz jadrowy. Nie do konca poznano implikacje kliniczne zwigzane z
r6zng dystrybucja odmiennych typow odczynu B-kateniny w guzie [28]. Wiadomo natomiast,

ze ogniska paczkujacego nowotworu wykazuja zmniejszong aktywno$¢ proliferacyjng [159],
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co wigze si¢ z zaburzeniami cyklu komoérkowego zaleznymi od wewnatrzkomorkowej Sciezki
regulacyjnej p16/cyklina D1/pRb [141].

Guz nowotworowy stanowi zlozony konglomerat tkanek, ktory tworza komorki
wilasciwe nowotworu oraz podscielisko zawierajgce zaréwno elementy komorkowe jak
1 substancje pozakomoérkowe. Wszystkie te elementy oddziatuja wzajemnie na siebie
modyfikujac takze wlasciwosci biologiczne nowotworu [52]. Obecnie wiadomo, ze
podscielisko guza nie stanowi jedynie biernego sktadnika, ktory spaja jego komorki.
Mikro$rodowisko wywiera ogromny wplyw na jego progresje [9;173], umozliwia
oddziatywanie pomiedzy nowotworem a tkankami gospodarza, a takze moze regulowac
dystrybucje wewnatrzkomoérkowej B-kateniny [97], co wpltywa na zachowanie komorek
nowotworowych [18]. Pozakomoérkowe elementy podscieliska mogg hamowac ekspresje
E-kadheryny w komodrkach nowotworu poprzez kinazy zwigzane z integrynami (Integrin-
linked kinase, ILK). Efektem tego jest przechodzenie B-kateniny do jadra z nastepowa
aktywacja docelowych genoéw [137]. Dodatkowo, podscielisko nowotworowe moze
modyfikowa¢ metylacje promotoréw odpowiednich genow [18]. Zaleznos$¢ te wykazano
w naciekajagcym raku piersi, gdzie dochodzi do wzmozonej metylacji promotora
E-kadheryny, co powoduje wyciszenie tego genu i utrate ekspresji kodowanego biatka [24].

Celem niniejszej pracy byto poréownanie ekspresji E-kadheryny i B-kateniny oraz
wybranych elementéw morfologicznych, charakteryzujacych relacje pomigdzy nowotworem

i gospodarzem w ognisku pierwotnym i przerzutach do w¢ztow chtonnych.

V.1. Analiza cech morfologicznych

V.1.1. Rodzaj podscieliska

Przyblizony opis warunkéw panujacych na granicy pomiedzy masg nowotworowag
a tkankami zdrowymi jest mozliwy dzigki zdefiniowaniu charakteru podscieliska oraz
okresleniu jego ilosci. W raku jelita grubego wyodrebniono trzy rodzaje podscieliska:
dojrzate, posrednie i niedojrzate [190]. Roznig si¢ one od siebie zardéwno pod wzgledem
sktadu jak 1 struktury. Podscielisko dojrzale jest wielowarstwowe, utworzone z dojrzatych,
cienkich wtokien kolagenowych (dominuje w nim kolagen typu I). Podscielisko posrednie
przypomina budowg histologiczng bliznowiec (keloid-like), gdyz tworza je szerokie wiazki
kolagenu, czgsciowo zeszkliwiatego, przemieszanego z dojrzalymi widknami kolagenowymi.
Z kolei podscielisko niedojrzale jest zbudowane z nieregularnie i luzno utozonych pasm

kolagenu otoczonych §luzowaciejagcym zrgbem.
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7 piSmiennictwa i z moich badan wynika, zZe odzwierciedleniem roznic
mikrosrodowiska obecnego w utkaniu nowotworu pierwotnego i w ogniskach przerzutowych
w weztach chitonnych sa odmienne typy podscieliska, ktore wyksztalca sie¢ w otoczeniu
nacieku raka. W mojej serii, nowotwor pierwotny zazwyczaj indukowal powstanie
podscieliska typu posredniego (65,8% przypadkow). W serii obejmujacej 862 chorych
z rakiem jelita grubego Ueno i wsp. [190] stwierdzili, ze w guzach pierwotnych przewaza typ
dojrzaty (55%), za$§ posredni stanowit 33% analizowanych przypadkow. Réznice pomiedzy
tymi seriami mogg wynika¢ z roznic stopnia zaawansowania nowotworow wiaczonych do
tych badan. W serii Ueno i wsp. przewazal niski stopien zaawansowania (Dukes A),
a w wickszosci te ,,wczesne” nowotwory wykazuja dojrzaly typ podscieliska (98%
przypadkéw). W analizowanej przeze mnie grupie nowotworéw dominowal natomiast
wysoki stopien zaawansowania (Dukes C1) stad tez w mniejszym stopniu byty
reprezentowane raki z dojrzatym podscieliskiem zas w wickszym odsetku z podscieliskiem
typu posredniego.

Korelacje odnoszace si¢ do typu podscieliska w przerzutach raka jelita grubego do
weztow chtonnych s3 niemozliwe, gdyz wedlug dokonanego przeze mnie przegladu

pismiennictwa kwestia ta nie byta do tej pory analizowana.

V.1.2. Zawartos¢ ilosciowa podscieliska

Miejscowy naciek nowotworu wplywa nie tylko na jakosciowy sktad podscieliska,
moze takze determinowal jego objetos¢. Obrazowo ujal to Dvorak, ktéory pordownat
wyksztalcenie podscieliska nowotworowego do rany, ktora nigdy si¢ nie goi [36]. Ocena
iloSciowa tego komponentu nowotworowego jest mozliwa z wykorzystaniem barwien
immunohistochemicznych ujawniajacych wimentyne [129] albo a-aktyn¢ migsni gladkich
[187]. Alternatywnie, mozna wykorzysta¢ w tym celu rutynowe barwienie hematoksyling
i eozyng (H&E) [116], co zastosowatem w niniejszym badaniu.

W analizowanej serii zarysowaly si¢ wyraznie roznice ilo§ciowe podscieliska pomigdzy
ogniskiem pierwotnym i zmianami przerzutowymi. Guzy pierwotne wykazywaly zazwyczaj
bardziej obfite podscielisko (69,8% przypadkow II-111°), niz ogniska przerzutowe. W weztach
chlonnych zajetych rakiem przewazato bowiem objetosciowo skape podscielisko (I°), ktore
stwierdzilem w 61,3% przypadkow. Roznice w ilosci podscieliska w ognisku pierwotnym
1 przerzutowym rowniez odzwierciedlaja zmiany w zakresie milieu otaczajacego utkanie raka

(patrz wyzej).
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W wielu publikacjach objetos¢ podscieliska nowotworowego stanowita potencjalny
niezalezny czynnik rokowniczy. Wyniki tych analiz byty jednak rozbiezne [32;50;54;116].
W wigkszosci analiz, duza ilo$¢ podscieliska (stroma-high) wptywata w sposéb niekorzystny
na przebieg choroby. Potwierdzaja to badania przeprowadzone in vivo na liniach
komorkowych oraz modelach zwierzecych, gdzie wykazano wptyw fibroblastow na
karcynogeneze. W raku prostaty i W raku piersi fibroblasty pochodzace z podscieliska guza
przyspieszaty wzrost nabtonka a tym samym stanowily lepsze wsparcie dla rozwoju raka,
w poréwnaniu z fibroblastami niezwigzanymi z nowotworem [138;139]. Potwierdza to
hipoteze, ze podscielisko wptywa na zachowanie guza nowotworowego. W naszej pracy nie
wykazano opisanej powyzej zalezno$ci, moze to wynika¢ z faktu, ze w badaniu tym
wyrozniono trzy ilosciowe grupy podscieliska (I°, II°, III°). We wszystkich pracach,
w ktorych stwierdzono dodatnig korelacje pomigdzy ilo$cig podscieliska a rokowaniem byty
dwie grupy (obfite i skape podscielisko), co umozliwia w wigkszym stopniu wykrycie

zalezno$ci statystycznych pomiedzy tymi parametrami.

V.1.3. Korelacja cech morfologicznych

Wedtug Ueno i wsp. [190] typ niedojrzaty podscieliska tworzy pewnego rodzaju barierg
chronigca komoérki nowotworowe przed uktadem odpornosciowym gospodarza. Utatwia ona
ich przezycie, a w konsekwencji moze sprzyja¢ rozsiewowi nowotworu w organizmie.
W duzym stopniu odpowiadaja za to miofibroblasty, stanowiace jeden ze sktadnikow
komorkowych podscieliska [102]. Ich obecnos¢ ma takze zwigzek z szybszym nawrotem
choroby zasadniczej [187]. T¢ hipotez¢ zdaja si¢ potwierdza¢ wyniki mojej pracy.
Wystepowanie niedojrzatego “podscieliska w ognisku pierwotnym korelowato zaréwno
z naciekajacym typem wzrostu guza jak i ze szczegdlnymi manifestacjami tego procesu,
jakimi sa: szerzenie si¢ wzdluz pni nerwowych oraz wystgpowanie zatoréw nowotworowych
w obrebie naczyn limfatycznych. Wymienione cechy stanowig wykladniki wigkszej
ztosliwos$ci choroby nowotworowej.

Wydaje sig, ze typ podscieliska nowotworowego moze odgrywaé¢ odmienng rolg
w zaleznosci od typu nowotworu, a nawet narzadu, w ktérym si¢ on rozwija. Nie wszystkie
publikacje opisuja przemiany nowotworowego podscieliska dzielagc je na wspomniane
podtypy. W niektorych doniesieniach autorzy koncentruja si¢ na poszczeg6élnych typach
biatek tworzacych strom¢ guza, np. na kolagenie typu I. Ten rodzaj kolagenu szczegdlnie
obficie wystepuje w podscielisku o typie dojrzatym, stad uzyskane wyniki nowotworow

obfitujacych w kolagen typu I probuje si¢ utozsamiac¢ z tym wiasnie typem podscieliska.
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W analizach relacji stroma-nowotwor w raku trzustki i zotadka kolagen typu |
korelowatl z utrata btonowej ekspresji E-kadheryny oraz sprzyjat gromadzeniu B-kateniny
w jadrze komodrkowym. Jednoczesnie, ten typ kolagenu w podscielisku charakteryzowat
nowotwory wykazujgce naciekajacy sposdb wzrostu oraz obecnos¢ przerzutow [90;98].
Dodatkowe, cho¢ posrednie, potwierdzenie powyzszych wynikéw dostarczyly badania na
liniach komoérkowych ludzkiego raka jelita grubego. Stwierdzono w nich, ze kolagen typu |
indukuje przemiang EMT, hamujac réznicowanie komoérek nowotworowych oraz zwigkszajac
ekspresje markerow komorek macierzystych [89].

Odmiennie niz w raku zotadka i raku trzustki, kolagen typu I obecny w podscielisku
czerniaka ztosliwego wykazywal aktywno$¢ hamujaca wzrost guza. Zaobserwowano, ze jego
obecno$¢ w podscielisku guza zatrzymuje przejscie komorek czerniaka z fazy G1 do fazy S
cyklu komorkowego. To zahamowanie zwigzane jest z nadmierng aktywnoscig inhibitora
cykliny p27/KIP1 [58]. Moje wyniki koreluja z wnioskami Ueno i wsp, ktorzy stwierdzili, ze
dojrzate podscielisko wystepowato w guzach z lepszym rokowaniem [190]. Nie zostato to
potwierdzone jako zalezno$¢ statystyczna w badaniu jednoczynnikowym ale w badaniu
wieloczynnikowym (patrz nizej) stanowito to czynnik rokowniczy.

Wyktadnikiem zto§liwosci miejscowej nowotworu jest takze oddzielanie pojedynczych
grup lub pojedynczych komorek od gléwnej masy guza (paczkowanie, budding), co moze
korelowaé z przerzutami i wznowg miejscowa procesu. Znajomos$¢ tej zaleznosci wynika
glownie z analiz przebiegu klinicznego CRC w nizszych stopniach zaawansowania
klinicznego — I i Il [111;112;121;188;198]; publikacje dotyczace tej zaleznosci w rakach
jelita grubego w III stopniu zaawansowania sg rzadkie [26]. W mojej analizie tego procesu,
paczkowanie nowotworu nie korelowato z okreslonym typem podscieliska. Przyczyna tego
moze by¢ dos¢ jednolity, lecz zaawansowany stopien choroby w badanej grupie chorych, jak
rowniez wylaczenie z analizowanej grupy raka odbytnicy. Jednorodno$¢ grupy wptyneta na
wzglednie niski stopien zrdéznicowania nowotwordw pod wzgledem charakteru podscieliska,
ktore w wiekszosci przypadkow miato utkanie posrednie. Z kolei Ueno i wsp. [190] wykazali
korelacje typu niedojrzatego podscieliska ze zwigkszong liczbg paczkujacych ognisk
nowotworu, ale ich pracy dotyczyla raka odbytnicy, w ktorym naciek obejmowal
mezorektum. Jego histologiczna struktura moze bowiem decydowaé o odmiennosci wzrostu
i biologii analizowanych nowotworow.

Liczba ognisk paczkujacego nowotworu silnie korelowala z obecnoscig zatorow w
naczyniach limfatycznych. W rakach jelita grubego w stopniu zaawansowania T3NO jest to

jedna z gltéwnych cech majacych wptyw na dalsze rokowanie u chorych [198]. Zajgcie
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naczyn chtonnych takze w moich analizach korelowato z bardziej inwazyjnym typem wzrostu
guza pierwotnego. Te cechy morfologiczne przemawiaja za wicksza agresywnoscia
nowotworu 1 stanowig istotny wykladnik ryzyka niekorzystnego przebiegu choroby
[65;77;121;122;134].

W mojej pracy wykazatem zwigzek pomigdzy typem podscieliska a jego objgtoscia.
Typ niedojrzaly podscieliska zdecydowanie czgsciej korelowat z II-I1I° nasilenia objgtosci
desmoplastycznego zrebu. Znaczenie obu tych czynnikow okreslonych wczesniej jako
niezalezne i nickorzystne rokowniczo [116;190] nie znalazto potwierdzenia w moich
badaniach nad rakiem jelita grubego.

Weczesniejsze badania nad progresja I czynnikami rokowniczymi w raku jelita grubego
wykazatly, ze czynniki sprzyjajace lub hamujace rozwoj tego nowotworu nie odgrywajg takiej
roli niezaleznie od siebie. Najwazniejszy wptyw na biologi¢ raka jelita grubego ma bowiem
rownowaga pomig¢dzy tymi czynnikami [206]. Czoto inwazji nowotworu jest ciggltym ,,polem
walki”, gdzie dochodzi do starcia pomigdzy nowotworem a gospodarzem. Z jednej strony
obecne sg czynniki sprzyjajace rozprzestrzenianiu si¢ nowotworu takie jak: paczkowanie
obwodowe nowotworu, naciekanie naczyn limfatycznych i nerwéw obwodowych, a z drugiej

przeciwdziata temu oddziatywanie podscieliska [190] i uktadu immunologicznego [75].
V.2. Analiza cech immunohistochemicznych

Istotny problem metodyczny z jakim zetknglem si¢ w niniejszym badaniu wynikat z
faktu zastosowania techniki mikromacierzy tkankowej (TMA — Tissue microarray) do badan
immunohistochemicznych. Dotyczyt on reprezentatywnosci pobranych fragmentow guza dla
oceny ekspresji analizowanych markeréw. Zastosowanie metody TMA z jednej strony
warunkuje zachowanie analogicznych warunkoéw przeprowadzenia i interpretacji odczynow
immunohistochemicznych oraz wysoki poziom ich standaryzacji. Potwierdzaja to
wczesniejsze badania, w ktorych zastosowano te technike przy ocenie podobnego panelu
przeciwcial w raku jelita grubego [28;41;106]. Z drugiej strony technika ta polega na
pobraniu drobnych skrawkow z blokéw tkankowych, co w przypadku zmiany o strukturze
niejednorodnej morfologicznie powoduje mozliwo$¢ uzyskania materialu zawierajacego
niewielki odsetek elementéw analizowanych. Dodatkowym utrudnieniem jest mozliwa
zmiennos$¢ ekspresji badanych markeréw w populacji komérek nowotworu. Istotne zatem jest
Sciste topograficzne zlokalizowanie pozadanych fragmentow tkankowych, jak rowniez dobor
liczby i wielkosci bioptatow. W naszym badaniu pobrano co najmniej po trzy biopsje

z kazdego guza pierwotnego i wtoérnego ogniska. W $wietle doniesien z pisSmiennictwa
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[62;64;132;152] oraz doswiadczen wilasnych, ktore takze ukazaty si¢ w postaci publikacji
[163] zaréwno liczba jak 1 wielko$¢ bioptatow gwarantuje uzyskanie odpowiednio
reprezentatywnego materiatu. Dotyczy¢ to moze nawet tak niewielkiego materiatu poddanego
analizie TMA i tak drobnoogniskowego, jak rak Pageta brodawki piersiowej [163]. R6zna
grubo$¢ pobranych bioptatow z blokéw parafinowych powoduje takze nierownomierng utrate
badanego materialu, czemu mozna takze zapobiega¢ bioptujac obszary guza z blokow
zawierajacych zmienng ilo$¢ zawartej tkanki. W trakcie analizy immunohistochemicznej
badanych mikromacierzy tkankowych nie udato si¢ oceni¢ 6 (4%) ze 129 przypadkow.
Wynik ten miesci si¢ w przyjetych wartosciach i nalezy do znanych niekorzystnych cech
metodycznych tej techniki [63], ale takze potwierdza zasadno$¢ zastosowania tej techniki

w niniejszym projekcie.
V.2.1. p-katenina

Ekspresj¢ [-kateniny oceniatem w trzech lokalizacjach komorkowych: btonowej,
cytoplazmatycznej i jadrowej. W guzie pierwotnym odczyn jadrowy stwierdzitem w 31%,
btonowy w 61,3%, a cytoplazmatyczny w 34,8% przypadkow. Tylko w 6% przypadkow
odczyn byt wylacznie blonowy, przypominajac normalng lokalizacj¢ tego biatka w nablonku
gruczotowym prawidlowej blony S$luzowej jelita grubego. Zaburzenie metabolizmu
komorkowgo ~ B-kateniny  manifestuje  si¢  pojawieniem  odczynu  jadrowego
1 cytoplazmatycznego. Jadrowa obecno$¢ [-kateniny obserwuje si¢ w komorkach
wykazujacych nasilong dysplazje, tzn. w gruczolakach jelita grubego, zwtaszcza tych, ktore
ulegaja szybkiej progresji do gruczolakoraka [53]. Jest ona zatem wczesnym i specyficznym
wskaznikiem transformacji ztosliwej w jelicie grubym [69]. Obserwuje si¢ ja nie tylko
w nowotworach rozwijajacych si¢ na podlozu zespotu polipowatosci rodzinnej (FAP), ale
rowniez w okoto 80% sporadycznych rakow jelita grubego [147]. W czgscei publikacji wyniki
analiz ekspresji jadrowej p-kateniny w guzie pierwotnym w znaczny sposob odbiegaly od
moich wynikow, i byly dwu-trzykrotnie wyzsze, niezaleznie od tego, czy analizowano cate
skrawki guza czy wykorzystywano w nich metode mikromacierzy [69;106]. W innych
donisieniach poziom ekspresji p-kateniny jadrowej byt porownywalny z moimi wynikami
[142;176]. Te rozbiezno$ci wynikajg najprawdopodobniej z niejednorodnego sposobu
przeprowadzania barwien immunohistochemicznych, stosowania réznych klonow przeciwciat
oraz roznych kryteriow oceniania ekspresji 3-kateniny.

Dodatkowa obserwacja bylo stwierdzenie ekspresji jadrowej pB-kateniny w komorkach

raka w guzie pierwotnym, ktore utracity odczyn btonowy tego markera. Jednak zaleznosé¢
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statystyczng tej cechy (obecnos$¢ ekspresji jadrowej przy braku ekspresji blonowe;j
B-kateniny) stwierdzono jedynie w przerzutach do weztow chtonnych. Jest to porownywalne
z wynikami innych analiz [69;106]. Czynno$ciowo zmiana lokalizacji subkomodrkowej
B-kateniny wptywa na pobudzenie przez nig czynnikéw transkrypcyjnych LEF/TCF
i docelowo aktywuje transkrypcje okreslonych onkogenow [68;195].

Autorzy wielu badan zwracaja uwage, ze istotna dla biologii komodrki danego
nowotworu jest nie tylko lokalizacja subkomorkowa [-kateniny, ale i jej obecno$¢ w
okreslonych obszarach nowotworu. Podkresla si¢, ze jedynie odczyn jadrowy obecny w
komorkach czota inwazji guza pierwotnego (ekspresja w marginesie nowotworu, ,,positive
margin only") jest waznym i niezaleznym czynnikiem rokowniczym W nowotworach
ztosliwych [176]. Wedtug tych doniesien, ten typ ekspresji ma determinowacé ztosliwosé raka,
m.in. poprzez oddziatywanie z podscieliskiem. W przypadku B-kateniny istotna dla okreslenia
ryzyka przebiegu choroby wydaje si¢ zatem istotna analiza jej ekspresji w catym guzie
nowotworowym [4;66]. Roznice w ekspresji danego markera w zalezno$ci od obszaru guza
(centrum, margines brzezny) powoduja, ze okre$lenie jej w badaniach z zastosowaniem
techniki TMA moze okazaé¢ si¢ trudne lub niemozliwe [28;106]. Jednak opierajac si¢ na
uprzednich doniesieniach o roli, jakg odgrywa ekspresja beta-kateniny w komorkach czota
wzrostu raka jelita grubego, uwazam, Ze staranne pozyskanie materialu ze wspomnianego
obszaru umozliwia jego oceng¢ takze w mikromacierzach tkankowych.

Utrate ekspresji blonowej B-kateniny w ognisku pierwotnym obserwowatem czesciej w
nowotworach 0 niskim stopniu zréznicowania histologicznego (grade 3). Te¢ zaleznos¢
potwierdzono w innych badaniach nad rakiem jelita grubego [181] jak i w raku przetyku
[124]. Jej brak stwierdzono jedynie w przypadku raka zotadka [79].

Dyskusyjnym zagadnieniem jest znaczenie ekspresji cytoplazmatycznej P—kateniny.
Maruyama opisat w raku jelita grubego, ze jedynie wzrost ekspresji cytoplazmatycznej
B-kateniny jest niesprzyjajagcym czynnikiem w przezyciu wolnym od przerzutéw (metastasis
free survival) [110]. Takze w raku sutka wykazano, ze cytoplazmatyczny odczyn B-kateniny
jest parametrem, ktory zalicza si¢ do niekorzystnych czynnikéw rokowniczych [105].
W naszej pracy brak bylo tej zalezno$ci co moze wynikac¢ z przyczyn opisanych przy ocenie
ekspresji jadrowej beta-kateniny (wielkos$¢ fragmentow badanego guza, brak standaryzacji w
ocenie  wynikow  pozytywnych 1  negatywnych, roézne  rodzaje  barwien

immunohistochemiczny) oraz stopnia zaawansowania analizowanej grupy guzow.
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V.2.2. E-kadheryna

Proces rozsiewu nowotwordw ztosliwych w duzym stopniu zalezy od zmniejszenia
przylegania miedzykomorkowego w ognisku pierwotnym. Umozliwia to oddzielanie
komorek z masy guza i wnikanie ich do naczyn chionnych i krwiono$nych. Proces ten na
poziomie komorki polega na utracie polagczen miedzykomorkowych, ktore tworza m.in.
biatka adhezyjne. W nowotworach nablonkowych duza role¢ odgrywaja biatka z rodziny
E-kadheryny, ktora czesto traci swoja ekspresje w guzie pierwotnym. W analizowanej serii
przypadkow raka jelita grubego utrate ekspresji tego biatka stwierdzitem w 39,5% guzéw
pierwotnych, i w 27,2% przerzutow do weztéw chlonnych. W czesci przypadkow (28%)
wystepowala réznica w ekspresji E-kadheryny pomigdzy komoérkami guza pierwotnego
I przerzutami w weztach chtonnych. Zjawisko ,,0odzyskania” (reekspresji) tego biatka w
ogniskach przerzutowych, ktére bylo nieobecne w guzie pierwotnym opisywano juz
wczesniej w raku jelita grubego [6;84] oraz w raku piersi, zotadka, ptuc i przetyku
[13;22;91;104]. Nabywanie ekspresji E-kadheryny przez komorki nowotworowe
zagniezdzajace si¢ w weztach chtonnych moze umozliwia¢ im miejscowy rozwoj [48].
Hipotez zwigzanych z odzyskaniem ekspresji E-kadheryny w ogniskach wtdornych jest kilka.
Najczesciej utrate ekspresji E-kadheryny w ognisku pierwotnym przypisuje si¢ zaburzeniom
epigenetycznym, gdyz obserwowang ,,odwracalno$¢” ekspresji tego biatka trudno wyjasnic¢
zaburzeniami strukturalnymi (mutacjami) genu CDH1. Oddziatywanie ,,srodowiska” wezla
chtonnego moze hamowaé epigenetyczne wyciszenie ekspresji E-kadheryny w przerzucie.
Inna z teorii sugeruje, ze E-kadheryno-dodatnie komoérki nowotworowe w przerzucie
pochodzg z komoérek niewielkiego ogniska o podobnym fenotypie z E-kadheryno-ujemnego
guza pierwotnego. W tym przypadku komoérki raka w przerzutach nie tyle nie odzyskaty
ekspresji E-kadheryny, lecz zachowujg pierwotny profil fenotypowy charakterystyczny dla
niewielkiego klonu komorek guza. Ta teoria jest mniej prawdopodobna, ale uzmystawia nam,
ze mechanizmow kontrolujacych ekspresj¢ E-kadheryny w przerzutach moze by¢ wigcej

[11;72].
V.3. Korelacja cech morfologicznych z molekularnym fenotypem nowotworu

Obraz morfologiczny nowotworu stanowi efekt ekspresji roznorakich genow w jego
komorkach. Analizujagc obecnos¢ badanych biatek adhezyjnych udato si¢ zaobserwowac
pewne korelacje pomiedzy nimi a utkaniem guza. Wzrost ekspresji jadrowej (-kateniny
w przerzutach do weztow chtonnych korelowat z wigksza objgtoscia podscieliska obecnego

w ogniskach wtornych. W ponad polowie przerzutow z jadrowa ekspresja P-kateniny
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stwierdzono $rednig i duza objetos¢ podscieliska (11-111°). Natomiast w przypadkach, gdy
ekspresja jadrowa [-kateniny nie wystgpowata, obfite podscielisko (II-I11°) stwierdzano
jedynie w 30% przerzutow. Obserwacja ta potwierdza teori¢ (odnoszaca si¢ do guzow
pierwotnych), ze nowotwory, ktore prezentuja ,,nickorzystny” profil ekspresji p-kateniny [66]
czesciej zawieraja duza ilos¢ podscieliska, co ma stanowi¢ czynnik sprzyjajacy progresji
choroby [129].

Obecnos¢ ekspresji btonowej E-kadheryny koreluje z kolei z wysokim stopniem
zroznicowania histologicznego guzoéw pierwotnych [94;128;193]. W naszym badaniu w 85%
ognisk pierwotnych z I stopniem zrdznicowania wykazano na btonie komorkowej obecno$¢
E-kadheryny. Ponadto ekspresji E-kadheryny towarzyszyt odczyn blonowy [-kateniny.
W komorkach nowotworowych, w ktorych doszto do utraty ekspresji E-kadheryny, analiza
wykazywata wzrost cytoplazmatycznej ekspresji p-kateniny. Wszystkie te trzy zaleznoSci
potwierdzaja badania Lugi i wsp., rowniez wykonane na macierzach tkankowych [106].
Ostatnig zalezno$¢ (utrata ekspresji E-kadheryny a wzrost ekspresji cytoplazmatycznej [3-
kateniny) potwierdzono réwniez w badaniu in vitro na komorkach czerniaka zlosliwego,
gdzie cytoplazmatyczna frakcja [-kateniny indukowata czynnik jadrowy NFkappaB,
odgrywajacy istotng rolg¢ w procesie nowotworzenia czerniaka ztosliwego [93].

Utracie ekspresji E-kadheryny w guzie pierwotnym towarzyszylo zwigkszenie iloSci
podscieliska. Ma ono zwiazek z zaawansowaniem choroby nowotworowej [129] oraz ze
zwiekszonym ryzykiem wystgpienia wznowy miejscowej [145]. Ponadto analiza guzéw
pierwotnych, w ktorych nie stwierdzono ekspresji E-kadheryny wykazata obecnosé
naciekania nerwoéw obwodowych. Jest to kolejny parametr majacy wplyw na powstanie
WzZnowy miejscowej w miejscu po usunigtym wczesniej guzie, ktory zostat potwierdzony we

wczesniejszych publikacjach [101;185].

V.4. Ocena wplywu cech morfologicznych i immunohistochemicznych na

przezycie chorych

Typ wzrostu guza pierwotnego stanowi ceche patologiczng zawartg juz w klasyfikacji
raka jelita grubego Jassa i Morsona z 1987 roku [78]. Cechy tej nie uwzgledniajg pozniejsze
metody raportowania tego nowotworu, jak to dzieje si¢ w przypadku rakow glowy i szyi.
W tych ostatnich nowotworach stanowi to jeden z wazniejszych czynnikow, ktoéry wptywa na
ryzyko wystgpienia przerzutow i wznowy miejscowej [20;107]. Z kolei ocena jakosci
1 szczegdtowego sktadu podscieliska ma znaczenie w rozpoznaniu wielu nowotworow, m.in.

w czerniaku ztosliwym, w raku zotadka, czy trzustki [58;90;98], a takze w raku jelita grubego
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[190]. W naszym badaniu okreSlenie typu wzrostu nowotworu oraz cech jako$ciowych
podscieliska w ognisku pierwotnym umozliwito wyodrebnienie wsrod chorych dwoch grup
kliniczno-patologicznych, ktore réznity si¢ przebiegiem klinicznym. Przezycie chorych z
rakiem, ktory wykazywat rozprezliwy wzrost oraz typ dojrzaty wyksztalconego podscieliska
bylto dtuzsze w porownaniu z pozostalymi grupami chorych.

W badaniach dotyczacych ekspresji E-kadheryny w ogniskach pierwotnych i wtérnych
udowodniono, ze w wigkszoSci ocenianych przypadkéw dochodzi do utraty ekspresji
btonowej w ognisku pierwotnym, a nastepnie do odzyskania tej ekspresji w ognisku
przerzutowym (kod grupy 0-1) [6]. W moich badaniach wyodrebnitem grupe chorych,
ktorych rak jelita grubego wykazywat odwrotny profil ekspresji tego biatka w guzie
pierwotnym i przerzucie (kod grupy 1-0). Taki profil ekspresji E-kadheryny korelowat
z krotszym czasem przezycia chorych w poréwnaniu z chorymi, u ktérych ekspresja
E-kadheryny w przerzucie kontrastowata z jej brakiem w guzie pierwotnym. Wyniki te
potwierdzajg uprzednie obserwacje z dwoch wcezesniejszych badan [39;44]. Jednak
analizowane przez nich grupy chorych byly niejednorodne pod wzglegdem zaawansowania
klinicznego, badana grupa zawierata przypadki w stopniu zaawansowania B-D wg. Dukes’a.
Dodatkowo porownywane przerzuty pochodzity z r6znych narzadow.

Obie powyzsze korelacje przedstawiajace wptyw cech  morfologicznych
1 immunohistochemicznych na przezycie chorych zawierajg oryginalne wyniki badan 1 nie
byty do tej pory opublikowane przez zadnego z autorow.

Dodatkowa obserwacja poczyniong w niniejszym badaniu bylto stwierdzenie krotszego
czasu przezycia U chorych, u ktorych ogniska rozsiewu raka jelita grubego tracity ekspresje
btonowg B-kateniny, pomimo jej obecnosci w guzie pierwotnym. Jest to zbiezne z wynikami
badan Buhmeida i wsp. [21]. Jednak w moich analizach wynik ten nie osiagnat poziomu
znamiennosci statystycznej, CO najprawdopodobniej wynika z faktu, ze ekspresja B-kateniny
byta przeze mnie oceniana metodg TMA. Ze wzgledu na heterogennos$¢ odczynu B-kateniny
w raku jelita grubego, zaleca si¢ jej oceng w catym przekroju guza [66;142] a nie w jego
fragmencie, co determinuje technika TMA. Znaczenie moze mie¢ takze rozlana i jedynie
brzezna obecnos¢ jadrowego odczynu w tkance guza. Wykazat to dobitnie Horst i wsp. [66].
Rokowanie w przypadku chorych z oboma typami ekspresji p-kateniny moze ro6znié si¢
zasadniczo. Zastosowanie techniki TMA moze ograniczy¢ tego rodzaju niedodiagnozowanie
przypadkow z ograniczong brzezng ekspresja, jedynie w przypadku biopsji roznych czesci

guza (centrum, obwod).
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Wyniki moich badan ujawnity wptyw mikrosrodowiska guza oraz ekspresji w obrebie
kompleksu ECCU na czas przezycia chorych z rakiem jelita grubego. Sklania to do

poszukiwania przysztych celow terapeutycznych ingerujacych w sygnalizacje Wnt.
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V1. WhnioskKi

1. Przypadki z dojrzatym typem podscieliska i rozpr¢zliwym typem wzrostu guza
pierwotnego lepiej rokuja w poréwnaniu z pozostalymi grupami nowotworow.

2. Przypadki z ekspresjg blonowg E-kadheryny w ognisku pierwotnym oraz brakiem
ekspresji E-kadheryny w ognisku przerzutowym rokowaty gorzej niz przypadki
z brakiem ekspresji E-kadheryny w ognisku pierwotnym i obecng ekspresja w ognisku
wtornym.

3. Niedojrzaty typ podscieliska zwigzany jest z naciekaniem nerwdéw obwodowych,
obecnoscig zatoroOw w naczyniach limfatycznych oraz inwazyjnym typem wzrostu

guza pierwotnego.
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VI1I. Streszczenie

Rak jelita grubego jest schorzeniem charakteryzujacym si¢ najwicksza dynamikag
wzrostu nowych zachorowan wsrod choréb nowotworowych w Polsce. Zajmuje on drugie
miejsce pod wzgledem zachorowalnosci na nowotwory ztosliwe, a wsrod przyczyn zgonéw
jest na trzecim miejscu u kobiet 1 na drugim u me¢zczyzn. W tym typie nowotworu jednym
z najwazniejszych czynnikobw rokowniczych jest stopien zaawansowania choroby.
Pigcioletnie przezycie u pacjentdw z guzami przekraczajacymi $ciang jelita bez przerzutow
do wezlow chtonnych wynosi 70-80%. Jezeli ognisku pierwotnemu towarzyszy zajecie
weztow chtonnych przez przerzuty to przezycie wyraznie si¢ skraca i wynosi 25-50%.

W celu indywidualizacji post¢powania terapeutycznego poszukuje si¢ nowych
czynnikdw prognostycznych, ktére moglyby ograniczy¢ grupe chorych o niepewnym
rokowaniu. Jednym =z intensywne badanych parametrow jest ekspresja bialek
odpowiedzialnych za przyleganie komorkowe.

Badaniem objeto grupe 129 chorych z rozpoznaniem raka gruczolowego jelita grubego
w I11i 1V stopniu zaawansowania operowanych w latach 1998-2004. Badang grupe stanowity
54 kobiety (42%) 1 75 mezczyzn (58%) w wieku od 32 do 91 lat. Lokalizacja nowotwordéw
byta nastgpujaca: okreznica esowata — 48 przypadkow, katnica — 30, okreznica wstepujaca —
24, okreznica poprzeczna — 18, okreznica zstgpujaca — 7 1 okolica zgigcia esiczo-
odbytniczego okreznicy — 2. Chorych z rakiem odbytnicy nie objgto analiza ze wzgledu na
niejednolita technik¢ operacyjng usunigcia mezorektum. W badaniu uwzgledniono jedynie
raki gruczolowe (99 przypadkow) i raki §luzotworcze (30 przypadkow).

Lacznie do badania zakwalifikowano 106 chorych z rakiem jelita grubego w 111 stopniu,
a 23 — w IV stopniu zaawansowania klinicznego. Stopien zréznicowania nowotworu byt
nastepujacy: 8 (6%) przypadkow — grade 1, 94 (73%) — grade 2 oraz 27 (21%) nowotworow
w stopniu 3.

Analizie poddano cechy kliniczne chorych oraz histopatologiczne nowotwordw.
Ekspresje E-kadheryny i p-kateniny okreslono zaréwno w guzie pierwotnym jak
1 w przerzutach do weztow chionnych. Dodatkowo wsrod wyktadnikow morfologicznych
oceniono typ i objetos¢é podscieliska towarzyszacego guzowi, typ wzrostu guza, obecnosé¢
paczkowania guza (budding) oraz naciekania nerwoéw obwodowych oraz zatorow w
naczyniach limfatycznych. Pierwsze dwie cechy morfologiczne byty ocenione zaré6wno w
ognisku pierwotnym jak i wtornym, pozostate zbadano tylko w guzie pierwotnym. Analizy

statystyczne przeprowadzono wykorzystujac test chi-kwadrat oraz test U Manna-Whitneya,
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analiz¢ przezycia metodg Kaplana-Mayera, réznice pomig¢dzy krzywymi weryfikowano
testem log-rank.

W guzach pierwotnych stwierdzono korelacje pomigdzy wystepowaniem niedojrzatego
i posredniego typu podscieliska guza z obecnoscig nacieku nerwéw obwodowych (p=0,01)
I zatorow w naczyniach limfatycznych (p=0,034) oraz naciekajgcym typem wzrostu
nowotworu (p=0,03). Wykazano réwniez korelacj¢ pomigdzy $rednio obfitg i obfitg iloScia
podscieliska a typem niedojrzatym podscieliska (p=0,03) w guzie pierwotnym oraz $rednio
obfitg i obfitg (I1° i III°) iloScig podscieliska a obecnoscig ekspresji jadrowej beta-kateniny w
przerzutach do weztéw chtonnych (p=0,036). Dodatkowo w guzach ze skapa iloScia
podscieliska (I°) stwierdzano dodatni odczyn na obecno$¢ E-kadheryny w komorkach raka
(p=0,017). Inwazyjny typ wzrostu guza pierwotnego korelowat z wystgpowaniem zatorow w
naczyniach limfatycznych (p<0,001). Obecnos$¢ zatorow w $wietle naczyn limfatycznych
stwierdzono w 57 przypadkach i korelowata ona z wystepowaniem ognisk paczkujacego
nowotworu (buds) w obszarze brzeznym guza (test U Manna-Whitneya, p<0,001).

Ekspresja E-kadheryny byla obecna w 60,5% przypadkow guzow pierwotnych
i wykazywata ona dodatnig korelacje z blonowa ekspresjg beta-kateniny (p<0,001) oraz
odwrotng zalezno$¢ z cytoplazmatyczng ekspresja beta-kateniny. Ponadto guzy wykazujace
ekspresje E-kadheryny mialy wyzszy stopien zréznicowania histologicznego (p=0,01).
Ekspresje beta-kateniny w ognisku pierwotnym ujawniono w 123 (95,4%) przypadkach.
W 79 przypadkach odczyn miat charakter blonowy, w 45 — cytoplazmatyczny, a w 40 —
jadrowy. W ogniskach przerzutowych wykazano ekspresj¢ beta-kateniny w 127 (98,4%)
przypadkach, z czego w 91 przypadkach odczyn byt blonowy, w 37— cytoplazmatyczny,
a w 47 przypadkach —jadrowy. Ekspresja btonowa beta-kateniny czg$ciej wystgpowata
w nowotworach z wysokim lub $rednim stopniem zréznicowania histologicznego (G1 lub
G2) (p=0,01). W przerzutach do weztéw chlonnych ekspresja btonowa i jadrowa wzajemnie
si¢ wykluczaty (p<0,001).

Analiza krzywych przezycia wykazata dwie istotne zalezno$ci. Przypadki z dojrzatym
typem podscieliska i rozprgzliwym typem wzrostu guza pierwotnego miaty lepszy przebieg
kliniczny w poréwnaniu z pozostatymi grupami nowotworow. Przypadki z ekspresja blonowa
E-kadheryny w ognisku pierwotnym oraz brakiem ekspresji E-kadheryny w ognisku
przerzutowym rokowaty gorzej niz przypadki z brakiem ekspresji E-kadheryny w ognisku

pierwotnym 1 obecng ekspresja w ognisku wtérnym.
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VIIIl. Summary

The colorectal carcinoma (CRC) is the second most common malignancy in Poland. It is
the second cause of mortality among men and the third among women. Staging is one of the
most important prognostic factor in CRC. Five-year survival in patients with T3/4NO0 stage is
between 70-80%. If local lymph node metastases are present, five-year survival falls between
25-50%. Currently the new prognostic factors in CRC are extensively investigated, and
adhesion molecules are one of the targets of these studies.

The study group included 129 patients diagnosed with colorectal adenocarcinoma and
metastases to the lymph nodes operated on during 1998 - 2004. The study group comprised
54 women (42%) and 75 men (58%) aged from 32 to 91 years. Location of tumors was as
follows: sigmoid - 48 cases, the cecum - 30, ascending colon - 24, transverse colon - 18,
descending colon - 7 and the region of rectosigmoid junction - 2. Rectal cancer was excluded
from analyses due to various surgical approach associated with the mesorectum resection.
There were 106 stage |11 and 23 stage 1V patients. Histologically, adenocarcinoma (99 cases)
and mucinous adenocarcinoma (30 cases) were included. Tumor grade was following: 8 (6%)
grade 1, 94 (73%) grade 2 and 27 (21%) grade 3 tumors.

We analyzed the clinical and histopathological features of the primary tumors and
lymph node metastases. Special interest concerned type and volume of tumor-related stroma,
type of tumor growth, presence of tumor budding, infiltration of the nerves and neoplastic
emboli in the lymphatic vessels. The former two morphological traits were evaluated in both
the primary tumor and metastases, the others only in the primary tumor. Expression of E-
cadherin and B-catenin was determined in primary tumors and lymph node metastases.
Statistical analysis was performed by means of chi-square and Mann-Whitney U test, Kaplan-
Mayer survival analysis, the differences between the curves verified by log-rank.

The immature and intermediate-type tumor-related stroma in primary tumors correlated
with presence of nerve infiltration of (p=0,01), lymph vessel emboli (p=0,34) and the invasive
type of growth (p=0,03). Primary tumors with immature type of stroma usually showed more
copious stromal component (p=0,03). Amount of tumor-related stroma correlated with the
nuclear expression of beta-catenin in lymph node metastases (p=0,036). Scarce tumor-related
stroma (I°) was more characteristic for E-cadherin-positive CRC (p=0,017). Invasive type of
tumor growth correlated with the lymphatic cancer involvement (p<0,001). The latter also
correlated with the presence of tumor budding in the margin of invasion (U Mann-Whitney,
p<0,001).
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60.5% of primary tumors expressed E-cadherin and this feature correlated with the
membranous expression of beta-catenin (p<0,001) and inverse correlated with the
cytoplasmic expression of beta-catenin. Furthermore, expression of E-cadherin more
commonly occurred in CRC with lower histological grade (p=0,01).

Beta-catenin was revealed in 123 (95.4%) primary tumors. Its immunoreactivity was
membranous in 79, cytoplasmic in 45, and nuclear in 40 cases. Lymph node metastases
showed beta-catenin expression in 127 (98.4%) cases, with respective pattern present in 91,
37 and 47 cases. Membranous expression of beta-catenin was more common in G1 and G2
tumors (p=0,01). Lymph node metastases showed mutually exclusive pattern of membranous
and nuclear beta-catenin expression (p<0,001).

Prognostically, mature type of stroma and expansile type of growth in the primary
tumor had more favorable outcome. Membranous E-cadherin at the primary site with loss of
expression in the metastases correlated with worse clinical course than cases with lack of E-

cadherin in the primary tumor that acquired E-cadherin in metastatic deposits.
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Rycina 19- Rozpre¢zliwy typ wzrostu guza pierwotnego z dojrzalym typem podscieliska
(H&E, x100).

Rycina 20- Inwazyjny typ wzrostu guza pierwotnego (H&E, x100)
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Rycina 21- Niedojrzaty typ podscieliska w ,,czole inwazji” guza pierwotnego (H&E, x100).

Rycina 22- Posredni typ podscieliska (keloid-like) (H&E, x200).
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Rycina 23- Ekspresja E-kadheryny w ognisku pierwotnym w raku S$luzotworczym
(E-kadherin, x200).

Rycina 24- Brak ekspresji E-kadheryny w ognisku pierwotnym (E-cadherin, x200).
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Rycina 25- Blonowy odczyn beta-kateniny w ognisku pierwotnym (beta-catenin, x200).

Rycina 26- Odczyn jadrowy beta-kateniny w ognisku pierwotnym (beta-catenin, x200).
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Rycina 27- Ekspresja btonowa E-kadheryny w przerzucie do wezta chtonnego (E-cadhrin,
x200).

Rycina 28- Brak kspresji E-kadheryny w przerzutowym wezle chtonnym (E-cadherin, x200).
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Rycina 29- Btonowy odczyn beta-kateniny w przerzucie do wezta chtonnego (beta-catenin,
x200).

Rycina 30- Cytoplazmatyczny odczyn beta-cateniny w ognisku wtornym (beta-catenin,
x200).
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Rycina 31- Odczyn jadrowy beta-kateniny w ognisku przerzutowym (beta-catenin, x200).
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