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I. Wstep

Rak jelita grubego nalezy do najczgsciej wystepujacych nowotwordw zlosliwych w
Polsce. W strukturze zachorowan na nowotwory zlosliwe zajmuje drugie miejsce zarowno
u me¢zezyzn jak i u kobiet. Jest drugg przyczyng zgondw z powodu nowotworéw u mezczyzn
1 trzecig u kobiet (1). Przyczyny powstawania tej choroby nie zostaty ostatecznie poznane.
Niewatpliwie do zachorowania na raka jelita grubego predysponuja: zaburzenia genetyczne,
polipy gruczolakowe, choroby zapalne jelit, czynniki dietetyczne. Wsrdéd zaburzen
genetycznych wyrdzniamy mutacje gendw predyspozycji. Mutacje te sa przyczyna okoto 3%
zachorowan na raka jelita grubego. Do zespotdw chorobowych uwarunkowanych przez geny
predyspozycji naleza: rodzinna polipowatos¢ gruczolakowa (FAP — ang. familial
adenomatous poliposis) oraz dziedziczny niepolipowaty rak jelita grubego (HNPCC — ang.
hereditary non-polyposis colorectal cancer). 1 cho¢ u okoto 20% chorych na raka jelita
grubego stwierdza si¢ obcigzenie rodzinne ta chorobg, ci pacjenci w znakomitej wigkszosci
nie spetniajg kryteriow rozpoznania FAP 1 HNPCC. Ryzyko zachorowania na raka
u pacjentow z obcigzajagcym wywiadem rodzinnym jest wigksze niz w populacji ogdlnej od 2
do 25 razy i wzrasta wraz z liczbg chorujacych w rodzinie (2, 3).

Wigkszo$¢ przypadkow raka jelita grubego powstaje na podtozu zmian o charakterze
gruczolaka wskutek sekwencji zmian: nabtonek prawidlowy - gruczolak - rak. Potencjat do
przemiany ztosliwej mozemy okresli¢ w gruczolaku na podstawie oceny jego wielkosci, typu
makroskopowego, typu mikroskopowego oraz stopnia jego dysplazji. Choroby zapalne jelit
sprzyjajace wystepowaniu raka to wrzodziejace zapalenie jelita grubego oraz choroba
Lesniowskiego—Crohna. Do czynnikéw dietetycznych zwigkszajacych ryzyko zachorowania

na raka jelita grubego zaliczamy spozywanie duzych iloSci czerwonego migsa, tluszczy



zwierzgcych, male spozycie btonnika, kwasu foliowego oraz wapnia. Ryzyko wzrasta takze
pod wptywem palenia papierosow 1 picia alkoholu (2, 3).

Podstawg rozpoznania raka okreznicy jest badanie histopatologiczne materiatu pobranego na
drodze endoskopowego wziernikowania jelita od strony odbytu. Oceny stopnia
zaawansowania choroby nowotworowej dokonujemy na podstawie badania klinicznego
1 badan dodatkowych. Na tej podstawie wyciggamy wnioski co do rokowania oraz planujemy
sposob leczenia onkologicznego 1 tryb obserwacji pacjenta. Do oceny zaawansowania
klinicznego wykorzystuje si¢ klasyfikacje wg TNM, klasyczng klasyfikacje Dukes’a, oraz
modyfikacje klasyfikacji Dukes’a. Wszystkie one uwzgledniaja rozleglos¢ nacieku guza przez
grubo$¢ Sciany jelita oraz wystgpowanie przerzutow w okolicznych weztach chtonnych
i w narzadach odlegtych. Zalezno$§¢ migdzy stopniami zaawansowania klinicznego wg
pTNM, a odsetkiem oséb przezywajacymi pie¢ lat w raku okreznicy przedstawia tabela I (3,

4).

Tabela 1. Odsetek osob przezywajacych 5 lat w zaleznosci od stopnia zaawansowania raka

okreznicy wg pTNM.
Klasyfikacja TNM z 2002 roku Stopien zaawansowania klinicznego Odsetek 0s6b przezywajacych 5 lat
pTis NO MO 0 Prawdopodobnie jak osdb
zdrowych
pT1 NO MO 1 >90%
pT2 NO MO | >85%
pT3 NO MO Ila >80%
pT4 NO MO IIb 72%
pT1-2 N1 MO ITa 60-83%
pT3-4 N1 MO IIIb 42-64%
pT1-4 N2 MO ITlc 27-44%
kazde T, kazde N, M1 v <10%

Jak wynika z powyzszej tabeli obecnos¢ przerzutow w wezlach chlonnych jest waznym
czynnikiem wptywajacym na rokowanie raka okr¢znicy.
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Pierwsze wzmianki na temat uktadu limfatycznego czlowieka siegaja trzeciego wieku
przed nasza era, a dokonane zostaly przez Greckiego anatoma Herophilusa. W drugim wieku
naszej ery Galen opisat naczynia chtonne jelita oraz wezty chtonne krezkowe. W 1563 roku
Eustachi opisal po raz pierwszy przewdd piersiowy. Pierwsze dwa modele uktadu
limfatycznego zostaly zaproponowane w dwudziestym wieku przez Florencea Sabina oraz
Huntingtona i McClurea (5-7).

Naczynia chlonne dzielimy na gldwne 1 regionalne. Przewod chlonny prawy,
uchodzacy do prawego kata zylnego, zbiera chlonke z prawej potowy glowy, szyi, konczyny
gbérnej prawej 1 z prawej czesci klatki piersiowej. Z pozostatych obszaréw anatomicznych
chionkg zbiera przewdd piersiowy uchodzacy do lewego kata zylnego. Przewod piersiowy
powstaje w jamie brzusznej, na wysokosci II kregu ledzwiowego z potaczenia pni
ledzwiowych prawego i lewego. Miejsce potaczenia obu pni jest poszerzone i nazywa si¢
zbiornikiem mleczu. Trzecim doptywem przewodu piersiowego jest pien jelitowy. Pien
jelitowy jest utworzony z naczyn chlonnych jelita, $ledziony, trzustki i czesci watroby.
Z okreznicy do pnia jelitowego dochodza naczynia odprowadzajace chlonke z weztdw
chtonnych kretniczo - okrezniczych, okr¢zniczych prawych, okrezniczych srodkowych,
okrezniczych lewych, esiczych oraz krezkowych gornych. Chtonk¢ do wymienionych weztéw
prowadza naczynia doprowadzajace. Biorg one swoj poczatek na poziomie blaszki
mig¢sniowej btony $luzowej 1 po utworzeniu splotu podsluzowkowego, srodmigsniowego i
podsurowicowkowego, towarzyszac naczyniom Kkrwionosnym, dochodza do we¢ztow
okotokrezniczych, a nast¢gpnie do opisanych powyzej grup weztéw chtonnych (8, 9). Sktad
chlonki wypelniajacej naczynia chionne zalezy od funkcji i stanu narzadu z ktérego jest
odprowadzana. Stgzenie biatek jest tutaj nizsze niz w osoczu, inna jest rowniez procentowa
zawartos¢ cytokin oraz chemokin. Zawartos¢ cytokin i chemokin zalezy od aktywnosci

proceséw immunologicznych zachodzacych w organizmie. Istotnym elementem chtonki sa



komorki uktadu odpornosciowego. W chionce stwierdza si¢ wigcej limfocytow T, mniej za$
limfocytéw B niz w osoczu. Zawiera ona réwniez komorki Langerhansa skory 1 makrofagi.
Takie sktadniki jak jony, sktadniki mineralne i thuszcze wystepuja w podobnym stezeniu jak
w osoczu. Wyjatek stanowi chtonka odprowadzana z jelit po positku zawierajagca wowczas
duze ilosci chylomikronow, czyli zemulgowanych ttuszczy (10).

Histologicznie naczynia limfatyczne roznig si¢ od naczyn krwionosnych brakiem
blony podstawnej, komérek miesni gtadkich oraz brakiem pericytéw (11). Sciane kapilary
chlonnej tworza, uktadajace si¢ dachowkowato w jednej warstwie, komorki srddbtonka.
Komérki te sa zakotwiczone przez elastyczne wiokna filamentowe zwane wildknami
kratkowatymi do struktur sgsiednich takich jak: omigsna, naczynia krwionosne, elementy
skory. Zwigkszone ci$nienie hydrostatyczne w tkankach powoduje, ze widkna kratkowate
przechodzace przez macierz zewnatrzkomdrkowa napinaja si¢ i1 rozsuwaja komdrki
srédbtonka, a naczynia limfatyczne paradoksalnie rozkurczaja si¢, a nie zapadaja. To
fizjologiczne zjawisko czyni naczynia chtonne bardziej przepuszczalnymi od naczyn
krwionos$nych, co utatwia przechodzenie do ich $wiatlta ptynom tkankowym, komoérkom
immunologicznym i utatwia inwazj¢ komoérkom nowotworowym (10, 12).

Przez wiele lat, przed odkryciem czynnikow wzrostu dla naczyn, sadzono ze
przerzutowanie drogg naczyn limfatycznych jest procesem biernym polegajacym na
przedostawaniu si¢ komorek nowotworowych do istniejagcych naczyn limfatycznych, ktoére
nastepnie przemieszczajac si¢ z pradem chionki osadzajg si¢ w weztach chtonnych. Uwazano,
ze jest to jedyny mechanizm powstawania przerzutow do weziéw chlonnych. Badania nad
procesami biologicznymi zachodzacymi zarowno w guzie nowotworowym jak 1 na jego
obrzezu, dostarczyly dowodéw na aktywna role samego guza nowotworowego
w indukowaniu tworzenia nowych naczyn, zarowno krwionosnych jak i1 limfatycznych, oraz

promocji przerzutdw do we¢ztéw chlonnych i narzagdow odlegtych. W badaniach na modelach



zwierzgcych wykazano zdolno$¢ komorek nowotworowych do zwigkszonej produkceji
czynnikow wzrostu dla naczyn limfatycznych, czemu towarzyszy znamienny wzrost gestosci
tych naczyn i co sprzyja powstawaniu przerzutow w wezlach chtonnych (13-16). Tak wigc
tworzenie nowych naczyn limfatycznych przy aktywnym udziale komoérek guza
nowotworowego jest waznym elementem w ztozonym mechanizmie tworzenia przerzutéw do
weztow chtonnych.

W procesie karcynogenezy wyrdznia si¢ kilka etapéw. Jednym z nich jest
wytworzenie niezbednego unaczynienia dla powstajacego guza nowotworowego czyli
angiogeneza. Angiogeneza jest procesem polegajacym na tworzeniu naczyn krwionos$nych
z naczyn juz istniejacych i pozostaje pod $cista kontrola czynnikdéw stymulujacych badz
hamujacych  (17-19). Podstawowym mediatorem angiogenezy jest naczyniowo-
$rédnabtonkowy czynnik wzrostu (VEGF — ang. vascular endothelial growth factor) zwany
rowniez czynnikiem przepuszczalnosci naczyn (VPF — ang. vascular permeability factor) (20,
21). Wiele komorek posiada zdolnos¢ syntezy i sekrecji VEGF. Naleza do nich
w szczegolnosci komdrki nowotworowe, makrofagi, limfocyty, megakariocyty, komorki
srédbtonka naczyn (22-24). Pod wzgledem budowy chemicznej VEGF jest biatkiem
nalezacym do rodziny ptytkowych czynnikéw wzrostu. Podrodzing VEGF stanowia odmienne
funkcjonalnie: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D oraz lozyskowy czynnik wzrostu
(PIGF — ang. placenta growth factor) (20, 21, 25). VEGF promuje proliferacj¢ i migracje
komorek srdédblonka naczyn tetniczych, zylnych i limfatycznych odgrywajac tym samym role
nie tylko w angiogenezie ale rowniez w limfangiogenezie (26, 27). Istnieje wiele czynnikow
ktore sag odpowiedzialne za uwalnianie VEGF z komdrek majacych zdolnos¢ do jego syntezy.
Naleza do nich: hipoksja - najprawdopodobniej najsilniejszy czynnik stymulujacy, czynnik
wzrostu pochodzenia ptytkowego (PDGF — ang. platelet — derived growth factor),

naskdrkowy czynnik wzrostu (EGF — ang. epidermal growth factor), czynnik wzrostu



fibroblastow beta (FGF-B — ang. fibroblast growth factor beta), transformujacy czynnik
wzrostu beta (TGF-PB — ang. transforming growth factor beta), czynnik martwicy nowotworu
alfa (TNF-o — ang. tumor necrosis factor alfa), interleukiny, podtlenek azotu, reaktywne
formy tlenu, hormony, onkogeny. W przypadku hipoksji regulacja komodrkowa syntezy
1 wydzielania VEGF odbywa si¢ przy udziale czynnikéw transkrypeyjnych. Sg nimi czynniki
indukowane hipoksja 1 alfa i 2 alfa (HIFla i HIF2a — ang. hypoxia inducible factor 1 & 2),
ktdére po translokacji do jadra komorkowego, na drodze ztozonych mechanizméw, powoduja
aktywacje gendéw dla VEGF (17, 20, 21, 28-30). VEGF wywiera swoje dzialanie taczac si¢
glikoproteinami receptorowymi: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1/KDR) i VEGFR-3 (Flt-
4) (21, 26, 31). Wymienione receptory wystepuja na powierzchni komdrek srodbtonka naczyn
1 zwigzane s3 z ich btong komdrkow3a. Receptor posiada czes¢ zewnatrzbtonowa, ktora taczy
si¢ z ligandem, czes¢ srddblonowa, ktéra wigze receptor z btona komdrkowsa, oraz czegsé
cytoplazmatyczng o aktywnosci kinazy tyrozynowej, odpowiedzialng za aktywowanie
szlakow sygnatowych, ktore pobudzaja badz hamuja procesy biologiczne komorki. Po
potaczeniu ligandu z receptorem dochodzi do dimeryzacji receptora, a nastgpnie do aktywacji
kinazy tyrozynowej. Po aktywacji kinazy dochodzi do autofosforylacji receptora
i pobudzenia czynnikéw transkrypcyjnych przez aktywowane kinazy, co w konsekwencji
prowadzi do indukcji ekspresji gendéw i nowych bialek (21, 32, 33). Receptory dla
naczyniowo-§rddnablonowych czynnikow wzrostu, poza komorkami s$rédbtonka naczyn,
wystepuja rowniez na powierzchni  komorek nowotworowych migdzy innymi
raka phuc, czerniaka, migdzybtoniaka optucnej, gruczolakoraka jelita grubego, gruczolakoraka
prostaty, nowotwordw gltowy 1 szyi. Obecnos$¢ receptoréw i jednoczesnie synteza przez
komorki nowotworowe czynnikdw wzrostu sugeruje iz komorki nowotworowe wykazuja

wlasciwosci autokrynne (34-37).



Mate guzy nowotworowe, czyli takie ktorych srednica nie przekracza 2 mm, znajduja
si¢ niejako w stanie ,,uspienia”, korzystajac z substancji odzywczych niezbednych do ich
przezycia dostarczanych na drodze dyfuzji prostej. Dalsza progresja miejscowa guza wymaga
dostepu do krwioobiegu 1 wyksztatcenia wlasnego unaczynienia. Dochodzi do tego
w procesie, ktdry okreslono jako ,,przetom angiogenny” (ang. angiogenic switch). Zjawisko to
daje poczatek rozwojowi naczyn guza i jest indukowane wskutek zachwiania réwnowagi
pomigdzy poziomem czynnikéw proangiogennych (takich jak VEGF, czynniki stymulujace
komorki do uwalniania VEGF) 1 antyangiogennych (takich jak trombospondyna - 1 (TSP - 1),
angiostatyna) (17, 19, 38, 39). Powstale naczynia patologiczne posiadaja nieregularny ksztalt,
zmienng S$rednice, s3 krete 1 nieszczelne co sprzyja zaburzeniom w przeptywie krwi.
Powstanie niedojrzatych, nadmiernie przepuszczalnych naczyn krwionosnych otwiera
komoérkom nowotworowym droge do inwazji (18, 19, 40-43). Czynnik VEGF stymuluje takze
powstawanie nowych naczyn uktadu chtonnego, przez co stwarza kolejng droge rozsiewu
nowotworu (15, 25, 44, 45).

Zlozony proces powstawania naczyn limfatycznych jest znacznie mniej poznany
1 opisany niz proces powstawania naczyn krwionosnych. Odkrycie czynnikéw wptywajacych
na powstawanie i wzrost naczyn limfatycznych jak i markerdw srédbtonka tych naczyn,
przyczynito si¢ w ostatnich latach do lepszego poznania 1 zrozumienia procesu
limfangiogenezy oraz zrozumienia mechanizmdéw prowadzacych do powstawania przerzutéw
w weztach chlonnych. Pierwszymi opisanymi czynnikami powodujacymi proliferacje
komorek srddblonka naczyn limfatycznych oraz ich wzrost i dojrzewanie byly naczyniowo-
srodnabtonkowe czynniki wzrostu C i D (VEGF-C 1 VEGF-D). VEGF-C oraz VEGF-D maja
zdolno$¢ do wigzania 1 aktywacji receptoréw VEGFR-3 oraz VEGFR-2. Wystepowanie
receptora VEGFR-3 w dojrzatych tkankach ograniczone jest do komodrek §rddblonka naczyn

limfatycznych, natomiast receptor VEGFR-2 wystepuje zarowno na powierzchni komoérek
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srédbtonka naczyn limfatycznych jak i krwiono$nych. Czynnikom VEGF-C i VEGF-D oraz
receptorowi VEGFR-3 przypisuje si¢ nadrzedng rolg w procesie limfangiogenezy (44, 46).
Wsrdod innych czynnikow zaangazowanych w proces limfangiogenezy nalezy wymienic:
cyklooksygenazg 2 (COX-2), czynnik wzrostu fibroblastoéw 2 (FGF-2), angiopoietyny 1 1 2
(Ang-1, Ang-2) i ich receptory (Tiel i Tie2), czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego
(PDGF), czynnik wzrostu hepatocytow (HGF — ang. hepatocyte growth factor),
insulinopodobny czynnik wzrostu (IGF — ang. insulin-like growth factor) (47-49).

Rycina 1 przedstawia w sposob uproszczony role VEGF oraz receptorow VEGFR w procesie

angiogenezy i limfangiogenezy.

Czynniki powodujace uwalnianie VEGF z komorek

I O, PDGF, FGFp, TGF, TNFa, IL, NO, H,O,

"4 )

VEGF-A, B VEGF-A, C, D VEGF-A,C, D VEGF-C, D

'

VEGFR-1 (Flt-1) VEGFR-2 (Flk-1, KDR) VEGFR-2(Flk-1,KDR) VEGFR-3 (Flt-4)

Komoérki srédblonka naczyn krwiono$nych Komérki srédblonka naczyn limfatycznych

Prolifera

Rycina 1. Rola VEGF oraz receptorow VEGFR w procesie angiogenezy i1 limfangiogenezy.
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Hipoksja jako czynnik indukujacy wydzielanie czynnikow wzrostu naczyn, wydaje si¢
mie¢ mniejsze znaczenie w procesie tworzenia nowych naczyn limfatycznych, niz ma to
miejsce w przypadku angiogenezy. Znaczacg role w indukcji wydzielania czynnikow wzrostu
naczyn limfatycznych przypisuje si¢ cytokinom prozapalnym i komorkom biorgcym udziat
w odpowiedzi zapalnej, a gtdwnie makrofagom (44, 50, 51). Do endogennych inhibitoréw
limfangiogenezy naleza: angiostatyna, endostatyna, tumstatyna, ale ich rola w tym procesie
nie zostata do konca potwierdzona. Na skutek zachwiania réwnowagi pomigdzy czynnikami
limfangiogennymi  a  inhibitorami  limfangiogenezy @ dochodzi do ,przetomu
limfangiogennego™ (ang. lymphangiogenic switch), co daje poczatek powstawaniu nowych
naczyn limfatycznych ( 51, 52).

Powstawanie naczyn limfatycznych w opisanym mechanizmie dotyczy zaréwno
podscieliska guza jak 1 obszaru okologuzowego. Zauwazono, ze wzrostowi gestosci naczyn
limfatycznych podscieliska guza nowotworowego towarzyszy podwyzszone ryzyko
wystepowania przerzutdéw do weztow chtonnych oraz gorsze rokowanie, migdzy innymi w
nabtonkowych nowotworach glowy i szyi oraz w czerniaku skory (53, 54). Inne badania
sugeruja wicksza warto$¢ oceny limfangiogenezy okotoguzowej, co potwierdzono w
gruczolowym raku trzustki czy w raku prostaty (55, 56). Relacja pomigdzy naczyniami
limfatycznymi podscieliska nowotworu a powstawaniem przerzutdw raka do wezidw
chlonnych wcigz pozostaje niejasna. Niektorzy zwracaja uwage, ze we wnetrzu guza
nowotworowego latwiej o zatkanie lub uszkodzenie naczynia chtonnego przez komorki
nowotworowe niz na obrzezu nowotworu, co ma sprzyja¢ nieprawidtowemu drenazowi
chlonki przez naczynia wewnatrz guza i co moze rzutowa¢ na brak zaleznosci pomig¢dzy
gestoscig sieci naczyn limfatycznych a agresywnoscig choroby nowotworowej (52).

Azeby oceni¢ nasilenie procesu powstawania nowych naczyn towarzyszacych guzowi

nowotworowemu, nalezy wyznakowaé¢ ich $rodbtonek. Do tego celu wykorzystuje si¢
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immunoreaktywno$¢  swoistych  markerow  $rodbtonka naczyn z  odpowiednimi
przeciwcialami. W ten sposdb wyznakowane naczynia s3 zliczane w polu widzenia
mikroskopu, co pozwala na oznaczenie ich gestosci. Najczgsciej stosuje sie¢ w tym celu
procedure opracowang przez Weidnera i wsp. (57, 58). W tabeli II przedstawiono znane

markery srodbtonka naczyn limfatycznych oraz ich funkcje biologiczne (59, 60).

Tabela II. Markery s$rodbtonka naczyn limfatycznych oraz ich funkcje biologiczne

W organizmie.

MARKER FUNKCJA
Receptor kinazy tyrozynowej dla VEGF-C oraz VEGF-D,
VEGFR-3 ) )
limfangiogeneza
Podoplanina Biatko btonowe podocytdw, funkcja niejasna.
| Czynnik transkrypcyjny, zaangazowany we wzrost i roznicowanie
Prox-
naczyn limfatycznych podczas ich rozwoju.
Receptor dla hyaluronianu,
LYVE-1 zaangazowany w transport hyaluronianu z tkanek przez komorki
srédbtonka naczyn limfatycznych do weztow chtonnych.
Glikoproteina srédblonowa komorek srodbtonka,
CD34? ] ) o
regulacja hematopoezy, wigzanie limfocytow w srédbtonku naczyn.

CD34 jest jednolancuchowym biatkiem transbtonowym o masie ok. 116 kDa. Ekspresj¢
CD34 mozna wykaza¢ na niedojrzalych komodrkach hematopoetycznych pnia, komdrkach
srodbtonka naczyniowego, embrionalnych fibroblastach 1 rzadko na komorkach gleju
w tkance nerwowej (61). W przypadku s$réddblonka naczyniowego ekspresja CD34 moze
dotyczy¢ zaréwno naczyn krwionosnych jak 1 limfatycznych. Istnieje doniesienie
o selektywnosci CD34 wytacznie dla srodbtonka naczyn limfatycznych, ale tylko w tkankach
nowotworowych czlowieka. Spostrzezenie to dotyczy raka okreznicy, raka piersi 1 raka ptuca.
W przypadku wymienionych nowotworow, ekspresja CD34 w komorkach §rédblonka naczyn

limfatycznych towarzyszacych guzowi nowotworowemu jest podobna do ekspresji LYVE-1,
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podoplaniny czy Prox-1, ktore sa powszechnie uwazane za bardziej swoiste markery tego
srodbtonka (62).

Mimo postgpu technik chirurgicznych oraz wdrazania nowych lekow i schematéw
chemioterapii w leczeniu uzupetniajacym, wyniki leczenia raka jelita grubego w jego postaci
inwazyjnej sa wcigz niezadowalajagce. Mnogos¢ czynnikéw wplywajacych na proces
nowotworzenia 1 nie do konca poznane mechanizmy jakimi rzadzi si¢ tkanka nowotworowa
zmuszaja do stawiania sobie wcigz nowych pytan dotyczacych biologii choroby
nowotworowej. Przetomowe odkrycia dotyczace czynnikdw wzrostu naczyn 1 ich receptorow
oraz markerow procesu angiogenezy 1 limfangiogenezy, otwieraja mozliwosci poszukiwania
nowych drég wptywania na procesy biologiczne zachodzace w tkance nowotworowej i na jej
obrzezu. Leki ingerujace w proces angiogenezy w tkance nowotworowej jak bevacizumab
weszly do schematow leczenia raka jelita grubego w stadium uogdlnionym w potaczeniu
z chemioterapia pierwszego rzutu (2). By¢ moze lepsze poznanie procesu limfangiogenezy
u chorych z rakiem okre¢znicy réwniez stworzy podstawy do badan nad celowos$cia ingerencji
terapeutycznej na poziomie sieci naczyn limfatycznych w tkance nowotworowej. Powyzsze

spostrzezenia przyczynity si¢ do sformutowania tematu i celu pracy.
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II.

1.

Cel pracy

Ocena ekspresji VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3 jako czynnikdw zaangazowanych
W proces tworzenia naczyn limfatycznych oraz CD34 jako markera srodbtonka naczyn
limfatycznych w podscielisku inwazyjnego raka okreznicy.

Zbadanie relacji pomigdzy ekspresja badanych czynnikdw limfangiogennych
W pierwotnym guzie nowotworowym a gestoscig naczyn limfatycznych, parametrami
patoklinicznymi raka okr¢znicy oraz jego rokowaniem.

Zbadanie relacji pomigdzy gestoscig naczyn limfatycznych w guzie pierwotnym

a parametrami patoklinicznymi raka okre¢znicy i rokowaniem.
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III. Material i metody.

Badania pracowniane zostaly przeprowadzone retrospektywnie na probkach
preparatdéw pochodzacych z guza pierwotnego 114 chorych z resekcyjnym rakiem jelita
grubego ograniczonym wystgpowaniem do okreznicy. Pacjenci operowani byli w Oddziale
Chirurgii Ogolnej, a potem w Oddziale Chirurgii Onkologicznej Gdynskiego Centrum
Onkologii w Szpitalu Morskim w Gdyni w okresie 1.01.2003 do 31.12.2008. Rak okr¢znicy
byt ich pierwsza chorobg nowotworowa. Przed leczeniem chirurgicznym nie poddawano
chorych terapii onkologicznej. Operacja usuni¢cia guza pierwotnego miejSCOW0o zawsze
spetiata kryteria resekcji radykalnej, chociaz operowano rowniez pacjentdw z obecnoscia
przerzutéw odlegtych. Kobiety stanowity 54,4% (n=62), za§ me¢zczyzni 45,6% (n=52). Wiek
chorych wahat si¢ od 32 do 90 lat. Srednia wieku wyniosta 69,9 lat z mediana 70 lat. Tabela
IIT przedstawia $rednig i mediane czasu przezycia w badanej grupie chorych. Obserwacj¢
pacjentéw ukonczono 30 sierpnia 2010 roku. Przyczyna zgondw chorych zmartych w trakcie
obserwacji byla choroba nowotworowa. Nie wilaczono do badania pacjentdw z rakiem
odbytnicy, poniewaz wielu z nich wymaga leczenia neoadjuwantowego przed operacja w
postaci radio(chemio)terapii (2, 63). To postgpowanie mogtoby wptywac na wyniki oznaczen

immunohistochemicznych ocenianych czynnikow (64, 65).

Tabela III. Srednia i mediana czasu przezycia w miesiacach w obserwowanej grupie chorych
(n=114).

Chorzy zmarli n=29 (25,5%) | Chorzy zyjacy n=85 (74,5%)

srednia 17,2 448

mediana 11 41
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Tabela IV zawiera dane kliniczne dotyczace badanej grupy chorych. Wiek w latach odnosi si¢
do dnia operacji. W rubryce pte¢ ,,K” oznacza kobietg, ,,M” mezczyzng. Podzial histologiczny
oparto o klasyfikacic WHO (66). We wszystkich przypadkach rozpoznano raka
gruczotowego. W grupie tej wyrdzniono nowotwory o zrdéznicowaniu dobrym G1, srednim
G2 1 niskim G3. Raka gruczotowego §luzotwdrczego traktowano jako raka o niskim stopniu
zroznicowania (G3). Okreznice podzielono na czg$¢ prawa (P) obejmujaca katnice, wstepnice,
zagigcie watrobowe, 2/3 blizsze poprzecznicy 1 lewa (L) z dalsza 1/3 czescia poprzecznicy,

zagieciem sledzionowym, zstgpnicg i esicg. Do oceny zaawansowania uzyto skali pTNM (67).

Procedura immunohistochemiczna

Do barwien immunohistochemicznych wykorzystano material tkankowy utrwalony w
4% roztworze formaldehydu i zatopiony w niskotopliwej parafinie. Bloczki parafinowe
krojono na mikrotomie saneczkowym na skrawki grubosci 4 mikronow, ktére nanoszono na
silanizowane szkietka podstawowe.

Odczyny immunohistochemiczne wykonano w 114 przypadkach resekcyjnego raka
okreznicy 1 w 10 z niezmienionej btony §luzowej jelita grubego, stuzacych jako oznaczenie
kontrolne. Po odparafinowaniu i1 przeprowadzeniu do wody destylowanej, skrawki poddano
procedurze odmaskowania w tazni wodnej, umieszczajac je w buforze cytrynianowym ( pH-
6) 1 podgrzewajac do temperatury 99°C przez 40 minut. Endogenng peroksydaz¢ blokowano
inkubujac skrawki w 3% roztworze H,O, przez 10 minut w temperaturze pokojowe;.
Charakterystyka uzytych pierwotnych przeciwciat:

1) CD34 — Monoclonal Mouse Anti-Human firmy Dako, numer kat. M 7165, pierwotne
rozcienczenie przeciwciata 1:50 — inkubacja 30 minut w temperaturze pokojowe;.

System do wizualizacji EnVision firmy Dako, numer kat. K 4011, przez 30 minut.
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Tabela IV. Charakterystyka patokliniczna badanej grupy chorych (n=114).

PARAMETR LICZBA CHORYCH
Wiek - mediana 70 lat Powyzej mediany 60
Ponizej mediany 54
Pleé K-kobieta 62
M-mezczyzna 52
.. _— . Strona prawa (P) 63
Umiejscowienie w okreznicy Strona lewa(L) 5]
Gl 6
Stopien zroznicowania histologicznego | G2 88
G3 20
T1 2
T2 7
Cecha pT T3 91
T4 (atb) 14 (10+4)
NO 68
Cecha pN N1 (atb+c) 28 (11+13+4)
N2 (atb) 18 (11+7)
MO 100
Cecha pM M1 (a+b) 14 (1143)
I 7
Stopien zaawansowania klinicznego II (A+B+C) 57 (53+4+0)
I (A+B+C) 36 (1+32+3)
IV (A+B) 14 (11+3)
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2) VEGF - D ( C-18 ) — Goat Polyclonal IgG firmy Santa Cruz Biotechnology, numer
kat. 7602, pierwotne rozcienczenie przeciwciala 1:200 — inkubacja nocna ( 4°
w lodéwcee). System wizualizacji LSAB firmy Dako, numer kat. K 0690, przez 30
minut.

3) VEGFR-3 ( Flt4, C-20 ) — Rabbit Polyclonal IgG firmy Santa Cruz Biotechnology,
numer kat. 321, pierwotne rozcienczenie przeciwciata 1:200 — inkubacja nocna ( 4° w
lodoéwce). System wizualizacji EnVision firmy Dako, numer kat. K 4011, przez 30
minut.

4) VEGF - C ( C-20 ) — Goat Polyclonal IgG firmy Santa Cruz Biotechnology, numer
kat. 1881, pierwotne rozcienczenie przeciwciala 1:200 — inkubacja nocna ( 4°
w lodowce). System wizualizacji LSAB firmy Dako, numer kat. K 0690, przez 30

minut.

Reakcje barwng uzyskano inkubujac skrawki z roztworem czterochlorowodorku 3,3
dwuaminobenzydyny ( DAB ) przez okoto 10 minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
skrawki podbarwiono hematoksyling Mayera i zamykano w balsamie kanadyjskim. Migdzy
poszczegdlnymi etapami procedury skrawki zanurzano w buforze fosforanowym ( PBS ) dwa
razy po 5 minut. Opracowany w ten sposOb materiatl histopatologiczny ocenito dwodch
niezaleznych patomorfologéw. Do oceny uzyto mikroskopu laboratoryjnego Olympus CX41.
Ekspresj¢ cytoplazmatyczng VEGF-C oraz VEGF-D w komorkach guza oceniano
w 4 stopniowej skali intensywnosci odczynu w zaleznosci od uzyskanej reakcji barwnej:

0 brak odczynu
1+ staby odczyn
2+ S$redni odczyn

3+ intensywny odczyn
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Dodatkowo oceniono w skali 6 stopniowej odsetek komdrek z dodatnim odczynem:

0 - 0% barwigcych si¢ komorek
1 - powyzej 0% do 1%

2 - powyzej 1% do 10%

3 - powyzej 10% do 33%

4 - powyzej 33% do 66%

5 - powyzej 66%

Calkowity wynik oceny ekspresji, czyli tzw. Total Score (TS), uzyskano po zastosowaniu
wzoru: TS = ﬂ, gdzie a — oznacza intensywnos¢ odczynu, b — odsetek komorek z dodatnim
8

odczynem. Wzor zostal opracowany na podstawie przedstawionej przez Allreda 1 wsp.
metody oceny ekspresji receptorow estrogenowych 1 progesteronowych w raku piersi (68, 69).
Guzy uznawano za VEGF-C dodatnie jezeli TS wynosit 5/8 lub wigcej (5/8=mediana).

Guzy uznawano za VEGF-D dodatnie jezeli TS wynosit 7/8 lub wiecej (7/8=mediana).

Ekspresje cytoplazmatyczng receptora VEGFR-3 w komorkach guza oceniono jako:

0- bez ekspresji cytoplazmatycznej receptora

1- obecna ekspresja cytoplazmatyczna receptora

Oceng gestosci naczyn z uzyciem przeciwcial przeciwko CD34 przeprowadzono

metoda zaproponowana przez Weidnera i wsp. (57, 58). Po zeskanowaniu preparatu pod
powiekszeniem 40x i 100x, znajdowano punkty Aot spots, czyli miejsca w ktdrych wystepuje
najwigcej naczyn. W kazdym preparacie wyznaczono trzy takie miejsca. Nastgpnie
w punktach Kot spots pod powigkszeniem 200x zliczano naczynia na jedno pole widzenia.
Powierzchnia pola 0,739 mm?®. Srednig arytmetyczng z trzech pomiaréw okreslono jako

gestos¢ naczyn (GN) 1 uznano za wyktadnik powstawania nowych naczyn.
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Uzyskane wyniki oznaczen odniesiono do:
1) czasu przezycia chorych w miesigcach
2) mediany wieku
3) pflei
4) lokalizacji nowotworu: strona prawa okreznicy versus strona lewa
5) =zakresu naciekania guza (pTi.4), stanu okolicznych weztow chlonnych (pNj.y),
istnienia przerzutow odlegtych (cecha pMy.;),
6) stopnia zaawansowania wg. pTNM (I -1V stopien),

7) zrdznicowania histologicznego guza nowotworowego (G; — Gs3)

Metody statystyczne

Analizy statystycznej dokonano z wykorzystaniem programu Statistica 9.1. Do oceny
zaleznosci miedzy gestoscig naczyn limfatycznych (GN) w podscielisku guza, a nasileniem
ekspresji czynnikow powodujacych ich wzrost, oraz zaleznosci miedzy gestoscig naczyn
(GN), a parametrami patoklinicznymi nowotworu uzyto testu U Manna-Whitneya. Oceny
zalezno$ci miedzy nasileniem ekspresji czynnikéw powodujacych wzrost naczyn
limfatycznych w podscielisku guza a parametrami patoklinicznymi nowotworu dokonano
stosujac test y° Paersona. W przypadku liczno$ci oczekiwanych mniejszych od 5 stosowano
poprawke Yates’a. Analizy przezy¢ dokonano metoda Kaplana-Meiera. Roznice miedzy
czasem przezycia w badanych grupach weryfikowano testem log-rank. Dla wszystkich

obliczen przyj¢to poziom istotnosci 0,05.
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IV. Wyniki

Na rycinach 2-9 przedstawiono obrazy mikroskopowe uzyskanych oznaczen ekspres;ji
cytoplazmatycznej VEGF-C, VEGF-D, receptora VEGFR-3 w komorkach guza oraz

immunoreaktywnosci srodblonka naczyn podscieliska guza w punktach hot spots.

Rycina 2. Obraz mikroskopowy guza VEGF-C ujemnego (powigkszenie 40x, odczyn 1+

w 1% komorek TS=2/8). Strzatka oznaczono wybarwione komorki guza.

Rycina 3. Obraz mikroskopowy guza VEGF-C dodatniego (powigkszenie 40x, odczyn 2+
w 100% komorek, TS=7/8). Strzalka oznaczono wybarwione komorki guza.
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Rycina 4. Obraz mikroskopowy guza VEGF-D ujemnego (powigkszenie 40x, odczyn 1+

w 35% komorek TS=5/8). Strzatka oznaczono wybarwione komdrki guza.

Rycina 5. Obraz mikroskopowy guza VEGF-D dodatniego (powigkszenie 40x, odczyn 3+
w 80% komorek, TS=8/8). Strzatka oznaczono wybarwione komorki guza.
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Rycina 6. Obraz mikroskopowy guza bez ekspresji cytoplazmatycznej receptora VEGFR-3
(powickszenie 40x).

Rycina 7. Obraz mikroskopowy guza z obecng ekspresja cytoplazmatyczng receptora

VEGFR-3 (powigkszenie 40x).

24



Rycina 8. Obraz mikroskopowy wybarwionych, po wyznakowaniu przeciwciatem przeciwko
CD34, naczyn w podscielisku guza - punkt Aot spots (powigkszenie 40x, guz z niska gestoscia

naczyn). Strzalka wskazuje wybarwiony $rédbtonek naczyn.

Rycina 9. Obraz mikroskopowy wybarwionych, po wyznakowaniu przeciwcialem przeciwko
CD34, naczyn w podscielisku guza - punkt hot spots (powigkszenie 40x, guz z wysoka

gestoscig naczyn). Strzatka wskazuje wybarwiony sréddbtonek naczyn.
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W tabeli V przedstawiono wyniki oceny ekspresji czynnikéw VEGF-C 1 VEGF-D
wyrazone jako TS (Total Score), oraz wyniki oznaczen receptora VEGFR-3 (obecnos¢ lub
brak) w cytoplazmie komoérek guza u poszczegdlnych chorych. Guzy VEGF-C i1 VEGF-D
dodatnie (TS réwny lub powyzej mediany), ktorym towarzyszyta obecnos$¢ receptora
VEGFR-3 przydzielono do grupy A. Jezeli w guzie pierwotnym chociaz jeden z badanych
markerow VEGF-C 1 VEGF-D przybral wartos¢ TS ponizej mediany, to bez wzgledu na stan
receptora VEGFR-3, taki guz byl przydzielony do grupy B. Brak obecnosci receptora
VEGFR-3, bez wzgledu na nasilenie ekspresji VEGF-C 1 VEGF-D, réwniez determinowat
przynaleznos¢ do grupy B. Tym samym dokonano podzialu pacjentow na grupe A o nasilone;j
ekspresji czynnikéw limfangiogennych i na grupe B o mniej wyrazonej ekspresji czynnikow
limfangiogennych. W tabeli V przedstawiono réwniez gestosci naczyn limfatycznych
w podscielisku guza w materiale wlasnym. Do grupy A zaliczono 46 (40%) przypadkow
pierwotnego raka okreznicy, a do grupy B 68 (60%) takich nowotworéw. Srednia gesto$é
naczyn na jedno pole widzenia w badanym materiale wynosita 52,87 przy medianie 45,75.
Warto$¢ maksymalna 175, warto$§¢ minimalna 13, odchylenie standardowe 28,05. Analizujac
wyniki oznaczen w grupie kontrolnej w wycinkach ze zdrowej btony $luzowej jelita grubego
(n=10) stwierdzono TS dla VEGF-C i VEGF-D ponize] mediany oznaczonej w tkance
nowotworowej. Nie wykazano cytoplazmatycznej ekspresji receptora VEGFR-3 w zdrowe;j
btonie Sluzowej jelita. W tabeli VI przedstawiono wyniki oznaczen poszczegdlnych
czynnikdbw wzrostu naczyn limfatycznych w podscieliska guza w odniesieniu do ich

liczebnosci w badanej grupie (n=114).

W niektérych przypadkach, na potrzeby analizy statystycznej, taczono grupy
ocenianych parametréw patoklinicznych, ze wzgledu na ich mata liczebnosé: T1+T2 vs

T3+T4, G1+G2 vs G3, stopnie zaawansowania klinicznego [+II vs [TI+IV.
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Tabela V. Nasilenie ekspresji czynnikow VEGF-C, VEGF-D wyrazone jako Total Score (TS),
stan receptora VEGFR-3, przynaleznos¢ do grupy A lub B, gestosci naczyn limfatycznych

(GN) w analizowanym materiale.

Lp. VEGF-C VEGF-D VEGFR-3* GRUPA GUZOW OZNACZONYCH Ge;sto,sc
JAKO: naczyn**
TS TS cytoplazma Alub B GN
1 7/8 8/8 1 A 50
2 6/8 8/8 1 A 70
3 6/8 7/8 0 B 55,5
4 6/8 7/8 1 A 51,5
5 6/8 8/8 1 A 81,5
6 7/8 8/8 1 A 53,5
7 8/8 7/8 1 A 47
8 4/8 8/8 0 B 48
9 5/8 6/8 1 B 35,5
10 0/8 7/8 1 B 38
11 5/8 6/8 1 B 20,5
12 5/8 6/8 0 B 27,5
13 0/8 0/8 1 B 18,5
14 7/8 8/8 1 A 39
15 2/8 6/8 1 B 18
16 7/8 7/8 1 A 42,5
17 5/8 7/8 0 B 34
8 6/8 8/8 1 A 48,5
19 2/8 6/8 1 B 48
20 5/8 6/8 1 B 20
21 6/8 7/8 1 A 39
22 4/8 3/8 0 B 56
23 4/8 7/8 0 B 39
24 7/8 7/8 1 A 70,5
25 6/8 8/8 1 A 13
26 3/8 4/8 1 B 42
27 0/8 7/8 1 B 43
28 5/8 5/8 1 B 34
29 6/8 7/8 0 B 35
30 7/8 7/8 1 A 32
31 4/8 5/8 1 B 42,5
32 4/8 6/8 1 B 46,5
33 7/8 7/8 1 A 41,5
34 4/8 7/8 1 B 25
35 7/8 7/8 1 A 39,5
36 5/8 6/8 1 B 34
37 6/8 7/8 1 A 121
38 6/8 7/8 1 A 45
39 5/8 7/8 1 A 75,5
40 6/8 7/8 1 A 46,5
41 3/8 7/8 0 B 88,5
42 3/8 7/8 1 B 42,5
43 0/8 4/8 1 B 44
44 0/8 7/8 1 B 31
45 0/8 6/8 1 B 76
46 3/8 7/8 1 B 71
47 0/8 5/8 0 B 75
48 3/8 5/8 1 B 41,5
49 0/8 6/8 0 B 125
50 5/8 6/8 1 B 71
51 0/8 6/8 1 B 23,5
52 3/8 8/8 1 B 142,5
53 6/8 8/8 1 A 15,5
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54 0/8 4/8 1 B 35
55 5/8 4/8 1 B 43
56 6/8 8/8 0 B 49,5
57 6/8 7/8 1 A 18,5
58 5/8 8/8 1 A 73,5
59 0/8 7/8 1 B 42
60 5/8 7/8 1 A 45,5
61 0/8 5/8 1 B 28,5
62 5/8 7/8 1 A 55,5
63 6/8 7/8 0 B 99,5
64 7/8 8/8 1 A 90
65 6/8 7/8 1 A 41
66 0/8 5/8 1 B 73,5
67 3/8 6/8 1 B 27
68 5/8 5/8 1 B 63,5
69 3/8 6/8 1 B 28,5
70 7/8 8/8 1 A 42
71 3/8 5/8 1 B 29
72 6/8 7/8 1 A 39,5
73 0/8 6/8 1 B 53,5
74 4/8 6/8 1 B 32,5
75 5/8 7/8 1 A 46
76 5/8 8/8 1 A 59,5
77 5/8 7/8 1 A 27,5
78 6/8 6/8 1 B 45,5
79 4/8 6/8 1 B 49,5
80 4/8 5/8 1 B 21
81 0/8 7/8 1 B 52,5
82 0/8 4/8 1 B 32,5
83 6/8 7/8 1 A 82
84 8/8 6/8 1 B 80,5
85 5/8 6/8 1 B 35
86 3/8 6/8 1 B 48,5
87 6/8 8/8 1 A 40,5
88 6/8 7/8 1 A 99
89 6/8 7/8 1 A 67,5
90 4/8 5/8 1 B 46,5
91 4/8 6/8 1 B 45,5
92 6/8 8/8 1 A 63
93 6/8 6/8 1 B 58
94 0/8 7/8 1 B 41,5
95 7/8 8/8 1 A 28
96 0/8 6/8 1 B 63,5
97 0/8 7/8 1 B 37,5
98 6/8 8/8 1 A 16,5
99 4/8 7/8 1 B 55,5
100 7/8 8/8 1 A 175
101 0/8 6/8 1 B 78,5
102 3/8 8/8 1 B 49,5
103 0/8 6/8 1 B 26
104 3/8 7/8 1 B 39,5
105 3/8 7/8 1 B 72
106 6/8 7/8 1 A 87
107 6/8 7/8 1 A 105
108 7/8 7/8 1 A 145
109 5/8 8/8 1 A 46
110 5/8 7/8 1 A 106,5
111 0/8 6/8 1 B 39
112 5/8 7/8 1 A 68
113 5/8 7/8 1 A 64,5
114 5/8 6/8 1 B 59

*receptor obecny: 1, receptor nicobecny: 0; **gesto$é naczyn w polu widzenia 0.739mm?
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Tabela VI. Wyniki oceny ekspresji poszczegdlnych czynnikdw wzrostu naczyn limfatycznych
w badanej grupie (n=114).

Wiyniki oceny ekspresji cytoplazmatycznej badanych Liczba guzow w badanej
czynnikéw wzrostu naczyn w podscielisku guza grupie n=114 (%)
VEGF-C guzy VEGF-C dodatnie 65 (57%)
guzy VEGF-C ujemne 49 (43%)
guzy VEGF-D dodatnie 69 (61%)
VEGF-D
guzy VEGF-D ujemne 45 (39%)
obecnosc 102 (89%)
Ekspresja receptora VEGFR-3
brak 12 (11%)
200
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140 | ° °
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Liczba pacjentéw w badanej grupie n=114

Rycina 10. Rozproszenie ocenianej gestosci naczyn limfatycznych podscieliska guza w

badanym materiale wtasnym n=114.
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Celem zastosowania odpowiedniego testu statystycznego do oceny zaleznosci migdzy
ekspresja czynnikdw wptywajacych na wzrost naczyn limfatycznych w wydzielonych
grupach A 1 B a ich gestosciag w podscielisku guza, dokonano oceny rozkladu zmiennej GN

w badanej grupie n=114. Wynik oceny rozktadu przedstawia rycina 11.

Zmienna: Gesto$é naczyn, Rozktad: Normalny
Test chi-kwadrat = 37,95510, df = 8 (dopasow.) , p = 0,00001
351
30 r
g
E 25
:
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N 15
£
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Kategoria (gérna granica)

Rycina 11. Wykres obrazujacy rozktad zmiennej ggstos¢ naczyn (GN) w badanym materiale,
p=0,00001, rozktad r6zny od normalnego.

Poniewaz rozklad zmiennej GN byl rézny od normalnego, do oceny zalezno$ci miedzy
ekspresja czynnikdw wptywajacych na wzrost naczyn limfatycznych w podscielisku guza
a ich gestoscig, uzyto testu nieparametrycznego (test U Manna-Whitneya). Wynik oceny

badanej zaleznosci przedstawiono w tabeli VIL.

Tabela VII. Zalezno$¢ pomigdzy ekspresja czynnikow wptywajacych na wzrost naczyn
limfatycznych w podscielisku guza (grupy A i B), wzglgdem zmiennej - ggstos¢ naczyn (GN),
(test U Manna-Whitneya).

Gestos¢ naczyn (GN) Grupa A Grupa B p=0,037
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Wykazano zalezno$¢ pomigdzy ekspresja czynnikow wpltywajacych na wzrost naczyn
limfatycznych, a gestoscia naczyn w podscielisku guza. Zalezno$¢ ta jest znamienna
statystycznie  (p=0,037). Zaobserwowano wigkszg gestos¢ naczyn limfatycznych
w nowotworach z grupy o wigkszym nasileniu ekspresji czynnikéw limfangiogennych

1 wykazujacych ekspresje receptora dla tych czynnikow.
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Rycina 12. Wykres ,,ramka-wasy” obrazujacy rozktad gestosci naczyn w grupach A i B.
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Srednie gestosci naczyn w grupach A i B
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Grupy A i B T Srednia+0,95 Przedz. ufn.

Rycina 13. Wykres obrazujacy Srednie ggstosci naczyn w podscielisku guza w grupach A i1 B.

W tabeli VIII przedstawiono wyniki analizy relacji pomigdzy gestoscig naczyn podscieliska
guza a parametrami patoklinicznymi w materiale wlasnym. Zastosowano do porownan test U
Manna-Whitneya. Z analizy tabeli VIII wynika, Zze oceniane parametry patokliniczne raka

okreznicy nie wykazywaty zwiazku z gesto$cia naczyn limfatycznych.

Tabela VIII. Relacje pomigdzy gestoscia naczyn w podscieliska guza (GN), a parametrami

patoklinicznymi w materiale wtasnym (n=114, test U Manna — Whitneya).

Parametr Gestos¢ naczyn (GN)
p=
wiek > 70 lat vs. wiek < 70 lat 0,6
kobiety vs. mezczyzni 0,4
guz w okreznicy po prawej vs. po lewej 0,49
pT1 +pT2 vs. pT3 +pT4 0,21
N(+) vs. NO 0,86
M1 vs. MO 0,77
wg pTNM: I+ 11 vs. II+IV 1
G1+G2 vs. G3 0,77
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Tabela IX przedstawia wyniki analizy relacji pomiedzy ekspresja czynnikéw wplywajacych

na wzrost naczyn limfatycznych w grupach A i1 B a parametrami patoklinicznymi

. . 2
w ocenianym materiale wlasnym. Zastosowano test y~ Pearsona.

Tabela IX. Test y* Pearsona: relacje pomiedzy nasileniem ekspresji czynnikéw

limfangiogennych (grupa A vs grupa B) a parametrami patoklinicznymi.

Grupa A Grupa B
Parametr licznosci licznoSci Chir2
obserwowane obserwowane p
. . . . , . Pearsona
(licznosci (licznosci
oczekiwane) oczekiwane)
wiek > 70 lat 22 (24,21) 38 (35,79) 0.71 0.39
wiek <70 lat 24 (21,79) 30 (32,21) ’ ’
kobiety
LT 24 (25,02) 38 (36,98)
mezezyzni 22 (20.98) 30 (31.02) 0,15 0,69
okreznica po prawej 16 (25,42) 47 (37,58)
okre¢znica po lewej 30 (20,58) 21 (30,42) 13,08 0,0002
pT1 +pT2 3 (3,63) 6 (5,37) 0,01 0.92
pT3 +pT4 43 (42,37) 62 (62,63) popr.Yatesa ’
N(+) 16 (18,56) 30 (27,44)
NO 30 (27,44) 38 (40,56) 0,99 0,31
M1 3 (5,65) 11 (8,35)
MO 43 (40.35) 57 (59,65) 2,37 0,12
zaawansowanie
[+I1 29 (25,82) 35 (38,18)
TV 17 (20.18) 33 (29.82) 149 0,22
zrdznicowanie
GI1+G2 44 (38,33) 51 (56,67)
G3 2 (7,67) 17 (11,33) 8,42 0,003
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Oceniane parametry patokliniczne wykazaly zwiazek z nasileniem ekspresji czynnikdéw
limfangiogennych w podscielisku guza, co przedstawiono w tabeli IX. Wykazano znamienng
statystycznie zalezno$¢ pomigdzy wzmozona ekspresja czynnikow wptywajacych na wzrost
naczyn w podscielisku guza a umiejscowieniem raka w lewej polowie okreznicy (p=0,0002).
Stwierdzono w badanym materiale, ze guzy bardziej zréznicowane, w odroznieniu od
nowotworow  nisko zrdéznicowanych, czesciej wyrazaja nasilong ekspresje czynnikow
limfangiogennych (p=0,003). Nalezy réwniez zwrdci¢é uwage na to, ze wigkszos¢ guzow
(89%) w badanej grupie n=114 wykazala ekspresje cytoplazmatyczng receptora VEGFR-3
(tabela VI). Ryciny 14 i 15 przedstawiaja dwuwymiarowy rozklad parametrow

patoklinicznych, dla ktérych wykazano zaleznos¢ testem x> Pearsona w grupach A i B.

Rozktad dwuwymiarowy: Grupy A i B x Lokalizacja guza w
okreznicy: P-strona prawa, L-strona lewa

‘S0P BOZANY,

Rycina 14. Dwuwymiarowy rozktad w grupach A i1 B dla lokalizacji guza w okr¢znicy.
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Rozktad dwuwymiarowy: Grupy A i B x Stopien zroznicowania
histologicznego: G1+G2, G3

Rycina 15. Dwuwymiarowy rozktad w grupach A 1 B dla stopnia zrdznicowana

histologicznego raka okr¢znicy.

Funkcja przezycia dla badanej grupy n=114
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Rycina 16. Krzywa przezycia Kaplana-Meiera dla badanej grupy, n=114.
mediana = 37 miesiecy

- = * prawdopodobienstwo przezycia 5 lat = 0,68
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Na rycinach 17-24 przedstawiono krzywe przezycia dla ocenianych parametréw

patoklinicznych raka okreznicy w badanej grupie chorych n=114.

Prawdopodobieristwo przezycia Kaplana-Meiera w zaleznosci od mediany wieku
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Rycina 17. Prawdopodobienstwo przezycia w badanej grupie n=114 w zaleznosci od mediany

wieku, p=0,002.

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera w zaleznosci od
plci
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Rycina 18. Prawdopodobienstwo przezycia w badanej grupie n=114 w zaleznosci od pfci,
p=0,08.
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Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera w zaleznosci od
lokalizacji guza
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Rycina 19. Prawdopodobienstwo przezycia w grupie n=114 w zaleznosci
w okreznicy, p=0,84.

od potozenia raka

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera w zaleznosci od
cechy T
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Rycina 20. Prawdopodobienstwo przezycia w grupie n=114 w zaleznosci od cechy pT,

p=0,64 .
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Prawdopodobienistwo przezycia Kaplana-Meiera w zaleznosci od
cechy N
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Rycina 21. Prawdopodobienstwo przezycia w grupie n=114 w zaleznosci od cechy pN,
p=0,09.

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera w zaleznosci od
cechy M
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Rycina 22. Prawdopodobienstwo przezycia w grupie n=114 w zaleznosci od cechy pM,
p=0,001.
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Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera w zaleznosci od
stopnia zaawansowania
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Rycina 23. Prawdopodobienstwo przezycia w grupie n=114 w zaleznosci od stopnia

zaawansowania klinicznego choroby nowotworowej, p=0,01.

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera w zaleznosci od
stopnia zréZznicowania histologicznego nowotworu
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Rycina 24. Prawdopodobienstwo przezycia w grupie n=114 w zaleznosci od stopnia

zrdéznicowania histologicznego nowotworu, p=0,76.
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Na rycinie 25 przedstawiono prawdopodobienstwo przezycia w zaleznosci od aktywnosci
czynnikow wptywajacych na wzrost naczyn limfatycznych w podscielisku guza (grupy A i B)
oraz prawdopodobienstwo przezycia w zaleznosci od mediany gestosci naczyn limfatycznych

w podscielisku - rycina 26.

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera w zaleznosci od
aktywnosci czynnikéw czynnikéw wptywajgcych na wzrost naczyn
(grupy A'i B)
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Rycina 25. Prawdopodobienstwo przezycia w zaleznosci od aktywnosci czynnikéw

wplywajacych na wzrost naczyn w podscielisku guza (grupy A i B).

Prawdopodobienstwo przezycia Kaplana-Meiera w zaleznosci od
mediany gestosci naczyn
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Rycina 26. Prawdopodobienstwo przezycia w badanej grupie n=114 w zaleznosci od mediany

gestosci naczyn w podscielisku guza.
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W tabeli X przedstawiono wyniki testu log-rank w analizie czasu przezycia w odniesieniu do
aktywnosci czynnikow wptywajacych na wzrost naczyn w podscielisku guza oraz mediany
ich gestosci.

Tabela X. Wyniki testu log-rank w analizie czasu przezycia w odniesieniu do badanych
parametrow.

Test log-rank

Parametr
-p=
Gestos¢ naczyn na 1 pole widzenia: powyzej 0.97
45,75 / ponizej 45,75 ’
Aktywno$¢ czynnikdw wplywajacych na wzrost 073

naczyn w podscielisku guza: grupa A/grupa B

Jak wynika z tabeli X analizowane parametry, jak aktywno$¢ czynnikow wptywajacych na
wzrost naczyn limfatycznych w podscielisku guza oraz gestos¢ naczyn limfatycznych nie

oddziatywaty na dtugos¢ przezycia pacjentow.
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V. Dyskusja

Wyniki leczenia raka jelita grubego s3 wcigz niezadowalajace. Wiagze si¢ to ze zbyt
poznym rozpoznawaniem choroby oraz z niedoskonalos$cig metod stosowanych w leczeniu
1 trybie obserwacji pacjenta. Wazng rol¢ w planowaniu tych procesow odgrywa poznanie
wlasciwego potencjatu biologicznego nowotworu. Rodzi to koniecznos¢ poszukiwania
nowych, skuteczniejszych metod diagnostyki, w tym na poziomie ogniska pierwotnego
choroby nowotworowej. Poznawane w ten sposdb nowe cechy guza mogg okazac si¢ wysoce
przydatne w ustaleniu rokowania oraz w celach predykcyjnych. Przyktadem takich odkry¢
jest ustalenie zwigzku pomiedzy brakiem mutacji w genie K-ras w komoérkach raka okreznicy
i celowoscia wdrozenia chemioterapii cetuksymabem, czy tez wykrycie receptoréw
herceptynowych na komorkach raka zotadka i celowo$¢ leczenia trastuzumabem tych
chorych. Ingerencja w strukture krwiono$nej sieci naczyniowej guza pierwotnego i jego
przerzutéw jest juz uznang metoda leczenia raka jelita grubego (2, 70-72). W pracy podjeto
probe oceny ekspresji czynnikow zwigzanych z tworzeniem naczyn limfatycznych w guzie
pierwotnym raka okreznicy oraz przeprowadzono analiz¢ znaczenia gestosci tych naczyn
w raku w powigzaniu z badanymi czynnikami oraz z ogdlnie ocenianymi parametrami
patoklinicznymi i z rokowaniem. Obecnie za najwazniejszy i niezalezny czynnik rokowniczy
w raku jelita grubego uwaza si¢ stopien zaawansowania choroby nowotworowej wg pTNM
oraz zwigzane z nim parametry takie jak: miejscowe zaawansowanie guza pierwotnego
wyrazone glebokoscig naciekania przez $ciang jelita, stan okolicznych weztdw i obecno$é
przerzutéw w narzadach odlegtych (67, 73). Podstawa do przeprowadzenia przedstawionego
w pracy badania byt material 114 pacjentow poddanych operacji usunigcia pierwotnego raka
okreznicy. Zgodnie z oczekiwaniami zaawansowanie choroby w tej grupie chorych

oddziatywato na rokowanie (ryc.22 1 23).
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Naczyniowo-$rodnabtonkowe czynniki wzrostu C 1 D (VEGF-C i VEGF-D) oraz
obecny w blonie komorek srodbtonka naczyn limfatycznych receptor VEGFR-3, naleza do
uznanych czynnikéw wplywajacych na wzrost naczyn limfatycznych w podscielisku guza
(44, 46). Do oceny ekspresji omawianych czynnikow wykorzystuje si¢ kilka metod pomiaru.
Naleza do nich metody immunohistochemiczne z wykorzystaniem skrawkéw parafinowych
resekowanego guza 1 przeciwcial skierowanych przeciwko badanym czynnikom. Mozna
oznacza¢ je w tescie immunoenzymatycznym (ELISA), a takze wykorzystujac reakcje
tancuchowa polimerazy DNA z analiza w czasie rzeczywistym (technika RT-PCR). Jak
dotychczas metoda immunohistochemiczna nalezy do najszerzej stosowanych w celu

stwierdzenia obecnosci 1 nasilenia ekspresji badanych w niniejszej pracy czynnikow (74).

W odniesieniu do VEGF-C oznaczanym immunohistochemicznie, obserwowane czgstosci
jego wystepowania w komorkach raka jelita grubego wahaja sie od 47% do 67%. Za
kryterium  jego  obecnoSci  autorzy najczgsciej przyjmuja  dodatniga  reakcje
immunohistochemiczng dotyczaca powyzej 10% komorek guza (75-77). W jednym z badan
dotyczacych ekspresji VEGF-C w raku jelita grubego, autorzy potaczyli dwie skale oceny
ekspresji tego czynnika: intensywnos¢ badanego odczynu (skala punktowa od 0 do 3)
i procent komdrek, ktérych dana intensywno$¢ dotyczyta (skala punktowa od 0 do 4). Guzy
uwazano za VEGF-C dodatnie, jezeli suma punktéw z obu skal byla wieksza lub réwna 3.
W przytaczanej pracy odsetek guzéw okreslonych jako VEGF-C dodatnie wyniost 68% (78).
Podobne czgstosci oznaczen immunohistochemicznych VEGF-C uzyskano w badaniu
dotyczacym raka przetyku (51%) oraz niedrobnokomoérkowego raka pluca (60%). W
pierwszym z nich za kryterium obecnosci ekspresji, przyjeto odsetek komorek z dodatnim
odczynem (powyzej 30%) w drugim intensywnos¢ odczynu ( 2 1 3 punkty w skali od 0 do 3)

(79, 80).

43



VEGF-D bywa oznaczany z czgstoscia od 30% do 74% przypadkéw raka jelita
grubego. Za kryterium jego obecnosci w pracy Onogawy i wsp., w ktdorej wykorzystano
metode immunohistochemiczna, przyjeto dodatnig reakcj¢ immunohistochemiczng dotyczaca
powyzej 10% komorek guza (75). W pracy White’a i wsp. wykazano ekspresje VEGF-D
we wszystkich badanych 84 rakach jelita grubego. Autorzy w 22 (26%) przypadkach
ekspresj¢ okreslili jako niska, a w 64 (74%) jako wysoka wg zastosowanej w badaniu
czterostopniowej skali intensywnosci odezynu. W badaniu oceniane zaleznosci odnoszono do
guzow z wysoka ekspresja VEGF-D (81). W kazdym z opisanych sposobow oceny ekspresji,
ostateczny  wynik  wydaje si¢  by¢  obarczony pewnym  subiektywizmem.
Z badawczego punktu widzenia bardziej obiektywna metoda oceny ekspresji badanych
czynnikéw VEGF-C oraz VEGF-D jest metoda 13aczaca oceng¢ intensywnosci odczynu
w komorkach guza, z oceng odsetka komorek, ktorych ten odczyn dotyczy. W materiale
wlasnym do oceny ekspresji cytoplazmatycznej czynnikow VEGF-C 1 VEGF-D zastosowano
metode, w ktorej potagczono oceng intensywnosci odczynu immunohistochemicznego
z odsetkiem komdrek, w ktorych on wystapil, a catkowity wynik ekspresji wyrazono jako TS
(Total Score) (tabela V). Wzor stuzacy do obliczenia TS opracowano na podstawie
przedstawionej przez Allreda i wsp. metody oceny ekspresji receptorow estrogenowych
1 progesteronowych w raku piersi (68, 69). Za punkt graniczny, okreslajacy czy guz wykazuje
dodatniag czy ujemna ekspresj¢ VEGF-C lub VEGF-D, przyjeto w obu przypadkach mediane
TS, odpowiednio dla VEGF-C 5/8 a dla VEGF-D 7/8. Stwierdzono w ten sposdb w badanym
materiale wlasnym 65 (57%) guzéw z dodatnig ekspresja VEGF-C oraz 69 (61%) guzow z
dodatnig ekspresja VEGF-D (tabela VI). Otrzymane wyniki sg zblizone do uzyskanych przez

cytowanych powyzej autorow.

W przypadku VEGFR-3 jego obecnos¢ w komorkach nowotworowych wykazano

miedzy innymi w raku jelita grubego oraz w raku zotadka. W badaniu Witte’a i wsp.
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stwierdzono metoda immunohistochemiczng ekspresj¢ receptora VEGFR-3 w komdrkach
raka jelita grubego u 46 (83%) z 56 bioracych udzial w badaniu pacjentéw (82). W badaniu
dotyczacym raka zotadka, w ktorym zastosowano technike RT-PCR, obecnos¢ receptora
w komorkach raka wykazano w 8 (16%) z 50 badanych guzéw (83). W innym badaniu
dotyczacym ekspresji receptora VEGFR-3 w komorkach raka zotadka, z zastosowaniem
techniki RT-PCR oraz metody immunohistochemicznej, wykazano jego ekspresje w 34 (67%)
z 51 badanych rakéw. Zaobserwowano tez ekspresj¢ receptora w jadrze komdrkowym
komorek raka (84). Ekspresje receptora VEGFR-3 w materiale wtasnym okreslono
dwustopniowo, jako obecnos¢ lub brak ekspresji receptora (tabele V 1 VI). Podobnie VEGFR-
3 oceniali inni autorzy, dodatkowo oceniajac odsetek komodrek z wyrazong ekspresja (82) lub
jej nasilenie (84). W moim materiale obecno$¢ receptora wykazano w 102 (89%)
przypadkach raka okreznicy (tabela VI) 1 jest to wynik podobny do uzyskanego przez Witte’a

1 wsp. (82).

W wielu doniesieniach dotyczacych raka jelita grubego autorzy wykazuja zaleznos$ci
pomiedzy ekspresja czynnikow wplywajacych na wzrost naczyn limfatycznych
towarzyszacych guzowi nowotworowemu a parametrami patoklinicznymi 1 rokowaniem w
raku jelita grubego. W pracy Hu i wsp. obejmujacej materiat 69 rakéw jelita grubego, poziom
ekspresji VEGF-C wykazywat znamienng zaleznos¢ z przerzutowo zmienionymi wezlami
chlonnymi (p=0,011) i stopniem zaawansowania choroby nowotworowej (p<0,01). W
doniesieniu wykazano rdwniez znamienng zalezno$¢ pomiedzy ekspresja VEGF-C a
calkowitym czasem przezycia i czasem wolnym od nawrotu choroby. Catkowity czas
przezycia i czas wolny od nawrotu byly krotsze u pacjentow, u ktdrych stwierdzono wysoka
ekspresje VEGF-C (85). Praca Soumaoro 1 wsp. przedstawia wyniki zaleznosci pomiedzy
ekspresja  VEGF-C a takimi parametrami jak: wiek, pte¢, stopien zrdznicowania

histologicznego, gltebokos¢ nacieku guza (cecha pT), obecnos¢ przerzutdéw do weztow
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chtonnych, inwazja naczyn limfatycznych czy stopnien zaawansowania klinicznego choroby
wg pTNM. Wykazano w pracy istotng statystycznie zalezno$¢ miedzy ekspresja czynnika
typu-C a przerzutami do weziéw chtonnych, inwazja naczyn limfatycznych oraz stopniem
zaawansowania klinicznego nowotworu wg pTNM. W przypadku pozostatych badanych
parametréw wyniki byly nieznamienne statystycznie. Wykazano réwniez wplyw ekspresji
czynnika VEGF-C na wynik odlegly leczenia (grupa z ekspresja VEGF-C vs bez ekspresji, p=
0,028). Czas przezycia pacjentow u ktorych wykazano ekspresj¢ VEGF-C byl znamiennie
krétszy w pordwnaniu z czasem przezycia pacjentdw, u ktérych ekspresji nie wykazano. W
analizie wieloczynnikowej wg modelu Coxa nie potwierdzono jednak roli VEGF-C jako
niezaleznego czynnika rokowniczego (78). W badaniu Maedy i wsp. analizowano metoda
immunohistochemiczng ekspresj¢ VEGF-C w materiale 221 wczesnych rakow jelita grubego
(pT1). W przedstawionym materiale cytowanej pracy u 20 pacjentow stwierdzono obecnosé
przerzutéw w weztach chtonnych, natomiast u 201 nie stwierdzono zmienionych przerzutowo
weztow chtonnych.  Wykazano znamienng zalezno$¢ miedzy ekspresja VEGF-C a
przerzutami w wezlach chtonnych w badanych grupach (N+ vs N-). Autorzy pracy zwrocili
uwage na to, ze ekspresja VEGF-C moze by¢ niezaleznym czynnikiem poprzedzajacym
pojawienie si¢ przerzutow do weztow chlonnych we wczesnym raku jelita grubego (86).
Wyniki badania przeprowadzonego przez Kazame i1 wsp., dotyczacego wczesnego raka jelita
grubego, sugeruja, ze nadekspresja VEGF-C jest specyficznym czynnikiem ryzyka
wystgpienia przerzutow w weztach chtonnych we wczesnym raku jelita grubego (87).
Kawakami 1 wsp. w pracy oceniajacej ekspresje naczyniowo srédnablonkowego czynnika
wzrostu C z zastosowaniem metody immunohistochemicznej oraz techniki RT-PCR,
przedstawili wyniki zalezno$ci w odniesieniu do parametréow patoklinicznych raka jelita
grubego. Uzyskano znamienne zalezno$ci pomiedzy poziomem VEGF-C w tkankach guza

oznaczonego technika RT-PCR, a przerzutami do weztow chionnych oraz inwazja naczyn
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limfatycznych. Poziom VEGF-C w tkankach guza, oznaczony technika RT-PCR, korelowat z
jego ekspresja oznaczong metodg immunohistochemiczng. W pracy nie wykazano zaleznosci
migdzy poziomem VEGF-C w tkankach guza a pozostalymi znanymi parametrami
patoklinicznymi raka jelita grubego (88). W doniesieniu badaczy argentynskich, w ktorym
oceniono materiat 55 rakdw okreznicy, nie wykazano zaleznosci migdzy ekspresja VEGF-C a
stopniem zroznicowania histologicznego raka. Badanie przeprowadzono w dwoéch grupach
chorych wydzielonych ze wzgledu na stopien zroznicowania gruczolakoraka (89). W pracy
oceniajace] wpltyw nasilenia ekspresji VEGF-D na parametry patokliniczne nowotworu,
autorstwa White'a 1 wsp. wykazano zalezno$¢ miedzy wysoka ekspresja VEGF-D a
obecnos$cia przerzutow w wezlach chlonnych, nawrotem choroby i zgonami z powodu
nowotworu. Nie wykazano zaleznosci migdzy nasileniem ekspresji VEGF-D a stopniem
zrdznicowania histologicznego i stopniem zaawansowania choroby wg klasyfikacji Dukes’a
(81). Onogawa 1 wsp. wykazali zaleznos¢ migdzy ekspresja VEGF-D a glgbokoscia nacieku w
Scianie jelita, obecnoscig przerzutow w weztach chlonnych oraz obecnoscig przerzutéw
odlegtych w watrobie. Takie parametry jak: inwazja naczyn limfatycznych i krwionos$nych
oraz typ histologiczny nowotworu nie miaty zwigzku z nasileniem ekspresji VEGF-D. Czas
przezycia pacjentow, u ktdrych wykazano ekspresje VEGF-D, byt znamiennie krotszy w
porownaniu z pacjentami u ktorych ekspresji VEGF-D nie wykazano (p<0,05) (75). W swojej
pracy Hu i wsp. wykazali zalezno$¢ migdzy ekspresja VEGF-D a wiekiem pacjentdw
(p=0,013), glebokoscia nacieku raka w $cianie jelita (p=0,013) i przerzutami do wezlow
chtonnych (p=0,028). Wykazano rowniez zalezno$¢ migdzy catkowitym czasem przezycia
oraz czasem wolnym od nawrotu choroby. Catkowity czas przezycia i czas wolny od nawrotu
byl krotszy u pacjentéw z wysoka ekspresja VEGF-D (85). Podobne wyniki dotyczace
zaleznosci miedzy ekspresjg czynnikdéw wplywajacych na wzrost naczyn w podscielisku guza

a parametrami patoklinicznymi nowotworu uzyskano w badaniach dotyczacych raka zotadka

47



oraz raka przetyku. W pierwszym z nich wykazano zalezno$¢ mig¢dzy ekspresja VEGF-C 1 -D
a inwazjg naczyn limfatycznych oraz migedzy ekspresja VEGF-C a obecnoscia przerzutéw do
weztéw chtonnych (83). W badaniu dotyczacym raka przetyku, w ktérym analizowano guzy
pT1, potwierdzono zaleznos¢ miedzy ekspresja VEGF-C a inwazja naczyn limfatycznych i
obecnoscig przerzutow w weztach chtonnych (79). W doniesieniu dotyczacym raka jelita
grubego, przedstawiajagcym wyniki oceny ekspresji receptora VEGFR-3, w grupie pacjentow,
w ktdrej ekspresja receptora dotyczyta powyzej 25% komorek, wykazano znamiennie krotszy
czas przezycia w porownaniu z grupg, w ktorej ekspresja receptora dotyczyta mniejszego
odsetka komorek (p<0,05). Nie odnotowano w pracy zaleznosci migdzy ekspresja receptora a
obecnoscia przerzutow w weztach chtonnych oraz glgbokoscia nacieku guza w $cianie jelita
(82). Autorzy cytowanych prac odnosili wyniki ekspresji pojedynczych czynnikéw wzrostu
naczyn limfatycznych do parametréw patoklinicznych. W zadnym z przedstawianych badan
nie podjeto proby wydzielenia grup pod katem jednoczesnej nasilonej ekspresji kilku
czynnikow wptywajacych na wzrost tych naczyn. W pracy wlasnej na podstawie wykonanych
oznaczen badanych czynnikow wplywajacych na wzrost naczyn limfatycznych
towarzyszacych guzowi nowotworowemu, wydzielono dwie grupy guzow: grupe A
stanowigca guzy, w ktorych wykazano wysoka ekspresj¢ czynnikéw limfangiogennych i
grupe B, ktoéra stanowily guzy z niskg ekspresja czynnikow limfangiogennych (tabela V).
Ocene zaleznosci miedzy czynnikami wplywajagcymi na wzrost naczyn limfatycznych a
parametrami patoklinicznymi raka okreznicy odniesiono do opisanych 1 wydzielonych grup.
W ocenianym materiale wlasnym uzyskano znamienne statystycznie wyniki zaleznos$ci
miedzy czynnikami wptywajacymi na wzrost naczyn w podscielisku guza (grupy A 1 B) a
jego umiejscowieniem w okreznicy (okrgznica po prawej vs po lewej, p=0.0002) oraz
stopniem zréznicowania histologicznego nowotworu (p=0,003; tabela IX, ryciny 14 1 15). Nie

wykazano istotnych zaleznosci migdzy pozostalymi ocenianymi parametrami takimi jak:
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wiek, pte¢, cecha pT, cecha pN, cecha pM oraz stopien zaawansowania klinicznego choroby
nowotworowej (tabela IX). Nie wykazano rdwniez zaleznosci miedzy ekspresja czynnikdéw
wpltywajacych na wzrost naczyn limfatycznych w podscielisku guza w grupach A i B a

czasem przezycia (rycina 25).

Do oceny gestosSci  naczyniowe]  powszechnie  stosuje  si¢  metody
immunohistochemiczne. Pomiaru gestosci naczyn limfatycznych przy wykorzystaniu metod
immunohistochemicznych mozna dokona¢ zardwno w podscielisku guza jak i okotoguzowo.
W tych procedurach powszechnie wykorzystuje si¢ metode zaproponowana przez Weidnera i
wsp., podobnie jak w ocenie gestosci naczyn krwionosnych (57, 58). Inng metodg oznaczania
gestosci naczyniowej, ktdra mozna zastosowac jest metoda Chalkleya (90, 91) Nalezy
zaznaczy¢, ze jak do tej pory nie dysponujemy idealnym markerem $rédbtonka
limfatycznego, ktory bytby zdolny do identyfikacji tego srodbtonka w sposob wysoce czuly i
swoisty, a ocena limfatycznej gestosci naczyniowej wg procedury Weidnera wcigz pozostaje
oceng subiektywna, zalezng od doswiadczenia badajacego (90). Biatko receptorowe VEGFR-
3 to pierwszy odkryty marker $rddblonka naczyn limfatycznych. Procedura identyfikacji
naczyn chtonnych poprzez badanie obecnosci tego markera nie jest obecnie w praktyce zbyt
powszechnie stosowana (92, 93). W przewazajacej liczbie doniesien, w kontekscie
limfangiogenezy, do oceny gestosci naczyniowej, jako markera srddbtonka naczyn autorzy
wykorzystuja CD34. Nalezy jednak postawi¢ w tym miejscu pytanie: czy w ten sposéb
oznaczona gesto$¢ naczyn odpowiada tylko i wytacznie gestosci naczyn limfatycznych, czy
jest to gesto$¢ naczyn krwionosnych i limfatycznych? Obecnie CD 34 nie jest uwazany za
specyficzny marker §rodbtonka naczyn limfatycznych. W jednym z badan pordwnano
ekspresj¢ specyficznych markeréow s$réddbtonka naczyn limfatycznych z ekspresja CD34 w
naczyniach towarzyszacych guzom nowotworowym u ludzi. Uzyskano wynik 80% zgodnosci

migdzy wyznakowanymi LYVE-1, podoplaning i Prox-1 naczyniami limfatycznymi, a
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naczyniami znakowanymi CD34. Takiej zgodnosci nie wykazano
w stosunku do podobnie znakowanych naczyn w tkankach prawidlowych. Nie wykazano
rowniez opisywanej zgodnosci i w tkankach nowotworowych na modelach zwierzecych.
Autorzy we wniosku sugerujg, ze CD34 moze by¢ markerem s$rodbtonka naczyn
limfatycznych w tkankach nowotworowych u ludzi (62). W pracy wlasnej uzyto CD34 jako
markera $rddblonka naczyn chcac wykazaé jego przydatnos¢ w identyfikacji naczyn
limfatycznych w podscielisku raka okreznicy. Srednia gesto$é naczyn limfatycznych oceniana
wedtug metody Weidnera i wsp., w podscielisku guza w materiale wlasnym wyniosta
52,87/pole widzenia, przy medianie 45,75/pole widzenia. Inni autorzy stosujac rowniez w tym
celu CD34 i metod¢ wg Weidnera i wsp., oznaczali ja w raku jelita grubego odpowiednio jako
69 1 55 naczyn/pole widzenia (75, 78). Istnieja doniesienia, w ktérych wyznaczano gestos¢
naczyn limfatycznych w guzie pierwotnym raka jelita grubego za pomoca podoplaniny i
CD31. Tak obserwowane srednie gestosci siegaty od 7 do 103 naczyn/pole widzenia (94, 95).
Wyniki oceny srednich gestosci naczyn limfatycznych prezentowane w pismiennictwie dla

CD34 sa zatem zblizone do wynikdw oceny gestosci otrzymanych w pracy wtasnej.

Zaleznos¢ pomiedzy ekspresja VEGF-C a gestosciag naczyn limfatycznych w guzie
nowotworowym z zastosowaniem metod immunohistochemicznych wykazano migdzy innymi
w czerniaku skéry (96), raku piersi (97), raku jelita grubego (78) oraz raku zotadka (98).
Wyniki oceny zaleznosci miedzy ekspresja czynnika VEGF-D a gestoscia naczyn
towarzyszacych guzowi nowotworowemu, s3 w wymienionych nowotworach, znacznie
bardziej zréznicowane. W czesci z nich nie wykazano znamiennych statystycznie wynikow
zalezno$ci miedzy oboma parametrami (81, 96, 97, 99). W pracy Soumaoro i wsp. oceniono
material pochodzacy od 150 pacjentdw operowanych z powodu raka jelita grubego. W 89
przypadkach guz zlokalizowany byt w okreznicy a 61 w odbytnicy. Zaden z pacjentdw w

opisywanej grupie nie przebyl leczenia neoadjuwantowego. Ocenie poddano nasilenie
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ekspresji VEGF-C oraz cyklooksygenazy-2 ~metodami immunohistochemicznymi.
Do wyznakowania naczyn uzyto przeciwcial przeciwko CD34, oceniajac gestos¢ naczyniowa
w punktach Aot spots, jak w procedurze Weidnera 1 wsp. Wykazano w badaniu znamienng
statystycznie zaleznos¢ pomiedzy ekspresja czynnika VEGF-C a gestoscig naczyn
w podscielisku guza (p<0,0001), (78). Podobnie znamienne statystycznie wyniki zaleznosci
miedzy ekspresja VEGF-C a gestoscia naczyn uzyskal Fukunaga 1 wsp.
w materiale 161 chorych z rakiem jelita grubego z ta roznicg, ze do oceny gestosci naczyn
limfatycznych jako markera srodbtonka uzyto podoplaniny (100). Podobng zaleznos¢ wykazat
Furudoi 1 wsp. w materiale 152 zaawansowanych rakéw jelita grubego z zastosowaniem
przeciwcial poliklonalnych przeciwko VEGF-C po ocenie ggstosci naczyn wyznakowanych
przeciwcialami przeciwko CD34 (101). W badaniu White'a oceniajagcym nasilenie ekspresji
VEGF-D w raku jelita grubego oraz zaleznosci stopnia nasilenia tej ekspresji w odniesieniu
do gestosci naczyn, obejmujacego materiat 84 rakdw, nie wykazano zaleznosci pomiedzy jego
ekspresja a gestoscig naczyn. W opisywanym badaniu gesto$¢ naczyn oceniano wg metody
Chalkleya (90-91) z uzyciem przeciwcial skierowanych przeciwko CD31 1 czynnikowi
von Willebranda (von Willebrand factor-vWf), (81). W innym badaniu oceniajacym ekspresje
VEGF-D 1 gestos¢ naczyn w raku jelita grubego z uzyciem metody immunohistochemicznej,
wykazano statystycznie znamienng zalezno$¢ miedzy tymi parametrami (p<0,05). Materiat
histopatologiczny pochodzit ze 139 resekcyjnych rakéw jelita grubego. W opisywanym
badaniu $rodbtonek naczyn znakowano przeciwciatami przeciwko CD34 a gestos¢ naczyn
oceniano wg procedury Weidnera i wsp. (75). Znamienng zalezno$¢ miedzy ekspresja VEGF-
C 1 VEGF-D a ggstoscig naczyn wykazano réwniez w pracy Hu wsp. (85). W pracy wiasnej
analiz¢ statystyczng dotyczaca zaleznosci migdzy ekspresja badanych czynnikéw
wplywajacych na wzrost naczyn limfatycznych a gestoscia naczyn limfatycznych w

podscielisku guza przeprowadzono w odniesieniu do wydzielonych grup A i B. Uzyskano
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statystycznie znamienny wynik zaleznosci miedzy ocenianymi parametrami (test U Manna-
Whitney’a p=0,037, poziom istotnosci p<0,05). Zardwno srednia gesto§¢ naczyn jak
i mediana gestosci w grupie A byta wyzsza niz w grupie B (tabela VII, ryciny 12 i 13). Biorac
pod uwage, ze oceniane grupy roznily si¢ stopniem nasilenia ekspresji czynnikow
limfangiogennych, a uzyskany wynik zaleznosci miedzy ich ekspresja a ggstoscig naczyn jest
znamienny statystycznie, nalezy sadzi¢, ze wyznakowane z uzyciem CD34 naczynia moga

by¢ naczyniami limfatycznymi.

Waznym czynnikiem mogacym wplynaé na parametry patokliniczne w raku jelita
grubego jest gestos¢ naczyn towarzyszgca pierwotnemu guzowi nowotworowemu. W pracy
Matsumoto i wsp. analizujacej 106 rakow jelita grubego, przedstawiono wyniki oceny
gestosci naczyn limfatycznych wyznakowanych przeciwciatami skierowanymi przeciwko
podoplaninie w odniesieniu parametréw patoklinicznych nowotworu. Badanie odniesiono do
dwdch grup guzdéw: grupa z wysoka gestoscig naczyn limfatycznych (52 guzy) i grupa z niska
gestoscig naczyn limfatycznych (54 guzy). Jako punkt odciecia stanowigcy granice podziatu
miedzy grupami przyjeto mediang. Uzyskano znamienne statystycznie wyniki (p<0,05)
poréwnania obu grup w odniesieniu do: gltgbokosci nacieku raka w $cianie jelita (p=0,0057,
cecha pT), obecnosci przerzutéw odlegtych (p=0,0007, cecha pM) oraz stopnia
zaawansowania klinicznego wg pTNM (p=0,048). Nie wykazano zaleznosci migdzy wiekiem,
plcia, obecnoscig przerzutéw do weztow chlonnych i stopniem zrdznicowania histologicznego
nowotworu. Ponadto wykazano testem log-rank zalezno$¢ pomiedzy gestoscia naczyn
w porownywanych grupach a czasem przezycia (p=0,0004). Wieloczynnikowa analiza wg
modelu Cox’a, wykazata niezalezno$¢ gestosci naczyn jako czynnika rokowniczego (94).
Badanie Saady i1 wsp. przeprowadzone na 60 resekcyjnych rakach okr¢znicy w dwoch
grupach (grupy z cechg N+ 1 N-) wskazuje na zalezno$¢ miedzy gestoscia naczyn

limfatycznych w podscielisku guza a ich inwazja oraz obecnoscig przerzutdéw w wezlach
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chtonnych. W prezentowanym badaniu wykorzystano jako marker $rodblonka naczyn
podoplaning oraz CD31. W pracy poréwnano takze przydatno$¢ obu markerow sréddbtonka
naczyniowego w odniesieniu do parametréw patoklinicznych. Wigksza czutos¢ wykazano
w stosunku do podoplaniny (102). Jednak nie we wszystkich doniesieniach wykazano
zaleznos¢ miedzy gestoscia naczyn a parametrami patoklinicznymi opisujacymi
zaawansowanie raka jelita grubego. Omachi wsp. w swojej pracy obejmujacej material 64
rakéw okreznicy 1 odbytnicy ocenili metoda immunohistochemiczng, zalezno$¢ miedzy
gestoscig naczyn a parametrami patoklinicznymi uzyskujgc nieznamienne statystycznie
wyniki. Zaleznos¢ gestosci naczyn od parametrow patoklinicznych badano w grupach, ktore
wydzielono w odniesieniu do mediany ich ggstosci. Nie wykazano zalezno$ci migdzy
gestoscig naczyn podscieliska guza a jego lokalizacja w okreslonym odcinku jelita grubego
(p=0,313), stopniem zrdznicowania histologicznego (p=0,281), obecnoscig przerzutéw do
weztow chlonnych (p=0,453), stopniem zaawansowania raka wg klasyfikacji Dukes’a (p=0,
956) oraz inwazja naczyn limfatycznych (p=0,689). W badaniu wykorzystano przeciwciata
przeciwko podoplaninie (95). Ciekawe wyniki przedstawiono w pracy Lianga i1 wsp.
oceniajacej gestos¢ naczyn limfatycznych okotoguzowych jak 1 gestos¢ naczyn podscieliska
guza oraz zwiazki miedzy tymi gestoSciami a parametrami patoklinicznymi we wczesnym
raku jelita grubego. Material obejmowat 87 rakow jelita grubego z cechg pT1. Wykazano, ze
gesto$¢ naczyn limfatycznych w podscielisku guza, jest znamiennie mniejsza od ich gestosci
okotoguzowo. Autorzy cytowanej pracy nie wykazali zalezno$ci pomiedzy gestoscia
oznaczong w podscielisku guza a parametrami patoklinicznymi jak: zrdznicowanie
histologiczne raka, inwazja naczyn limfatycznych, obecnos$¢ przerzutbw w weztach
chfonnych oraz typ makroskopowy guza czy jego rozmiar (warto$¢ graniczna 21mm?).
Wykazano takze, ze w przypadku towarzyszacej guzowi inwazji naczyn limfatycznych, ich

gestos¢ 1 srednica okotoguzowo, jest znamiennie wigksza, niz w przypadkach kiedy inwazji
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naczyn limfatycznych nie stwierdzano. Analiza wieloczynnikowa wykazata znamienng
zalezno$¢ migdzy inwazja naczyn limfatycznych okotoguzowych, ich srednica 1 gestoscia a
obecnoscig przerzutdow w weztach chtonnych (103). Kuroyama i wsp. wskazuja, w badaniu
dotyczacym raka okreznicy, na wigksza gestos¢ naczyn limfatycznych w podscielisku guza w
pordwnaniu z gestoscig naczyn okotoguzowych (p<0,05) nie wykazujac jednoczesnie
zaleznosci  miedzy gestoscia naczyn podscieliska a glebokoscia inwazji $ciany jelita,
obecnosciag przerzutéw odlegltych 1 stopniem zaawansowania wg TNM (104).
W badaniu dotyczacym raka prostaty Romy 1 wsp., wykazano mniejszg gesto$¢ naczyn
limfatycznych w podscielisku guza w poréwnaniu z ich gestosciag oznaczong okotoguzowo.
Wykazano takze wigksze znaczenie inwazji naczyn limfatycznych okologuzowych w
odniesieniu do obecnosci przerzutow w weztach chtonnych niz ma to miejsce w przypadku
naczyn podscieliska (56). Rola naczyn limfatycznych okotoguzowych w tworzeniu
przerzutéw do weztéw chtonnych jest zatem, w $wietle przedstawionych badan, oczywista.
Przyczynami, dla ktérych wystgpuja rozbieznosci w wynikach badan dotyczacych roli
naczyn limfatycznych podscieliska guza i naczyn okotoguzowych, w tworzeniu przerzutéw
do wezldw chlonnych, a co za tym idzie ich wplywem na parametry patokliniczne
nowotworu, moze by¢ uszkodzenie srédbtonka lub zatkanie $wiatta naczyn podscieliska guza
przez komoérki nowotworowe, jak tez ucisk wywierany przez mas¢ guza na naczynia.
Wszystkie opisane mechanizmy moga powodowac niewydolno$¢ naczyn podscieliska guza,
co w efekcie moze wpltywac na uzyskany wynik koncowy oceny zaleznosci pomig¢dzy ich
gestoscig a parametrami patoklinicznymi nowotworu (52, 105). Podobne wyniki do
uzyskanych przez Omachi 1 Kuroyame, dotyczace gestosci naczyn podscieliska guza 1 jej
wplywu na parametry patokliniczne uzyskano w materiale wlasnym. Nie wykazano w
badanym materiale znamiennych statystycznie zaleznosci pomiedzy gestoscig naczyn w

podscielisku guza, a zadnym z ocenianych parametréw patoklinicznych raka okr¢znicy (tabela
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VIII). Nie wykazano takze w analizowanym materiale wlasnym, wplywu gestosci naczyn

podscieliska guza na czas przezycia (tabela X, rycina 26).

Wyniki dokonanych w toku przeprowadzonego badania oznaczen przedstawione
W niniejszej pracy, w zestawieniu z doniesieniami innych autoréw, wskazuja jednoznacznie
na celowos¢ prowadzenia dalszych badan na temat procesu limfangiogenezy oraz
rzeczywistego udzialu sieci naczyn limfatycznych w patogenezie jak 1 w patoklinice raka
okreznicy. Istnieje duze zapotrzebowanie na ujednolicenie metod oceny poszczegdlnych
parametréw opisujacych sie¢ naczyn limfatycznych w guzie pierwotnym raka jelita grubego
oraz na prowadzenie badan na duzym materiale. Osiggniete w pracy wyniki pozwolily na
wysnucie wnioskdw wienczacych prace, ktore by¢é moze przyczynia si¢ do lepszego poznania
procesu limfangiogenezy oraz do lepszej oceny roli tego procesu jak i samej sieci naczyn

limfatycznych w przebiegu raka okreznicy.
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VI. Wnhnioski

1.

W raku okreznicy wzmozong ekspresje¢ VEGF-C, VEGF-D oraz receptora
VEGFR-3 lacznie stwierdza si¢ w 40% przypadkdéw, przy czym kazdy z
wymienionych czynnikéw z osobna mozna wykaza¢ w utkaniu ponad potowy
tych nowotwordw.

Raki lewej potowy okreznicy czesciej wykazuja bardziej nasilong ekspresje
czynnikow wplywajacych na wzrost naczyn limfatycznych niz raki

umiejscowione po stronie prawej.

. Niskozroznicowane i $luzotwdrcze raki okrgznicy wykazuja mniej nasilong

ekspresj¢ czynnikow wzrostu naczyn limfatycznych w poréwnaniu do guzow o
lepszym zréznicowaniu histologicznym.

Nasilona ekspresja czynnikow zaangazowanych w proces tworzenia naczyn
limfatycznych w podscielisku raka okr¢znicy znamiennie wptywa na ich
gestosc.

W badanym materiale raka okreznicy nie wykazano zaleznosci pomigdzy
rokowaniem a ekspresja VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-3 czy gestoscia naczyn

limfatycznych w podscielisku guza pierwotnego.
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VII. Streszczenie

Zalozenia i cel pracy.

Rak jelita grubego jest jednym z najczgstszych nowotworow ztosliwych. Wyniki jego
leczenia s3 wcigz niezadowalajace. Ich poprawa dokonuje si¢ migdzy innymi wskutek
lepszego poznania biologii tego nowotworu. Odkrycia dotyczace szczegdtdow powstawania
naczyn krwionos$nych i limfatycznych, ktére towarzysza wzrastaniu guza nowotworowego,
rzucity nowe $wiatlo na proces nowotworzenia i indukowania przerzutow. Udowodniono
wpltyw ekspresji czynnikow wzrostu naczyn limfatycznych na ich gesto$¢, zaréwno w
podscielisku guza jak i okotoguzowo. Wykazano zaleznosci pomiedzy ekspresja czynnikéw
wzrostu naczyn limfatycznych a rokowaniem 1 uznanymi rokowniczo parametrami
patoklinicznymi nowotworu. Wiele miejsca poswieca si¢ zaleznosciom pomigdzy gestoscia
naczyn w tkance nowotworowej a rokowaniem. Wiele z tych spostrzezen odnosi si¢ do raka

jelita grubego.

Celem pracy jest ocena zaleznosci pomiedzy wybranymi czynnikami wplywajacymi na
wzrost naczyn limfatycznych w podscielisku zaawansowanego raka okreznicy a gestoscia
naczyn podscieliska, parametrami patoklinicznymi nowotworu oraz rokowaniem. W pracy
podjeto rowniez probe odpowiedzi na pytanie, czy gesto$é naczyn limfatycznych podscieliska
guza wplywa na stopien zaawansowania nowotworu i zwigzane z nim parametry oraz na

rokowanie.

Material i metody.

Materiat histopatologiczny uzyskany podczas zabiegéw resekcyjnych u 114 chorych z rakiem
okreznicy poddano oznaczeniom immunohistochemiczym z uzyciem przeciwciat przeciwko
czynnikom wzrostu naczyn limfatycznych: VEGF-C, VEGF-D oraz receptora VEGFR-3.

Oceny gestosci naczyn w podscielisku guza pierwotnego dokonano z uzyciem przeciwciat
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przeciwko CD34. Prac¢ prowadzono retrospektywnie. Uzyskane wyniki oznaczen odniesiono
do mediany wieku chorych, lokalizacji guza w okreznicy, glebokosci naciekania guza w
Scianie jelita (cecha pT), obecnosci przerzutdéw w weztach chtonnych (cecha pN), obecnosci
przerzutdw odleglych (cecha pM), stopnia zaawansowania choroby nowotworowej wg

pTNM, stopnia zréznicowania histologicznego raka oraz do wyniku odlegtego leczenia.

Wyniki.

W 40% przypadkow stwierdzono wzmozong ekspresje VEGF-C 1 VEGF-D oraz obecnos¢
VEGFR-3 w guzie nowotworowym. Ekspresje badanych czynnikow oceniono jako
pozytywna kolejno w 59%, 61% 1 89% przypadkdéw. Stwierdzono, ze guzy zlokalizowane po
stronie lewej czesciej wykazywaly bardziej wzmozong ekspresje badanych czynnikéw
limfangiogennych w poréwnaniu z guzami zlokalizowanymi po stronie prawej (p=0,0002).
Raki niskozroznicowane 1 S$luzotwdércze w porownaniu z rakami dobrze 1 s$rednio
zroznicowanymi rzadziej] wykazywaty ekspresje czynnikoéw wzrostu naczyn (p=0,003). W
grupie chorych u ktérych odnotowano bardziej nasilong ekspresje czynnikdéw wzrostu naczyn
(VEGF-C, VEGF-D oraz receptor VEGFR-3) wykazano znamienny wptyw tej ekspresji na
wiekszg gestos¢ naczyn podscieliska guza (p=0,037). Nie wykazano zaleznosci pomig¢dzy

badanymi w pracy czynnikami a rokowaniem raka okre¢znicy.

‘Whioski.

Raki lewej potowy okreznicy wykazuja wicksza ekspresje czynnikdéw wzrostu naczyn
w pordwnaniu z rakami umiejscowionymi po stronie prawej. Niskozroznicowane
raki okreznicy cechuje mniejsza ekspresja czynnikdéw wzrostu naczyn limfatycznych.
Nasilona ekspresja czynnikow limfangiogennych sprzyja wigkszej gestosci naczyn

limfatycznych w podscielisku guza. Zaréwno ekspresja czynnikow limfangiogennych jak i
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gestos¢ naczyn podscieliska guza pierwotnego nie wplywaja na rokowanie w resekcyjnym

raku okreznicy.
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Abstract

Assumptions and the aim of the study.

Colorectal cancer is one of the most frequent malignant neoplasms. The treatment results
remain unsatisfactory. Understanding the biology of this disease is necessary to improve this
unfavourable situation. Discoveries concerning the details of new blood and lymphatic vessels
creation, which accompanies tumor growth, threw new light on the process of tumor genesis
and metastases formation. The influence of lymphatic vessels growth factors expression on
vessels density, both in tumor stroma and peritumoraly was proved. Relationships between
lymphangiogenic factors expression and the prognosis and prognostically recognized
patoclinical parameters were revealed. Relationships between vessels density in the neoplastic
tissue and the prognosis are being widely studied. A lot of these observations refer to

colorectal cancer.

The aim of the study is to evaluate the relationships between chosen factors affecting lymph
vessels growth in advanced colon cancer stroma and the density of stromal vessels,
patoclinical parameters of the tumor and the prognosis. The study was also designed to verify,
if lymph vessels density in the tumor stroma correlates with the cancer stage and related

parameters and prognosis.

Matherial and methods.

Specimens of 114 resectable colon cancers were immunohistochemically assayed with use of
antibodies against lymphangiogenic growth factors: VEGF-C, VEGF-D and VEGFR-3
receptor. Vessels density in the primary tumor stroma was evaluated with use of anti-CD34
antibodies. The study was retrospective. The results were referred to patients age, tumor

location in the colon, depth of invasion (pT), presence of lymph nodes metastases (pN),
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presence of distant metastases (pM), stage of cancer according to pTNM system, grade of

histopathologic differentiation of the tumor and long-term results of treatment.

Results.

In 40% of tumors the presence of VEGF-C, VEGF-D and VEGFR-3 was found. The
expression of tested factors was evaluated as positive in 59%, 61% and 89% cases
respectively. Tumors located in the left side of colon demonstrated higher expression of these
factors in comparison with right-sided cancers (p=0,0002). Poorly differentiated and
mucinous cancers had less frequent angiogenic factors expression noted in comparison with
well and moderately differentiated cancers (p=0,003). In the group of patients with intensive
expression of vascular growth factors (VEGF-C, VEGF-D and VEGFR-3 receptor) significant
influence of the expression on the stromal vessels density in the tumor was revealed

(p=0,037). The relationship between studied factors and the prognosis was not found.

Conclusions.

Left-sided colon cancers demonstrate higher vascular growth factors expression in
comparison with tumors located in the right side of colon. Poorly differentiated colon cancers
reveal lower expression of lymphangiogenic growth factors. Intensified expression of
lymfangiogenic factors promotes higher lymphatic vessels density in tumor stroma. Both, the
expression of lymphangiogenic factors and stroma vessels density of the primary tumor don’t

influence the prognosis in resectable colon cancer.

61



VIII. Pismiennictwo

1. Wojciechowska U, Didkowska J, Zatoniski W. Nowotwory ztosliwe w Polsce
w 2006 roku. Cancer in Poland in 2006. Centrum Onkologii Instytut im. M.
Sktodowskiej-Curie. Warszawa 2008: 59-98.

2. Nowacki M P, Bujko K, Krzakowski M 1 wsp. Rak jelita grubego. W:
Krzakowski M, Herman K, Jassem J i1 wsp. Zalecenia postegpowania
diagnostyczno — terapeutycznego w nowotworach ztosliwych — 2009 r. Via
Medica, Gdansk 2009, 157-178.

3. Dziki A. Nowotwory jelita grubego. W: Jeziorski A, Szawlowski A W,
Towpik E. Chirurgia Onkologiczna tom 4. Wydawnictwo Lekarskie PZWL,
Warszawa 2009, 1144-1156.

4. Van Cutsem E, Oliveira J. Primary colon cancer: ESMO clinical
recommendations for diagnosis, adjuvant treatment and follow-up. Annals of
Oncology 2009; 20 (supl. 4): 49-50.

5. Ambrose C. Immunology's first priority dispute-an account of the 17" centaury
Rudbeck-Bartholin feud. Cell Immunol 2006; 242: 1.

6. Sabin F. On the origin of the lymphatics system from the veins and the
development of the lymph hearts and the thoracic duct in the pig. Am J Anat
1902; 1: 367-391

7. Huntington G S, McClure C F W. The anatomy and development of the jugular
lymph sac in the domestic cat. Am J Anat 1910; 10: 177-311.

8. Marciniak T 1 wsp. Anatomia prawidtowa cztowieka tom II. Wydawnictwo

,,bis”, Warszawa 1991, 460-474.

62



10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Nawrocki G. Anatomia 1 fizjologia jelita grubego. W: Nowacki M P.
Nowotwory jelita grubego. Wydawnictwo Wiedza i Zycie, Warszawa 1996,
17-23.

Wiktor M. Podstawy fizjologii uktadu limfatycznego. W: Checinski P.
Choroby naczyn. Termedia Wydawnictwo Medyczne, Poznan 2006, 178-179.
Alitalo K, Tammela T, Petrova T V. Lymphangogenesis in development and
human disease. Nature 2005; 438: 946-953.

Gerli R, Solito R, Weber E 1 wsp. Specific adhesion molecules bind anchoring
filaments and endothelial cells in human skin initial lymphatics. Lymphology
2000; 33: 148-157.

Mandriota S J, Jussila L, Jeltsch M 1 wsp. Vascular endothelial growth factor-
C-mediated lymphangiogenesis promotes tumor metastasis. Embo J 2001; 20:
672-682.

Skobe M. Hawighorst T. Jackson D G 1 wsp. Induction of tumor
lymphangiogenesis by VEGF-C promotes breast cancer metastasis. Nat Med
2001; 7: 192-198.

Stacer S A, Baldwin M E, Achen M G. The role of tumor lymphangiogenesis
in metastatic spread. Faseb J 2002; 16: 922-934.

Von Marschall Z, Scholz A, Stacer S A 1 wsp. Vascular endothelial growth
factor-D induces lymphangiogenesis in models of ductal pancreatic cancer. Int
J Oncol 2005; 27: 669-679.

Carmeliet P, Jain R K. Angiogenesis in cancer and other diseases. Nature
2000; 407: 249-257.

Jain R K. Molecular regulation of vessel maturation. Nat Med 2003; 9: 685-93.

63



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Bergers G, Benjamin L E. Tumorigenesis and the angiogenic switch. Nat Rev
Cancer 2003; 3: 401-410.

Dvorak H F. Vascular permeability factor/vascular endothelial growth factor: a
critical cytokine in tumor angiogenesis and potential target for diagnosis and
therapy. J Clin Oncol 2002; 20: 4368-4380.

Shibuya M. Structure and function of VEGF/VEGF receptor involved in
angiogenesis. Cell Struct Funct 2001; 26: 25-35.

Bellamy W T, Richter L, Frutiger Y 1 wsp. Expression of vascular endothelial
growth factor and its receptor in hematopoietic malignancies. Cancer Res
1999; 59: 728-733.

Salgado R, Benoy I, Bogers J i wsp. Platelets and vascular endothelial growth
factor (VEGF): A morphological and functional study. Angiogenesis 2001; 4:
37-43.

Wang E S, Teruya-Feldstein J, Wu Y 1 wsp. Targeting autocrine and paracrine
VEGF receptor pathways inhibits human lymphoma xenografts in vivo. Blood
2004; 104: 2893-2902.

Nagy J A, Vasile E, Feng D 1 wsp. Vascular permeabiliti factor/vascular
endothelial growth factor induces lymphangiogenesis as well angiogenesis. J
Exp Med 2002; 196: 1497-1506.

Ferrara N, Gerber H P, LeCouter J. The biology of VEGF and its receptors.
Nat Med 2003; 9: 669-676.

Ferrara N, Davis-Smyth T. The biology of vascular endothelial growth factor.
Endocr Rev 1997; 18: 4-25.

Carmelit P. Angiogenesis in health and disease. Nat Med 2003; 6: 653-660.

64



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Pugh C W, Ratcliffe P J. Regulation of angiogenesis by hypoxia: role of the
HIF system. Nat Med 2003; 6: 677-684.

Stavri G T, Zachary I C, Baskerville P A i1 wsp. Basic fibroblast growth factor
upregulates the expression of vascular endothelial growth factor in fascular
smooth muscle cells. Synergistic interaction with hypoxia. Circulation 1995;
92: 11-14.

Pajusola K, Aprelikova O, Korhonen J 1 wsp. FLT 4 receptor tyrosine kinase
contains seven immunoglobulin-like loops and ist expressed in multiple human
tissue and cell lines. Cancer Res 1992; 52: 5738-5743.

Schlessinger J. Cell signaling by receptor tyrosine kinases. Cell 2000; 103:
211-225.

Takahashi T, Ueno H, Shibuya M. VEGF activates protein kinase C-
dependent, but Ras-independent Raf-MEK-MAP kinase pathway for DNA
synthesis in primary endothelial cells. Oncogene 1999; 18: 2221-2230.

SulJ L, Yang P C, Shih J Y 1 wsp. The VEGF-C/FIt-4 axis promotes invasion
and metastasis of cancer cells. Cancer Cell 2006; 9: 209-223.

Strizzi L, Catalano A, Vianale G 1 wsp. Vascular endothelial growth factor is
an autocrine growth factor in human malignant mesothelioma. J Pathol 2001;
4: 468-475.

Wu W, Shu X, Hovsepyan H 1 wsp. VEGF receptor expression and signaling
in human bladder tumors. Oncogene 2003; 22: 3361-3370.

Liu B, Earl H M, Baban D 1 wsp. Melanoma cell lines express VEGF receptor
KDR and respond to exogenously added VEGF. BBRC 1995; 3: 721-727.
Bouck N, Stellmach V, Hsu S C. How tumors become angiogenic. Adv in

Cancer Res 1996; 69:135-174.

65



39.

40.

41.

42

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Hanahan D, Weinberg R A. The hallmarks of cancer. Cell 2000; 100: 57-70.
Morikawa S, Baluk P, Kaidoh T 1 wsp. Abnormalities In pericytes on blood
vessel and endothelial sprouts in tumors. Am J Pathol 2002; 3: 985-1000.

Baish J W, Jain R K. Fractals and cancers. Cancer Res 2000; 60: 3683-3688.

. Hobbs S K, Monsky W L, Yuan F i wsp. Regulation of transport pathways in

tumor vessels: role of tumor type and microenvironment. Proc Natl Acad Sci
1998; 95: 4607-4612.

Hashizume H, Baluk P, Morikawa S 1 wsp. Openings between defectiva
endothelial cells explain tumor vessel leakiness. Am J Pathol 2000; 4: 1363-
1380.

Jussila L, Alitalo K. Vascular growth factors and lymphangiogenesis. Physiol
Rev 2002; 82: 673-700.

Oliver G, Detmar M. The rediscovery of the lymphatic system: old and new
insight into the development and biological function of the lymphatic
vasculature. Genes Dev 2002; 16: 773-783.

Tait C R, Jones P F. Lymphangiogenesis. J of Theor Med 2003; 5: 59-66

Da M X, Wu Z, Tian H W. Tumor lymphangiogenesis and lymphangiogenic
growth factors. Arch Med Res 2008; 39: 365-372

Karpanen T, Makinen T. Regulation of lymphangiogenesis-from cell fate
determination to vessel remodeling. Exp Cell Res 2006; 312: 575-583.

Stacker S A, Hughes R A, Achen M G. Molecular targeting of lymphatics for
therapy. Curr Pharm Design 2004; 10: 65-74.

Kerjaschki D. The crucial role of macrophages in lymphangiogenesis. J Clin

Invest 2005; 115: 2316-2319.

66



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Cao Y. Emerging mechanisms of tumor lymphangiogenesis and lymphatic
metastasis. Nat Rev Cancer 2005; 5: 735-743.

Cao Y, Zhong W. Tumor-derived lymphangiogenic factors and lymphatic
metastasis. Biomedicine&Pharmacotherapy 2007; 61: 534-539.

Maula S M, Luukkaa M, Grenman R i1 wsp. Intratumaoral lymphatics are
essential for the metastatic spread and prognosis in squamous cell carcinomas
of the head and neck region. Cancer Res 2003; 63: 1920-1926.

Dadras S S, Paul T, Bertoncini J 1 wsp. Tumor lymphangiogenesis: a novel
prognostic indicator for cutaneous melanoma metastasis and survival. Am J
Pathol 2003; 162: 1951-1960.

Kurahara H, Takao S, Maemura K i wsp. Impact of vascular endothelial
growth factor-C and —D expression in human pancreatic cancer: its relationship
to lymph node metastasis. Clin Cancer Res 2004; 10: 8413-8420.

Roma A A, Magi-Galluzzi C, Kral M A i wsp. Peritumoral lymphatic invasion
is associated with regional lymph node metastases in prostate adenocarcinoma.
Mod Pathol 2006; 19: 392-398

Weidner N, Carroll P R, Flax J 1 wsp. Tumor angiogenesis correlates with
metastasis in invasive prostate carcinoma. Am J Pathol 1993; 2: 401-409.
Weidner N, Semple J P, Welch W R i1 wsp. Tumor angiogenesis and
metastasis-correlation in invasive breast carcinoma. N Engl J Med 1991; 324:
1-8

Alitalo K, Carmeliet P. Molecular mechanisms of lymphangiogenesis in health
and disease. Cancer Cell 2002; 1: 219-227.

Schoppmann S F, Fenzl A, Laengle F. Surgical oncology: impact of

lymphangiogenesis for metastasis formation. Eur Surg 2005; 3: 153-158.

67



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Krause D S, Facler M J, Civin C 11 wsp. CD34: structure, biology and clinical
utility. Blood 1996; 1: 1-13.

Fiedler U, Christian S, Koidl S 1 wsp. The sialomucin CD34 is a marker of
lymphatic endothelial cells in human tumors. Am J Pathol 2006; 3: 1045-1053.
Krzakowski M, Bujko K, Drosik K 1 wsp. Systemowe leczenie raka okreznicy i
raka odbytnicy-uzgodnienia oparte na wynikach klinicznych badan. Onkol
Prakt Klin 2007; 3: 267-285.

Garcia-Barros M, Paris F, Cordon-Cardo i wsp. Tumor response to
radiotherapy regulated by endothelial cell apoptosis. Science 2003; 300: 1155-
1159.

Moeller B J, Cao Y, Li C Y I wsp. Radiation activates HIF-1 to regulate
vascular radiosensiviti in tumors: role of reoxygenation, free radicals and stress
granules. Cancer Cell 2004; 5: 429-441.

Hamilton S R, Aaltonen L A. Pathology and genetics of tumours of the
digestive system. IJARC Press. Lyon 2000: 103-143.

Edge S B, Byrd D R, Compton C C i wsp. AJCC Cancer Staging Handbook
7th edition. Springer 2010: 173-206.

Allred D C, Harvey J M, Beradro M i wsp. Prognostic and predictive factors in
breast cancer by immunohistochemical analysis. Mod Pathol 1998; 11: 155-
168

Arihiro K, Umemura S, Kurosumi M i wsp. Comparison of evaluations for
hormone receptors in breast carcinoma using two manual and three automated

immunohistochemical assays. Am J Clin Pathol 2007; 127: 356-365.

68



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Olszewski W P, Olszewski W T. Rola patomorfologa w doborze terapii
ukierunkowanej na receptor czynnika wzrostu naskérka (EGFR) u chorych na
nowotwory. Onkol Prak Klin 2010; 5: 228-235.

De Vitaa F, Giulianib F, Silvestrisb N, Catalanoa G, Ciardielloa F,
Ordituraa M. Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) in gastric
cancer: a new therapeutic target. Cancer Treatment Reviews 2010; 36S3: 11-
15.

Ochenduszko S. Leczenie systemowe zaawansowanego raka jelita grubego:
FOLFOX czy XELOX? Onkol Prakt Klin 2008; 4: 8—14.

Compton C C, Fielding L P, Burgart L J i wsp. Prognostic factors in colorectal
cancer. Arch Pathol Lab Med 2000; 124: 979-994.

Rinderknecht M, Detmar M. Molecular mechanisms of lymph node metastasis.
W: Stacer S A, Achen M G. Lymphangiogenesis in cancer matastasis. Springer
2009: 55-82.

Onogawa S, Kitadai Y, Tanaka S i wsp. Ekspression of VEGF-C and VEGF-D
at the invasive edge correlates with lymph node matastasis and prognosis of
patient with colorectal carcinoma. Cancer Sci 2004; 95: 32-39.

Jia YT, Li Z X, He Y T i wsp. Expression of vascular endothelial growth
factor-C and the relationship between lymphangiogenesis and lymphatic
metastasis in colorectal cancer. World J Gastroenterol 2004; 10: 3261-3263.
Akagi K, Tkeda Y, Miyazaki M i wsp. Vascular endothelial growth factor-C
(VEGF-C) expression in human colorectal cancer tissues. Br J Cancer 2000;

83: 887-891.

69



78.

79.

80.

81.

82.

83.

&4.

85.

Soumaoro L T, Uetake H, Takagi Y 1 wsp. Coexpression of VEGF-C and Cox-
2 in human colorectal cancer and ist association with lymph node metastasis.
Dis Colon Rectum 2006; 49: 392-398.

Matsumoto M, Natsugoe S, Okumura H i wsp. Overexpression of vascular
endothelial growth factor-C correlates with lymph node micrometastasis in
submucosal esophageal cancer. J Gastrointest Surg 2006; 10: 1016-1022.
Ogawa E, Takenaka K, Yanagihara K 1 wsp. Clinical significance of VEGF-C
status in tumor cells and stromal macrophages in non-small cell lung cancer
patients. Br J Cancer 2004; 91: 498-503.

White J D, Hewett P W, Kosuge D i1 wsp. Vascular endothelial growth factor-
D expression is an independent prognostic marker for survival in colorectal
carcinoma. Cancer Res 2002; 62: 1669-1675.

Witte D, Thomas A, Ali N i wsp. Expression of the endothelial growth factor
receptor-3 (VEGFR-3) and its ligand VEGF-C in human colorectal
adenocarcinoma. Anticancer Res 2002; 22: 1463-1466.

Shida A, Fujioka S, Kobayashi K i wsp. Expression of vascular endothelial
growth factor (VEGF)-C and —-D in gastric carcinoma. Int Clin Oncol 2006; 11:
38-43.

Drescher D, Moehler M, Gockel I i wsp. Coexpression of receptor-tyrosine-
kinases in gastric adenocarcinoma-a rationale for a molecular targeting
strategy? World J Gastroenterol 2007; 13: 3605-3609.

Hu W G, Li J W, Feng B 1 wsp. Vascular endothelial growth factors C and D
represent novel prognostic markers in colorectal carcinoma using quantitative

image analysis. Eur Surg Res 2007; 39: 229-238.

70



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Maeda K, Yashiro M, Nishihara T i wsp. Correlation between vascular
endothelial growth factor C expression and lymph node matastasis in T1
carcinoma the colon and rectum. Surg Today 2003; 33: 736-739.

Kazama S, Watanabe T, Kanazawa T i wsp. Vascular endothelial growth
factor-C (VEGF-C) is a more specific risk factor for lymph node matastasis
than VEGF-D in submucosal colorectal cancer. Hepatogastroenterology 2007;
54:71-76.

Kawakami M, Furuhata T, Kimura Y 1 wsp. Quantification of vascular
ednothelial growth factor-C and its receptor-3 messenger RNA with real-time
quantitative polymerase chain reaction as a predictor of lymph node matastasis
in human colorectal cancer. Surgery 2003; 3: 300-308.

Inda A M, Garcia M N, Andrini L B i wsp. Evaluation of angiogenesis with the
expression of VEGF-C and CD34 in human colon cancer. Current Chemical
Biology 2009; 3: 302-305.

Van der Auwera I, Vermeulen P B, Dirix L Y. Clinicopathological analysis of
lymphatic vessels and of lymphangiogenesis in human cancer. W: Stacer S A,
Achen M G. Lymphangiogenesis in cancer matastasis. Springer 2009: 119-
158.

Hansen S, Grabau D A, Serensen F B i1 wsp. The prognostic value of
angiogenesis by Chalkey counting in a confirmatory study design on 836
breast cancer patients. Clin Cancer Res 2000; 6: 139-146.

Kubo H, Fujiwara T, Jussila L 1 wsp. Involvement of vascular endothelial
growth factor receptor-3 in maintenance of integrity of endothelial cell lining

during tumor angiogenesis. Blood 2000; 96: 546-553.

71



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Partanen T A, Alitalo K, Miettinen M. Lack of lymphatic vascular specifiti of
vascular endothelial growth factor receptor 3 in 185 vascular tumors. Cancer
1999; 86: 2406-2412.

Matsumoto K, Nakayama Y, Inoue Y 1 wsp. Lymphatic microvessel density is
a independent prognostic factor in colorectal cancer. Dis Colon Rectum 2006;
50: 308-314.

Omachi T, Kawai Y, Mizuno R 1 wsp. Immunohistochemical demonstration of
proliferating lymphatic vessels in colorectal carcinoma and its
clinicopathological significance. Cancer Letters 2007; 246: 167-172.

Dadras S S, Lange-Asschenfeldt B, Velasko P i wsp. Tumor lymhangiogenesis
predicts melanoma metastasis to sentinel lymph nodes. Mod Pathol 2005; 18:
1232-1242.

Mohammed R A, Green A, El-Shikh i wsp. Prognostic significance of vascular
endothelial cell growth factors -A, -C, -D in breast cancer and their
relationship with angio- and lymphangiogenesis. Br J Cancer 2007; 96: 1092-
1100.

DaM X, Wu X T, Wang J i wsp. Expression of cyclooxygenase-2 and vascular
endothelial growth factor-C correlates with lymphangiogenesis and lymphatic
invasion in human gastric cancer. Arch Med Res 2008; 39: 92-99.

Onogawa S, Kitadai Y, Amioka T i wsp. Expression of vascular endothelial
growth factor VEGF-C and VEGF-D in early gastric carcinoma: correlation
with clinicopathological parameters. Cancer Lett 2005; 226: 85-90.

Fukunaga S, Maeda K, Noda E i wsp. Association between expression
of vascular endothelial growth factor C, chemokine receptor CXCR4 and

lymph node metastasis in colorectal cancer. Oncology 2006; 71: 204-211.

72



101. Furudoi A, Tanaka S, Haruma K 1 wsp. Clinical significance of vascular
endothelial growth factor C expression and angiogenesis at the deepest
invasive site of advanced colorectal carcinoma. Oncology 2002; 62: 157-166.

102. Saad R S, Kordunsky L, Liu Y L I wsp. Lymphatic microvessel density
as prognostic marker in colorectal cancer. Modern Pathology 2006; 19: 1317-
1323.

103. Liang P, Hong J W, Ubukata H 1 wsp. Increased density and diameter of
lymphatic microvessels correlate with lymph node metastasis in early stage
invasive colorectal carcinoma. Virchows Arch 2006; 448: 570-575.

104. Kuroyama S, Kobayashi N, Ohubu M i wsp. Enzyme histochemical
analysis of lymphatic vessels in colon carcinoma: occurrence of
lymphangiogenesis within the tumor. Hepatogastroenterology 2005; 52: 1057-
1061.

105. Padera T P, Kadambi A, Di Tomaso E i wsp. Lymphatic metastasis in
the absence of functional intratumor lymphatics. Science 2002; 296: 1883-

1886.

73



