Zaktad Kliniczno-Badawczy Chirurgii Transplantacyjnej

Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego Polskiej
Akademii Nauk

Mgr inz. Katarzyna Gardian

WYBRANE ELEMENTY MIKROSRODOWISKA RAKA TRZUSTKI JAKO
UZUPELNIENIE KLINICZNEJ OCENY ZAAWANSOWANIA CHOROBY.

Praca doktorska

Promotor: dr hab. n. med. Marek Durlik, prof. IMDIK

Warszawa 2015



Rodzicom



Badania, ktérych wyniki przedstawiono w tej pracy byty finansowane z grantu
Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego nr N404/0693/33



Wyniki badan przedstawione w tej pracy zostaly wykorzystane w publikacjach:

1. Gardian K, Janczewska S, Olszewski WL, Durlik M. Analysis of pancreatic
cancer microenvironment: role of macrophage infiltrates and growth
factors expression. J Cancer. 2012;3:285-91

2. Gardian K, Janczewska S, Durlik M. Microenvironment elements involved
in the development of pancreatic cancer tumor. Gastroenterol Res Pract.
2012;2012:585674

3. Durlik M, Gardian K. Metalloproteinase 2 and 9 activity in the
development of pancreatic cancer. Pol Przegl Chir. 2012 Aug;84:377-82

4. Gardian K, Durlik M. Komoérki nacieku zapalnego a rozwdj raka trzustki.

Prz Gastroenterol 2013; 8: 133-137



Spis tresci

Wykaz skrotOw stoSOWaNYCh W PIaCy:......c.coviiiiiiiiiiiiicii e 7
1. ZAlOZENIA PIACY....eiiriiiiiiiieii ittt 9
2. W SEEP cueiieete ettt 10
2.1. RAK TTZUSEKI ... 10
2.2. Czynniki ryzyka wystgpienia nowotworu trzustki. .........cccoovvviiiiiiiiiiciieee, 10
2.3. GruczolaKorak trZUSEKI .........coveveiiiiieisiiccr s 13
2.3.1.  Cechy MakroSKOPOWE .......ccueiiiiieiie e 13
2.3.2.  Diagnostyka i ocena stanu zaawansowania raka trzustki ..............c...ceeue.ee. 14
2.3.3.  Leczenie raka trzuStKI .........ccccoverieiiiicicic e 16
2.4. Biologia gUZOW trZUSTKI .....ocvveiviiiiiicicc e 19
2.4. 1. KANCEIOGENEZA .. .ueiiiiiiiiiiiieiiiieeiiee sttt e ste et e et e e st b e e ba e e s ba e e s baeesbeeeanbeeeas 19
2.4.2. Mikro$rodowisko raka trzustki .........cccoceeiiiiiiiiiii 21
K T O] N o] -1 V2SSOSR 25
4. Material 1 MELOAY .....ceeiviiiiiieiiiie s 26
4.1. Pobieranie materiatu od chorycCh........ccooviiiiiiiii e 26
4.1.1. Utrwalanie materialu do badan ...........cccceviiiiiriiiiiin e 27
4.2. Ocena histologiczna tKANEK ..o 27
4.2.1.  Barwienie hematoksylina-0ZyNa. ...........ccccovveveeiiiiie i 27
4.2.2.  Barwienie trojbarwne azan. .........ccccoceiiiiiiiiiin 27
4.2.3.  Barwienie immunohiStoChemMICZNE..........c.cooeiviineiiiieee e 28
4.2.4. Pohlosciowa ocena barwienia immunohistochemicznego.............cccoovevnne. 29
4.3. Ocena ekspresji czynnikdw wzrostu w tkance guza trzustki. .........cccoevvrvenenne 29
44. Ocena naciekéw komorek odpowiedzi zapalnej w tkance guza trzustki. ........... 30
4.5. Oznaczanie aktywno$ci Metaloproteinaz ...........coocvvvvieerieiene e 30
45.1.  Izolacja bialek ........cooooiiiiiii 30
452,  Zymografia ZEloOWa ........ccevviiiiiiiiiiiicie 31
453, ZymOografia iN SItU........ccouveiiiiiiciic e 31
4.6. Ocena naczyn krwiono$nych 1 limfatycznych w guzie raka trzustki. ................. 32
4.6.1.  Mikrolimfangiografia...........ccoceriiiiiiiini i 32
4.6.2.  Barwienie ImmunohistoChemiCzne............ccceoviiiiiiiiiiicc e, 32
4.7. ANALIZA SALYSTYCZNA ... .eeieieiiecce e 33
ST VAT A V| PRSPPI 34

5.1. Ocena zebranego MAaterialtl .........cccviieieiiiieie e 34



5.2.

5.3.
5.4.

5.5.
5.6.

6.

6.1.
6.2.
6.3.
6.4.
6.5.

7.
8.
9.
10.

Ekspresja czynnikdw wzrostu w guzie trzustki.......ccocveviveeiiiiiiiiiiiiice e, 36
521, EGFIEGFR ... 36
522, FGFZ2 I FGFT ..o 38
523, IGFLIIGF-IR .o 39
524, HGFO1C-MEL.....oiiiiii e 40
5.2.5.  PDGF BBttt e 41

Ocena potilosciowa barwien immunohistochemicznych ...........ccccevivieiiieennnn. 41

Ocena naciekow zapalnych w guzie trzustKi........cccoeviiiiiiiiiicic e 47
541, LIMTOCYLY T oottt st nnes 47
I O |V -1 0] - To | USSR 50
5.4.3.  NEULIOFIlE ..o 52

Aktywnos$¢ metaloproteinaz w guzach trzustki........occcevvveiiiiiiiniiiiis e 54

Ocena limfangiogenezy W guZie trZUSEKI ..........ccccoriririeiiiieiesc s 58
DySKUSja WYNIKOW .....c.viiiiiiiiiiiieiic s 61

Ekspresja receptora c-Met w guzach trzustKi............cccoeieiiiiiiniiinnceee, 61

Wptyw naciekajacych makrofagéw na inwazyjnos¢ raka trzustki............ccee.ee. 65

Obecnos¢ innych komorek odpowiedzi zapalnej w guzie raka trzustki.............. 66

Aktywno$¢ metaloproteinaz 2 1 9 w guzach nowotworowych trzustki............... 67

Limfangiogeneza W guzach trzustKi...........coereriniiininiciceesc e, 69
POASUMOWENIE ...ttt 72
WVINHOSKI. ..t 73
BIDHOGIATIA ... .o e 74
N8 (Y6775 11 L 85

) B AN 15 2o 88



Wykaz skrotéow stosowanych w pracy:
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MAPK
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NSCLC

angiopoetin — angiopoetyna

body mass index — wskaznik masy ciata

cluster of differentiation - antygen réznicowania komorkowego
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A — zalezny od cyklin inhibitor
Kinazy 2A

3,3'-diaminobenzidine - 3,3'-diaminobenzydyna
deoxyribonucleic acid - kwas dezoksyrybonukleinowy
extracellular matrix - macierz zewnatrzkomorkowa
ethylenediamide tetraacetic acid - wersenian dwusodowy
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epithelial-mesenchymal transition — przejscie epitelialno-
mezenchymalne
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fibroblast growth factor — czynnik wzrostu fibroblastow

glial cell-derived neurotrophic factor - czynnik neurotroficzny
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1. Zalozenia pracy

Prowadzac badania nad nowotworami poszukuje si¢ biomarkerow, ktore pozwolityby
odpowiednio wczesnie zdiagnozowac chorobg, a takze umozliwi¢ precyzyjne
okreslenie poziomu jej zaawansowania. Szczegblnie intensywne prace sg prowadzone
w przypadku raka trzustki, ktory pozostaje nowotworem o najwigkszej $miertelnosci,
a ilo$¢ zachorowan na ten nowotwor systematycznie si¢ zwigksza. Prowadzone
dotychczas badania wyjasnily wiele proceso6w zwigzanych z tym nowotworem, jednak
nadal brak wiarygodnych markeroéw, ktore umozliwityby monitorowanie rozwoju tej
choroby®. Taki marker pozwalatby takze na okreslenie doktadnego stopnia
zaawansowania choroby i wlasciwego doboru terapii, a w przypadku guzow

0 granicznej resekcyjnosci wskazywatby takze na zasadno$¢ zabiegdéw chirurgicznych.
W stosowanej obecnie ocenie histopatologicznej nowotworu trzustki biologia guza
jest okreslana za pomoca stopnia zroznicowania histologicznego G, jednak nie oddaje
on wlasciwego obrazu procesow zachodzacych miedzy komoérkami nowotworowymi
a ich otoczeniem.

W ostatnich latach duzo uwagi poswigca si¢ badaniom mikrosrodowiska guzow
litych. Obserwacje te pozwolity wyjasni¢ wiele proceséw zachodzacych w czasie
rozwoju nowotworu. Moze ono stanowi¢ takze bogate zrodto informacji zarowno
diagnostycznych jak i prognostycznych.

Prowadzone przeze mnie badania wybranych elementow mikrosrodowiska guza
trzustki pozwolg na okreslenie, ktore z badanych czynnikéw moga mie¢ zastosowanie

w indywidualnej ocenie procesu nowotworowego.



Katarzyna Gardian Wstep
2. Wstep

2.1. Rak trzustki

Rak trzustki jest czwartym co do cz¢stoSci nowotworem wystepujacym zardwno
u kobiet jak i u m¢zczyzn. Tylko 10% przypadkdéw nowotwordw trzustki wystepuje
U 0sOb ponizej 55 roku zycia, $redni wiek diagnozy to 71 lat’. W Polsce w ciagu
ostatnich dziesigciu lat liczba zgonéw spowodowanych rakiem trzustki zwigkszyla si¢
0 29%° (Ryc.1). Wedlug najnowszej analizy przeprowadzonej przez WHO rak trzustki
jest jednym z dwoch nowotwordéw, w przypadku ktorych $miertelnos¢ bedzie

W najblizszych latach wzrasta¢”.

Liczba zgondéw z powodu
raka trzustki w Polsce
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Ryc.1. Wzrost liczby zgonow z powodu raka trzustki w Polsce w latach 1999-2012
( Rycina na podstawie danych Centrum Onkologii
http://85.128.14.124/krn/)

2.2.  Czynniki ryzyka wystapienia nowotworu trzustki.

Palenie tytoniu jest najsilniejszym czynnikiem ryzyka zachorowania na raka
trzustki. Szacuje si¢, ze 25% przypadkow raka trzustki jest zwigzanych z paleniem
papieroséw. U palaczy relatywne ryzyko wystapienia nowotworu wynosi 1,74°.

Palenie jednego papierosa dziennie zwigksza to ryzyko o 2% natomiast wypalenie
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jednej paczki papieroséw na rok o 1%. Rzucenie palenia wydaje si¢ najskuteczniejsza
metodg zmniejszenia ryzyka zachorowania na raka trzustki, jednak faktycznie

zmniejsza sie ono dopiero po 10 latach od porzucenia natogu®.

Kolejnym czynnikiem ryzyka jest otylo$¢ - badania wykazuja zwickszone
prawdopodobienistwo nowotworu u 0s6b z nadwaga’. Zwickszenie BMI o 5 jednostek
zwigksza ryzyko wystgpienia raka trzustki (OR= 1,5). Wykazano rowniez, ze
wystepowanie nadwagi w wieku 14-29 lat oraz otylosci w wieku 20-29 lat szczegolnie
zwicksza to ryzyko. Nadwaga i otylosci wplywaja roéwniez na wiek, w ktéorym
wystepuje nowotwor. W poréwnaniu z osobami z waga w normie, u osob otytych rak
trzustki wystepuje 5 lat wczeéniej®. Rowniez zwickszenie obwodu talii, a takze
wskaznika ~WHR  (waist-to-hip  ratio), ma zwigzek ze zwigckszonym

prawdopodobiehstwem wystapienia nowotworu®

. Relatywne ryzyko dla obwodu
zwigkszonego o 10 cm wynosito 1,13. Zwigkszenie czynnika WHR o 0,1 powodowato

wzrost RR do 1,24.

Czynnikiem wptywajacym na prawdopodobienstwo wystagpienia raka trzustki jest
rowniez cukrzyca. Nowozdiagnozowana cukrzyca moze by¢ objawem tego
nowotworu szczegolnie U osob szczuplych, w $rednim wieku 1 bez przypadkéw
cukrzycy w rodzinnej historii choroby. Jednakze bezwzgledne ryzyko w takich
przypadkach  jest niewielkie poniewaz u zaledwie 0,5% sposrod
nowozdiagnozowanych diabetykéw obserwuje si¢ wystapienie raka trzustki w okresie

6-letnim?.

U pacjentow z dtugoletnig cukrzyca obserwuje si¢ dwukrotne zwigkszenie ryzyka
wystapienia raka trzustki. Stosowane w terapii leki moga wplywaé na
prawdopodobienstwo wystgpienia tego nowotworu. W przypadku stosowania insuliny
zaobserwowano zwiekszone ryzyko wystgpienia nowotworu, natomiast zastosowanie

11
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metforminy jako $rodka hipoglikemicznego powoduje jego zmniejszenie. Wbrew
pierwotnym doniesieniom metformina nie ma jednak wptywu na przezycie
u pacjentéw z rakiem trzustki''. Wspotistnienie cukrzycy, zaréwno dlugotrwalej jak
I nowowykrytej, przyczynia si¢ do zmniejszenia oKresu przezycia u pacjentow

z PDAC, u ktorych przeprowadzono resekcje™.

Zapalenie trzustki roOwniez moze przyczynia¢ si¢ do zwigkszonego ryzyka
wystgpienia nowotworu trzustki. Przeprowadzona analiza wykazala, ze wigksze
prawdopodobienstwo zachorowania na raka trzustki dotyczy zaréwno przewlektego
zapalenia trzustki (RR=13,3) jak i jego dziedzicznej formy (RR=69,0). Wykluczenie
przypadkow przewlektego zapalenia wystepujacych do dwoch lat  przed
zdiagnozowaniem nowotworu powoduje zmniejszenie relatywnego ryzyka do 5,8".
W przypadku dziedzicznego zapalenia wykazano, ze szczegdlnie zagrozone sg osoby,
u ktorych choroba wystepowata u ojca chorego — w takim przypadku ryzyko

zachorowania byto wyzsze™.

Wisrod chordb uwarunkowanych genetycznie sprzyjajacych rozwojowi nowotworu

trzustki gtownie wymienia si¢ takze Zespot Peutza-Jeghersa oraz mukowiscydozg.

Zespot  Peutza-Jeghersa  jest  genetycznie  uwarunkowany  zespotem
charakteryzujacy si¢ wystepowaniem plam soczewicowatych oraz obecnoscig polipéw
hamartomatycznych w przewodzie pokarmowym. Wykazano, ze u osob z tym zespotem

wystepuje 76-krotny wzrost ryzyka zachorowania w poréwnaniu do populacji og6élne;j )

Mukowiscydoza powoduje zaburzenia wydzielania przez  gruczoly
zewnatrzwydzielnicze, W tym takze trzustke, I moze wywotywaé stan zapalny trzustki,

aw konsekwencji uszkodzenie tego narzadu. Badania wykazaty 5-krotny wzrost ryzyka

12
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wystapienia raka trzustki u chorych z tym schorzeniem oraz znaczne obnizenie wieku
zachorowania — $redni wiek wynosit zaledwie 35 lat'®.

Dyskusyjny pozostaje wpltyw alkoholu na ryzyko wystgpienia raka trzustki.
Istnieje natomiast wyrazny zwigzek miedzy spozyciem alkoholu a wystepowaniem
zapalenia trzustki. Alkohol powoduje uszkodzenie komorek trzustki i prowadzi do
stanow zapalnych wydawato si¢ wigc, ze moze si¢ takze przyczynia¢ do rozwoju
nowotworu w tym narzadzie'’. Prowadzone badania wykazaly jednak, ze przecigtne
spozycie  alkoholu nie zwicksza ryzyka  wystagpienia raka  trzustki.
Prawdopodobienstwo to zwicksza si¢ u 0sdb naduzywajacych alkoholu. Jest ono

szczegblnie widoczne u 0s6b spozywajacych wiecej niz 40g alkoholu na dobe™®.
2.3. Gruczolakorak trzustki
2.3.1. Cechy makroskopowe

Gruczolakorak trzustki wystepuje w postaci guzow litych o zabarwieniu
zOttawym. 2/3 guzoéw tworzy si¢ w obrebie glowy trzustki. Ich rozmiar wynosi

przecigtnie 1,5-5 cm i moze by¢ wigkszy w przypadku guzow trzonu i ogona trzustki.

Nowotwor glowy trzustki moze nacieka¢ przewdd zotciowy wspolny oraz gtowny
przewod trzustkowy, ktorego niedrozno$¢ prowadzi do wioknistego zaniku migzszu
trzustki. W dalszych stadiach nowotwor glowy trzustki moze zajmowac brodawke Vatera,
Scian¢ dwunastnicy, a takze wnika¢ w tkanke tluszczowa zaotrzewnowa 1 znajdujace si¢
tam nerwy inaczynia krwionosne. W najbardziej zaawansowanych przypadkach

, S . ; r 1
nowotwor rozprzestrzenia si¢ do otrzewnej oraz innych narzadow .
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2.3.2. Diagnostyka i ocena stanu zaawansowania raka trzustki

Nie ma powszechnie dostgpnej wczesnej diagnostyki raka trzustki, zwykle nowotwor
ten jest diagnozowany w zaawansowanym stadium rozwoju.

Standardowo do diagnozowania raka trzustki stosuje si¢ wielorzgdowa tomografi¢
komputerowa TK, wedtug protokotu trzustkowego. Na podstawie tego badania mozna
okresli¢ stopien rozwoju i resekcyjnos¢ nowotworu. Metodami uzupetiajacymi sg USG,
PET czesto wpotaczeniu =z TK, endoskopowa ultrasonografia EUS oraz
pankreatocholangiografia wsteczna®.

Sposrdod molekularnych markeréw za najbardziej skuteczny w przypadku raka
trzustki uznawany jest antygen nowotworowy CA19-9. Meta-analizy wykazaly ze
przy poziomie wyzszym niz 37U/ml jego $rednia czuto$¢ wynosi 77% a specyficznosé
87%. Parametry te w przypadku CA19-9 sa jednak zalezne od rozmiaru guza.
W przypadku zmian ponizej 3 cm $rednicy czulo$¢ tego markera wynosi tylko 55%.
Problemem jest rowniez fakt, ze podniesiony poziom CA19-9 wystepuje takze u 40%

2122 graz w przypadku nowotworu jelita

pacjentow z przewlektym zapaleniem trzustki
grubego, przetyku lub raka watrobowokomorkowego.

Oceny stopnia zaawansowania raka trzustki dokonuje si¢ wedlug klasyfikacji
TNM (tumor, nodus, metastases) opracowanej przez Union International for Cancer
Research ( UICC) we wspotpracy z American Joint Committee on Cancer (AJCC).
Opiera si¢ on na ocenie anatomicznej zaawansowania nowotworu. Ocenie podlega guz
pierwotny T (od TO do T4), przerzuty do okolicznych weztéw chtonnych N (NO-N1)
oraz przerzuty odlegle M (M0-M1).

System ten byt w ostatnich latach uaktualniany — brano pod uwage postep

w metodach obrazowania nowotworu oraz praktycznos¢ klinicznego zastosowania

klasyfikacji. W przypadku raka trzustki szczegolnie dyskutowang kwestig byt podziat

14
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ze wzgledu na resekcyjno$¢ guzdéw, poniewaz leczenie chirurgiczne ma w tym
przypadku kluczowe znaczenie. W zwigzku z tym wprowadzone zmiany dotyczyly
przede wszystkim cechy T, okreélajacej rozmiar i zakres rozprzestrzenienia si¢ guza®.

Biorac pod uwage cechy T,N,M ustala si¢ stopien zaawansowanie nowotworu (Tabela

1).

Stopien Cecha T Cecha N Cecha M

0 Tis NO MO

1A T1 NO MO

1B T2 NO MO

HA T3 NO MO

11B T1-3 N1 MO

i T4 Kazde N MO

v Kazde T Kazde N M1

Tabela 1. Stopien zaawansowania nowotworu wg klasyfikacji TNM

Kolejne stopnie zaawansowania okresla si¢ jako:

e Operacyjne li Il

e Guzy granicznie resekcyjne I11

e Nieoperacyjne IV

W przypadku guzdéw operacyjnych ocenia si¢ réwniez stopien histologicznej
dojrzatosci G, na podstawie ktoérego dokonuje si¢ podziatu guzéw na trzy grupy —
0 niskiej, Sredniej 1 wysokiej ztosliwosci. Stopien G1 o najmniejszej ztosliwosci
charakteryzuje si¢ dobrym zrdéznicowaniem histologicznym  (morfologicznie
przypomina dojrzala tkanke), G2 umiarkowanym zréznicowaniem, a stopien G3
0 najwigkszej ztosliwosci charakteryzuje si¢ najstabszym zrdznicowaniem komorek.
W ocenie uwzglednia si¢ zroznicowanie ognisk nowotworowych, produkcj¢ mucyny,

liczbe mitoz oraz wyglad jader komorkowych (Tabela 2).

15
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Stopien Zroznicowanie Liczba

i i . Cechy jadra

srétmicowania _ogniska TS mitoz (na 10 RO

guza nowotworowego yny HPF) 8
Maty

Dobre polimorfizm,
e zréznicowanie DIETE e 3 polarne
ulozenie

Umiarkowane

G2 zroznicowanie, Nieregularna 6-10 Uml_arkovyany
struktury polimorfizm
cylindryczne
Stabe Znaczny
G3 zréznicowanie, Zatrzymana >10 pollmorflzm,
pleomorficzne powigkszony
struktury rozmiar

Tabela 2. Ocena dojrzatosci nowotworu wg klasyfikacji Kloppel’a przyjetej przez
WHO (HPF- high power field)

2.3.3. Leczenie raka trzustki

Pomimo wzrastajacego zrozumienia biologii raka trzustki nie udato si¢ do tej pory
opracowac¢ skutecznego leczenia. Jedynym sposobem dajacym nadzieje na 5-letnie
przezycie jest leczenie chirurgiczne — catkowita lub czgsciowa pankreatektomia.
Poczatkowo operacje réwniez wigzaly si¢ z wysoka $miertelnos$ciga ze wzgledu na
wielko$¢ urazu i zwigzang z tym liczbg powiktan. Rozwoj technik chirurgicznych jak
i wprowadzenie mniej inwazyjnych metod operacji takich jak laparoskopia, znacznie
zredukowaly ryzyko komplikacji i zmniejszyly obciazenie pacjenta®. Jednak nawet
wsérdd pacjentdw z guzem usunigtym chirurgicznie 5-letnie przezycie pozostaje na
poziomie 15-20%, co wskazuje na potrzebe leczenie uzupehiajacego — adjuwantowego.
Zastosowanie chemioterapii z uzyciem 5-fluorouracylu lub gemcytabiny zwickszato
przezycie chorego, a takze czas w ktorym nie obserwowano nowotworu. Ostatecznie
gldownym chemioterapeutykiem stosowanym w raku trzustki zostala gemcytabina ze
wzgledu na mniejsza toksycznos¢ w stosunku do 5-fluorouracylu. Probowano uzyskaé

lepsze rezultaty terapii poprzez stosowanie razem z gemcytabing terapeutykow
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celowanych. Bevacizumab jest przeciwcialem skierowanym przeciwko VEGEF,
uniemozliwiajgcym jego wigzanie z receptorem. W wielu nowotworach, jak np.
w nowotworze jelita grubego, jego stosowanie przynosito poprawe wynikow leczenia®.
W przypadku raka trzustki, pomimo dobrze rokujacych pierwszych faz badan klinicznych
leku, dalsze proby wykazaty brak poprawy wynikéw leczenia w stosunku do leczenia

242621 1 epsze rezultaty uzyskano stosujac Erlotinib, inhibitor skierowany

gemcytabing
przeciwko EGFR. Zastosowanie tego leku razem z gemcytabing pozwolilo przedhuzy¢
$rednie przezycie, jednak tylko o 0,4 miesiaca®. Zwrocono réwniez uwage na stabilizacje
choroby i zwickszenie okresu wolnego od progresji. W niektérych badaniach
zaobserwowano zwigkszenie przezycia o 1,5 miesigca oraz zwickszenie rocznego
przezycia z 18% do 37,2%%°.

Agresywny charakter raka trzustki i czgsta obecno$¢ mikroprzerzutow sktaniaja do
stosowanie leczenie neoadjuwantowego — stosowanego przed leczeniem chirurgicznym.
Pacjenci otrzymujacy ten typ leczenia maja wyzszy odsetek resekcji RO, 1 co si¢ z tym
wigze mniejsze prawdopodobienstwo miejscowej wznowy i dtuzsze okresy catkowitego
przezycia. Stosowanie tej terapii pozwala rowniez oceni¢ charakter przebiegu choroby —
w przypadkach, kiedy choroba si¢ nasila pomimo stosowanego leczenia, pacjenci nie s3
poddawani operacji. Leczenie neoadjuwantowe umozliwia terapi¢ pacjentow z guzami
typu ,,borderline”. Uznaje si¢, ze u chorych z tej grupy powinno si¢ zastosowac najpierw
chemio- iradioterapi¢, nast¢gpnic po ocenie wynikéw tomografii komputerowej
zdecydowa¢ o ewentualnej 0peracji30. W prezentowanych wynikach badan klinicznych
u chorych poddanych takiemu leczeniu $rednie przezycie wynosi 40 miesigey®".
Szczegblnym wyzwaniem terapeutycznym jest leczenie raka trzustki w przypadku guzow
nieoperacyjnych. Prognozy dla pacjentow w takiej sytuacji sg szczeg6lnie zte — $redni

okres przezycia Wynosi 3-8 miesigcy. W poszukiwaniu skutecznego rozwigzania testuje
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si¢ kombinacje dostgpnych lekow. Takie podejScie przynosi pozytywne efekty —
zastosowanie czterosktadnikowej terapii FOLFIRINOX (5-fluorouracyl, leukoworyna,
oxaliplatyna, irinotekan) pozwala na wydluzenie czasu przezycia u 0séb
Z zaawansowanym rakiem trzustki o 6 miesigcy. Zestawienie kilku silnych cytostatykow
skutkuje jednak takze znacznie zwigkszong toksycznos$cia i ze wzgledu na ten fakt terapia
moze by¢ stosowana u pacjentdw w dobrym stanie ogolnym™.

Nowym podejéciem do leczenia raka trzustki jest takze stosowanie nowych form lekow,
aby pokona¢ bariery zwigzane z dostarczaniem leku. Nab-paclitaxel stanowi nowa forme¢
wczesniej stosowanego leku. W preparacie tym wykorzystuje si¢ mechanizm w jaki
albuminy przenikaja do naczyn krwiono$nych i1 wigzania z bialkiem SPARC,
umozliwiajacym akumulacje we wnetrzu guza®®. Zastosowanie nab-paclitaxelu razem
z gemcytabing zwickszyto przezycie z 6,7 do 8,5 miesigcy, wydluzony byt rowniez okres
wolny od nawrotu choroby. Wykazano, ze zastosowanie nab-paclitaxelu zwigksza
rowniez efektywno$¢ dostarczania gemcytabiny do wnetrza guza34.

Lepsze poznanie biologii raka trzustki oraz wigksza dostgpnos¢ metod genetycznych jak i
proteomicznych daje takze szanse na zastosowanie spersonalizowanego leczenia. Proby
takiej terapii podjeto w przypadku raka piersi i otrzymane rezultaty wskazuja, ze jest to

whasciwe podejscie w sposobie leczenia nowotworow>>.
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2.4. Biologia guzéw trzustki

2.4.1. Kancerogeneza

Gruczotowy rak trzustki wywodzi si¢ z nabtonka przewodéw trzustkowych. Podobnie
jak w innych nowotworach proponowany jest model zmian zachodzacych stopniowo
poprzez kolejne stadia neoplazji wewnatrznablonkowej PanIN i prowadzacych do
stadium inwazyjnego raka. Przemianom tym towarzysza aktywacja onkogenow i mutacje
gen6w supresorowych® (Ryc.2).

Aktywacji podlegaja onkogeny: KRAS, AKT2 oraz EGFR. Stata aktywacja KRAS jest
najwczesniej obserwowang zmiang i wystepuje juz na pierwszym etapie rozwoju
neoplazji wewnatrznablonkowej, a pdzniej w 90% inwazyjnych postaci gruczolakoraka
trzustki®’. Konstytutywna aktywacja KRAS skutkuje stymulacja $ciezek sygnatowych
odpowiadajacych za kluczowe procesy umozliwiajace rozwoj 1 dalszg inwazje

nowotworu.

Mutacje pozostatych onkogendw wystepuja W raku trzustki rzadziej, wzmacniajg jednak
efektywnosé aktywacji KRAS®. Amplifikacja AKT2 jest wykrywana jedynie w mniej niz
5% przypadkow, chociaz aktywacje $ciezki sygnalowej Akt stwierdza si¢ w 30-60%
rakow trzustki’®. EGFR podlega amplifikacji czego efektem jest zwigkszona aktywnos$¢
sciezki sygnatowej aktywowanej przez ten receptor“.

Sposrod mutacji genow supresorowych najczestsza dotyczy genu CDKN2A/pl16. W ponad
90% przypadkdéw jest on inaktywowany poprzez homozygotyczng delecje, mutacje
wewnatrzgenowg zwigzang z utratg drugiego allelu lub epigenetycznie przez
hipermetylacje promotora genu***®. Zmiany te pojawiaja si¢ juz na etapie PanIN-1 a ich

czestos$¢ zwigksza si¢ wraz z postepem zmian neoplastycznych44'45.
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Ryc. 2. Schemat zmian fenotypowych w nablonku przewodow trzustkowych
I towarzyszqce im zmiany genetyczne. (llustracja na podstawie D.M.
Simeone, A. Maitra (eds.), Molecular Genetics of Pancreatic Cancer 2013)

Mutacja powodujagca utrate aktywnosci genu DPC4/SMAD4/MADH4 wystepuje w ok.
55% przypadkéw raka trzustki 1 jest charakterystyczna dla tego rodzaju nowotworu*.
Mutacja ta pojawia sie dopiero w niektérych zmianach na etapie PanIN-3*.

Gen TP53 zostaje inaktywowany przez utrate drugiego allelu w 50-75% rakow trzustki®®.
Utrata funkcji przez ten gen wystepuje jednak dopiero w ostatnim stadium neoplazji
wewnatrznablonkowej 1 umozliwia progresje do inwazyjnej postaci nowotworu®.

Sa to zmiany stanowigce podstawe rozwoju raka trzustki, natomiast udowodniono, ze
u jednego pacjenta z rakiem trzustki moze wystepowa¢ od 1 do 116 aktywnych (non

silent) mutacji. Ogoétem zidentyfikowano ponad 2000 mutacji, ktore $wiadczg o duzej

molekularnej r6znorodnosci nowotworu trzustki>®.
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2.4.2. Mikrosrodowisko raka trzustki

W 1889 angielski chirurg Stephen Paget na podstawie swoich obserwacji wysunat
hipotezg ,,seed and soil”, aby wyjasni¢ nieprzypadkowy charakter wystepowania
przerzutow®'. Byla to pierwsza sugestia, ze otoczenic moze wplywa¢ na rozwdj
nowotworu. Od tego momentu przeprowadzono wiele badan potwierdzajacych istotng
role mikrosrodowiska, w ktorym znajdujg si¢ komorki nowotworowe. Obszar ten jest
postrzegany jako zrodio potencjalnych celow terapeutycznych oraz klucz do zrozumienia

. - . 52
procesu nowotworzenia w réznych typach nowotworow>>>,

Pierwotne ognisko nowotworu sklada si¢ zaréwno z komodrek nowotworowych jak
I komorek gospodarza, jest heterogenne i zawiera komoérki zréznicowane genotypowo

i fenotypowo™ (Ryc.3).

Inwazja,
proliferacja

-~

Angiogeneza o O’ A
A A’Q« Aktywacja czynnikow wzrostu
Q Komorka i fragmentow ECIM
Komérka A nowotworowa przez proteazy
endotelialna A o
3 Rekrutacja
Rekrutacja Proliferacja Fibroblast

Praliferacja
dznicowanie

Aktywacja

Komoérka nacieku zapalnego

&

© O Czynnik wzrostu & Proteaza Czasteczka ECM Receptor Q Inhibitor proteaz
czynnika wzrostu

krwionogne

Ryc. 3. Schemat interakcji miedzy komorkowych w raku trzustki. (1lustracja na
podstawie: Friends or foes - bipolar effects of the tumour stroma in cancer. Mueller
MM et al. Nat Rev Cancer. (2004))
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Specyficzne mikrosrodowisko komorek raka trzustki w guzie sktada si¢ z obfitej
tkanki wloknistej zawierajacej biatka macierzy zewnatrzkomorkowej, naczyn
krwionoénych i limfatycznych oraz komoérek odpowiedzi zapalnej™. Wszystkie
komorki znajdujace si¢ w obregbie guza stanowia zrédto szeregu czynnikéw wzrostu:
FGF, EGF, PDGF, HGFa, IGF i ich receptorow. FGF i PDGF moze przyczyniaé si¢
do wzmocnienia reakcji desmoplazji w guzach trzustki. EGF i IGF1 in vitro
zwigkszaja proliferacj(;’56 komorek nowotworowych, a HGFa i jego receptor c-Met
reguluja ich inwazyjnos¢ i ruchliwo$¢® %, Co wiccej kazdy z tych czynnikéw moze
indukowaé proces przejScia epitelialno-mezenchymalnego (EMT), procesu
ulatwiajacego odrywanie si¢ komoérek nowotworowych i tworzenie przerzutow .

Naciekajace komorki odpowiedzi immunologicznej sa réwniez bogatym zrodlem
czynnikow stymulujgcych rozwdj nowotworu, inwazyjno$¢ i tworzenie przerzutow.
Szczegdlng role przypisuje si¢ makrofagom, ich rola w mikrosrodowisku nowotworowym
zostata szeroko opisana®. Makrofagi stanowia zrodlo czynnikoéw wzrostu, takich jak
EGF, PDGF-BB, HGFa, TGF B, ktore stymulujg proliferacje komoérek. Co wiecej
produkuja one réwniez metaloproteinaze 9 biorgca udziat w wielu kluczowych procesach

takich jak angiogeneza®.

Rozrézniono dwa gtéwne typy makrofagow, M1 i M2 roznigce si¢ droga
aktywacji. Aktywacja M1 jest wigzana z odpowiedzig skierowang przeciwko guzowi.
Ten typ makrofagow jest aktywowany przez ligandy receptoréw TLR 1 jest zrodiem
prozapalnych cytokin i tlenku azotu. Makrofagi M2 majg wptyw immunosupresyjny
I mogg rowniez bra¢ udziat w procesie gojenia ran. Ich aktywacja jest stymulowana przez
IL-4 i 1L-13%. S3 one zrodlem angiogennych czynnikéw jak VEGF, ANG1 i ANG2 oraz

proteaz: aktywatora plazminogenu uPA i metaloproteinaz . W ten sposob przyczyniaja
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si¢ do angiogenezy i uwalniania komorek nowotworowych co prowadzi do progresji

nowotworu i tworzenia przerzut()WGS.

Ostatnio réwniez rola neutrofili w mikrosrodowisku guza byta przedmiotem badan®.
Réwniez w tym przypadku stwierdzono, ze pod wptywem mikrosrodowiska neutrofile
moga uzyskiwaé¢ fenotyp sprzyjajacy rozwojowi guza. Analogicznie do klasyfikacji
makrofagdéw opisano fenotypy N1 i N2 neutrofili. Nabycie cech szkodliwego fenotypu
jest stymulowane przez TGF-B, a jego zahamowanie powoduje re-polaryzacje do

fenotypu N1°%°

. Co wigcej stwierdzono, ze elastaza neutrofilowa rowniez ma udziat
w promowaniu rozwoju guza. W przypadku raka piersi i pluc wysoki poziom elastazy

zostal powiazany z gorszym rokowaniem .

Wazng role w mikrosrodowisku guzéw nowotworowych pelnig enzymy
proteolityczne, ktore moga przebudowywaé podscielisko guza, biorg rowniez udzial w
aktywacji wielu biatek i w ten sposob uczestniczg w regulacji proliferacji i apoptozy
komorek. Naleza do nich metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej MMP
stanowigce grupe 20 proteaz, wsréd ktérych wyroznia sie 4 klasy: kolagenazy,
zelatynazy, stromeolizyny 1 MMP zwigzane z btona komorkowa. Biorg one udziat
W przebudowie macierzy zewnatrzkomoérkowej przez co sg istotnym elementem takich

procesow jak angiogeneza, migracja komorek i tworzenie sie przerzutow®’.

Metaloproteinazy 2 i 9 zaliczajace si¢ do grupy zelatynaz sg szczegdlnie istotne,
poniewaz ich substratem jest kolagen IV wchodzacy w sktad blony podstawnej. Jego
degradacja umozliwia 1 ulatwia migracj¢ komoérkom nowotworowym. Podwyzszong
ekspresje tych MMP stwierdzono w wielu nowotworach®. W raku piersi podwyzszony
poziom MMP9 byl widoczny w guzach zaawansowanych, z odlegtymi przerzutami.

Stwierdzono réwniez podwyzszong ekspresje MMP2, ale brak byto wyraznej korelacji

23



Katarzyna Gardian Wstep

z czynnikami prognostycznymi®®. Rowniez w nowotworze przetyku stwierdzono, ze
metaloproteinazy 2 i 9 odgrywaja istotng role w inwazyjnosci’®. W przypadku raka
trzustki rowniez zaobserwowano zwigkszong ekspresj¢ metaloproteinaz. W badaniu
przeprowadzonym na 6 liniach komoérkowych wykazano, ze zwigkszona ekspresja
I aktywnos¢ MMP2 sa zwigzane z wigkszym potencjatem inwazyjnym komorek raka
trzustki’t. Rowniez w badaniu przeprowadzonym na guzach trzustki potwierdzono

zwiekszona ekspresje MMP2 i MMP9 zaréwno na poziomie mRNA jak i biatek .

Waznym elementem jest unaczynienie guza nowotworowego 1 zwigzane z tym
angiogeneza i limfangiogeneza. Odpowiedzialne za te procesy sa przede wszystkim
czynniki wzrostu z rodziny VEGF. Czynnik VEGF A i jego receptor VEGFR2 jest
odpowiedzialny za tworzenie naczyn krwiono$nych, natomiast VEGF C i jego receptor
VEGFR3/FIt4 petnig kluczowa role w procesie limfangiogenezy. Naczynia pozwalaja na
dostarczenie substancji niezbednych do rozwoju guza, ale stanowig réwniez drogg
rozsiewu nowotworowego. Odkrycie markerow komorek $rodbtonka limfatycznego
Lyve-1, Prox-1 i podoplaniny pozwolitly na ocen¢ procesu limfangiogenezy w guzach
nowotworowych. Dyskusyjna pozostaje rola naczyn limfatycznych i limfagiogenezy
W tworzeniu przerzutow. W przypadku niektorych nowotwordw, jak nowotwor zotadka
oraz czerniak, istnieje wyrazna zalezno$¢ miedzy wystepowaniem naczyn limfatycznych
W guzie i przerzutow do weztow chionnych”™ '™, jednak w przypadku gruczolaka trzustki

nie jest to jednoznaczne.

24



Katarzyna Gardian Cel pracy

3. Cel pracy

Celem pracy jest ocena nastepujacych elementow mikrosrodowiska raka trzustki:

* poziomu wytwarzania czynnikOw wzrostu

* komorek nacieku zapalnego

* lokalnej aktywnos$ci metaloproteinaz 2 i 9

* limfangiogenezy

oraz okre$lenie zalezno$ci kliniczno-patologicznego stopnia zaawansowania

nowotworu od ocenianych czynnikow
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4. Material i metody

4.1. Pobieranie materialu od chorych

Probki tkanek zostaly pobrane od 36 pacjentdow poddanych resekcji trzustki
metodg Whipple’a ze wzgledu na zdiagnozowany nowotwor trzustki. Byli to chorzy
obojga plci zrozpoznanym za pomoca ultrasonografii, kontrastowej tomografii
komputerowej  i/lub  obrazowania  w rezonansie = magnetycznym  rakiem
nieendokrynnym trzustki. Chorzy nie byli wczesniej objeci chemio- i radioterapia.
Protokot pobierania tkanek byt zatwierdzony przez komisj¢ bioetyczng CSK MSWiA
(nr 25/2007).

Grupa chorych sktadata si¢ z 14 kobiet i 22 mgzczyzn, $redni wiek wynosit 66 lat

( przedziat wiekowy 48-85 lat).

Ocena histopatologiczna guzow zostata przeprowadzona w Zaktadzie Patomorfologii

CSK MSWIA w Warszawie, stanowigc podstawe podziatu na nastgpujace grupy

(Tabela 3):

T (guz pierwotny) M (przerzuty odlegle)

T3 25
T4 2

Ocena histologicznego stopnia
zréznicowania

(okoliczne wezly chlonne) ‘ Gl
NO 13 G2 16
N1 23 G3 16

Tabela 3. Ocena histopatologiczna badanych guzow trzustki wg. Klasyfikacji TNM.

26



Katarzyna Gardian Materiat i metody

4.1.1. Utrwalanie materialu do badan

Do badan zostaly wykorzystane tkanki pobrane z ogniska pierwotnego raka
trzustki. W celu izolacji biatek fragmenty guzow byly umieszczane w sterylnych
proboéwkach Eppendorf i przechowywane w temperaturze -20 °C do momentu uzycia.
Wycinki o wymiarach 5x5x5mm byly zamrazane przez 45 sek. w acetonie

z suchym lodem do temperatury — 70°C, a nastepnie przechowywane w temperaturze

- 80°C. Preparaty do dalszych badan byly krojone na skrawki grubosci 5 um

w Kriostacie ( Leica CM1850 UV, Nussloch, Niemcy ).

4.2. Ocena histologiczna tkanek

4.2.1. Barwienie hematoksylina-eozyna.

Skrawki umieszczano na szkietkach podstawowych i nawadniano w szeregu malejacych
stezen alkoholu etylowego (100% - 10 min., 96% - 5 min., 70% - 5 min.), ptukano

w H,0 destylowanej przez 5 min nastepnie barwiono hematoksyling (5-7 minut) i eozyng
(10 minut). Nastepnie preparaty odwadniano w szeregu rosngcych st¢zen alkoholu
etylowego ( 70%, 96% 2x3min, 100% 2x3min). Preparaty suszono i zatapiano w Leica

CV Mount.

4.2.2. Barwienie tréjbarwne azan.

Skrawki umieszczano na szkietkach podstawowych i nawadniano w szeregu malejgcych
stezen alkoholu etylowego (100% - 10 min., 96% - 5 min., 70% - 5 min.), ptukano

w H,0 destylowanej przez 5 min. Nastepnie preparaty umieszczano w alkoholu
anilinowym ( 0,1% aniliny w 90% alkoholu etylowym). Po kilkakrotnym przeptukaniu

70% alkoholem etylowym preparaty barwiono azokarminem przez 45 minut
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w temperaturze 56-60°C. Po zakonczeniu barwienia preparaty przeptukano woda
destylowang, alkoholem anilinowym i alkoholem z kwasem octowym. Nastepnie na
skrawki nakropiono 5% kwas fosfowolframowy i inkubowano przez godzing

W temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu inkubacji preparaty przeptukano woda
destylowang i poddano barwieniu oranzem w anilinie przez 30 minut. Procedure
zakonczono odwadnianiem w szeregu rosngcych stezen alkoholu etylowego ( 70%, 96%

2x3min, 100% 2x3min). Preparaty suszono i zatapiano w Leica CV Mount.

4.2.3. Barwienie immunohistochemiczne

Do barwien z uzyciem przeciwciat mysich i kroliczych uzyto zestawu The Dako
REAL™ EnVision™ Detection System (Dako, Glostrup, Denmark). Skrawki na
szkietkach utrwalano przez 10 min w acetonie, a nast¢pnie inkubowano przez 5 min
z blokerem Dual Endogenous Enzyme Block, powodujacego hamowanie endogenne;]
peroksydazy, enzymdw o typie peroksydazy oraz fosfatazy alkalicznej. Po
przeptukaniu skrawkéw roztworem TRIS pH=7,6 przeprowadzano inkubacje

z odpowiednim przeciwciatem przez 25 min. Kolejnym etapem byta reakcja

z odczynnikiem Dako REAL™ EnVision™/HRP zawierajagcym dekstran
skoniugowany z peroksydaza i wtornymi przeciwciatlami kozimi przeciwko
immunoglobulinom kréliczym 1 mysim przez 25 min w temperaturze pokojowej po
ktorej nastgpowata reakcja z chromogenem (tetrachlorowodorek 3,3'-
diaminobenzydyny w rozpuszczalniku organicznym) Dako REAL™ DAB+
Chromogen przez 3 min. Preparaty dobarwiano w hematoksylinie i zatapiano w Leica

CV Mount.
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4.2.4. Polilosciowa ocena barwienia immunohistochemicznego

Do oceny potilosciowej wybierano 5 pdl po obserwacji catego preparatu pod
powigkszeniem 40x. Pola te analizowano pod powickszeniem 200x — obliczano
catkowite pole zabarwionego obszaru uzywajac oprogramowania Microlmage
(Olympus, Japan). Na tej podstawie wyznaczano $redni poziom ekspresji badanego

czynnika w preparacie.

4.3.  Ocena ekspresji czynnikow wzrostu w tkance guza trzustki.

Ekspresje czynnikow wzrostu w tkance guza trzustki badano stosujac metode
immunohistochemiczng. Do barwien z uzyciem przeciwciat mysich i kroliczych uzyto
zestawu The Dako REAL™ EnVision™ Detection System. Postgpowano wedlug
receptury podanej przez producenta stosujac przeciwciala odpowiednie do

oznaczanych czynnikoéw lub komorek. Lista przeciwcial jest przedstawiona w tabeli 4.

Przeciwcialo Stezenie Rodzaj przeciwciala
EGF (Z-19) 1:30 krolicze antyludzkie
EGFR (EGF-R2) 1:30 mysie antyludzkie
FGF2 (H-131) 1:100 krolicze antyludzkie
FGF7 (H-73) 1:50 krolicze antyludzkie
IGF1 (H-70) 1:50 krolicze antyludzkie
IGF1Rp (C-20) 1:50 krolicze antyludzkie
HGFo (H-145) 1:75 kroélicze antyludzkie
c-Met (C-12) 1:75 krolicze antyludzkie
PDGF B (N-30) 1:25 krolicze antyludzkie

Tabela 4. Przeciwciata uzyte do oznaczenia czynnikow wzrostu i ich receptorow.
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4.4. Ocena naciekow komorek odpowiedzi zapalnej w tkance guza

trzustki.
Oceny naciekow komoérek odpowiedzi zapalnej dokonano za pomoca
immunohistochemii  wedlug podanego wczesniej protokotu. Przeciwciata

wykorzystane do oznaczen zostaty zawarte w Tabeli 5.

Przeciwcialo Stezenie Rodzaj przeciwciala | Znakowane komorki
CD3 (F7.2.38) 1:200 mysie antyludzkie limfocyty T
CD68 (EBM11) 1:250 mysie antyludzkie makrofagi
CD56 (123C3) 1:250 mysie antyludzkie komorki NK
Elastaza (NP57) 1:350 mysie antyludzkie neutrofile

Tabela 5. Przeciwciata uzyte do oznaczenia naciekow komorek odpowiedzi zapalnej
w tkance guza trzustki.

4.5. Oznaczanie aktywnosci metaloproteinaz

45.1. Izolacja bialek

Biatka byly izolowane z tkanki guzow za pomocag zestawu Total Protein
Extraction Kit (Milipore, Billerica, USA). 100mg tkanki guza rozdrabniano
I umieszczano w 250ul buforu lizujacego (HEPES (pH 7.9), MgCl,, KCIl, EDTA,
sukroza, glicerol, deoksycholan sodu, NP-40, ortowanad sodu) ) i inkubowano 5 min
w temperaturze 0°C. Nastgpnie tkanki poddawano homogenizacji mechanicznej
W homogenizatorze Tissue Lyser (Qiagen). Po zakonczonej homogenizacji otrzymane
homogenaty wirowano w temperaturze 4°C przy predkosci 11000 obrotow przez 20
min. W ten sposob uzyskiwano supernatant, w ktorym stezenie biatka byto okreslane
za pomocg metody Bradforda wykorzystujagc Coomassie Plus (Bradford) Protein
Assay (Bio-Rad Laboratoires, Hercules, USA). Roztwoér biatka byt inkubowany

z odczynnikiem zawierajagcym barwnik coomassie G-250, metanol oraz kwas
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fosforowy przez 10 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie przeprowadzano
pomiar z uzyciem spektrofotometru Nano Drop. Stezenie biatka byto okreslane na

podstawie wykonanej wczesniej krzywej wzorcowe;.

4.5.2. Zymografia zelowa

10pg catkowitej mieszaniny wyizolowanych bialek rozcienczonych buforem
Zymogram Sample Buffer (Bio-Rad Laboratoires, Hercules, USA) w stosunku 2:1
poddawano elektroforezie na 7,5% zelu poliakrylamidowym zawierajacym 0,1%
zelatyny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Nastepnie zel przeptukiwano dwukrotnie
po 30 min. 2.5% roztworem Triton X-100 w celu usunigcia SDS. Kolejnym etapem
byla inkubacja w buforze aktywujacym (50 mM pH 7,5 TRIS, 5SmM CaCl2, 0,2 M
NaCl) przez 20 godz. w 37°C. Aktywno$¢ zelatynaz byla uwidoczniana przez
barwienie zelu 0,5% roztworem Commasie blue przez 1 godzing i odbarwienie
roztworem zawierajagcym 40% metanolu i 10% kwasu octowego. W celu oceny
aktywnosci wybarwiony zel poddano archiwizacji i analizie przy uzyciu Microlmage

(Olympus, Japan) .

4.5.3. Zymografia in situ

Analiz¢ przeprowadzono na skrawkach tkanek o grubosci 5 pum. Po ich
wysuszeniu skrawki poddano dziataniu roztworu zelatyny skoniugowanej
z barwnikiem fluoroscencyjnym DQ™ Gelatin From Pig Skin, Fluorescein Conjugate
(Invitrogen, Carlsbad, USA) w buforze aktywujacym (50 mM pH 7,5 TRIS, SmM
CaCl2, 0,2 M NacCl). Po nawarstwieniu roztworu preparaty umieszczono w ciemnym
pudetku na wilgotnej ligninie i inkubowano przez 2 godziny w 37°C. Po zakonczeniu

inkubacji preparaty zostaty przeptukane roztworem PBS (3x5min).
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4.6. Ocena naczyn krwiono$nych i limfatycznych w guzie raka trzustki.
4.6.1. Mikrolimfangiografia

Analiz¢ prowadzono na bazie procedur wczes$niej wykorzystywanych w naszym
zakladzie”™. Fragment tkanki guza trzustki nastrzykiwano stopniowo, pod matym
ci$nieniem 1 ml zawiesiny barwnika Paris Blue w chloroformie. Tak przygotowang
tkanke utrwalano w 5% formalinie przez 24 godziny. Kolejnym etapem bylo
stopniowe odwadnianie po 24 godziny w roztworach alkoholu etylowego o kolejnych
stezeniach: 60% 70%, 80%; nast¢gpnie 48 godzin w roztworze 96% i 24 godziny
w 100% alkoholu etylowym. Nastepnie odwodniong tkanke umieszczano
w salicylanie metylu. Po uptywie 3 dni tkanka byta cigta na skrawki i analizowana

pod mikroskopem $wietlnym przy powigkszeniu 100x.

4.6.2. Barwienie immunohistochemiczne

Do identyfikacji antygendw na komorkach srodblonka limfatycznego zastosowano
przeciwciala skierowane przeciw antygenom cztowieka: Prox 1, Lyvel, podoplaniny
(RELIATech, Wolfenbiittel, Niemcy) VEGF C, VEGFR3 (flt4) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz). Aby odrézni¢ $rodbtonki krwionosne od chtonnych
zidentyfikowano rowniez czasteczki adhezyjne CD 31 oraz czynnik v.Willebrandta

FVIII (Dako, Glostrup, Dania)(Tabela 6).
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Przeciwcialo Stezenie Rodzaj przeciwciala
Lyvel(102-PA50) 1:100 krolicze antyludzkie
Prox1(102-PA30S) 1:100 krolicze antyludzkie

Podoplanina (101-M40) 1:100 mysie antyludzkie
VEGF C (H-190) 1:100 krolicze antyludzkie
VEGFR3(flt4) (C-20) 1:75 krolicze antyludzkie

CD31(M0823) 1:350 mysie antyludzkie

FVIII (M0616) 1:500 mysie antyludzkie

Tabela 6. Przeciwciata uzyte do oceny naczyn krwionosnych i limfatycznych

wystepujgcych w guzie raka trzustki.

4.7.  Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Wartosci w grupach réznigcych

si¢ inwazyjnoscig NO i N1 analizowano z uzyciem testu U Manna-Whitneya. Grupy

0 réoznym stopniu zréznicowania poréOwnano za pomocg testu Kruskal-Wallisa.

Obliczenia wykonano w programie Statsoft Statistica v.9.0. Poziom istotnosci

statystycznej zostal okre§lony jako p<0,05. Wyniki przedstawiano podajac warto$ci

$rednie 1 odchylenia standardowe.
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5. Wyniki

5.1.  Ocena zebranego materialu

W badanych guzach widoczna byla silna reakcja desmoplastyczna otaczajaca ogniska
nowotworowe. W preparatach barwionych metoda Azan mozna bylo zaobserwowac,
ze otoczenie komorek nowotworowych zbudowane jest glownie z wldkien

kolagenowych (Ryc. 4).

Ryc. 4. Tkanka guza trzustki — barwienie Azan, wiékna kolagenowe — kolor
niebieski,x100.

W niektorych guzach oprocz ognisk nowotworowych mozna bylo rowniez

zaobserwowac obecnos$¢ ognisk neoplazji wewnatrznabtonkowej (Ryc.5).
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Ryc. 5. Guz trzustki — barwienie HE, widoczne ognisko neoplazji
wewngtrznablonkowej.

W 28% guzdéw (n=10) stwierdzono naciekanie naczyn przez komorki nowotworowe.
Czesciej obserwowano naciekanie pni nerwowych — 70% przypadkéw (n=25). Wokot

nacieczonych nerwéw czgsto wystepowaly nacieki komoérek mononuklearnych ( Ryc.

6).

Ryc. 6. Naciekanie pni nerwowych przez komorki nowotworowe w guzie trzustki.
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5.2. Ekspresja czynnikow wzrostu w guzie trzustki

W celu stwierdzenia obecnosci czynnikow wzrostu tkanki z 36 guzow trzustki
zostaty zbadane immunohistochemicznie. Wykazano ekspresj¢ czynnikdéw wzrostu we
wszystkich badanych przypadkach. Czynniki wzrostu byly wydzielane giownie przez
komorki nowotworowe, ale takze przez komorki podscieliska (IGF-IR[). Po ocenie
potilosciowej ekspresji czynnikOw wzrostu, wartosci zostaly porownane ze wzgledu na
stopien zrdéznicowania histologicznego G oraz wystepowanie przerzutow do weztow

chionnych N.

5.2.1. EGFiEGFR

Immunoreaktywnos$¢ EGF byla staba do umiarkowanej w cytoplazmie komorek
nowotworowych (Ryc. 7). Ekspresja EGFR byta rowniez obecna w cytoplazmie komorek
nowotworowych: od umiarkowanej do silnej(Ryc. 8). Poza tym stabg ekspresje EGFR
mozna bylo zaobserwowac rowniez w prawidlowych komodrkach przewodow

trzustkowych.
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Ryc. 8. Ekspresja EGFR w guzie trzustki x200 (kolor jasnobrgzowy).
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5.2.2. FGF2iFGF7

Silna ekspresja FGF2 oraz FGF7 byla obserwowana w cytoplazmie i blonie komorkowej
komorek neoplastycznych. Réwniez komorki podscieliska ekspresjonowaty badane biatka

(Ryc. 9,10).

Ryc. 10. EkspresjaFGF7 w guzie trzustki x200(kolor brgzowy).
38
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5.23. IGF1lilIGF-IR

Cytoplazmatyczne barwienie dla IGF1 oraz IGF-IRB byto umiarkowane do silnego
w komorkach raka. Pozytywna reakcja dla IGF-IRp byla obecna rowniez w komoérkach

podscieliska (Ryc. 11,12).

Ryc. 12. Ekspresja IGF-IRB w guzie trzustki x200(kolor jasnobrgzowy).
39
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5.2.4. HGFaic-Met

Barwienie cytoplazmatyczne i bton w przypadku HGFa bylo silne w komérkach

nowotworowych, podczas gdy dla c-Met byto umiarkowane do silnego (Ryc. 13, 14).

Ryc. 14. Ekspresja c-Met w guzie trzustki x200 (kolor brgzowy).
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5.2.5. PDGF-BP

Nasilenie ekspresji PDGF-BB byto umiarkowane do silnego w cytoplazmie komorek

nowotworowych (Ryc. 15). W 6 przypadkach zaobserwowano rowniez zabarwienie jadra

komorek raka.

Ryc. 15. Ekspresja PDGF-Bp w guzie trzustki x200(kolor brgzowy).Widoczne
zabarwienie jgder komorkowych (strzatki).

5.3.  Ocena poliloSciowa barwien immunohistochemicznych

Poziom ekspresji oznaczono za pomocg programu Microlmage mierzac pole zabarwienia.

Srednie wartosci ekspresji £SD poszczegdlnych czynnikéw przedstawia Tabela 7.

Poziom ekspresji w grupach o réoznym stopniu zréznicowania histologicznego dla EGF
nie ro6znit si¢ znaczaco . Dla EGFR poziomy ekspresji byty zblizone, jedynie dla grupy

G3 poziom byt wyzszy (Ryc. 16)
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302,16 399,31 381,38 33264 406,83 372,06 333,97 233,06 352,61
+150,64  +307,63  +100,00 +131,53  +196,02 +21500  +4506  +130,00 +143,79
16 373,36 37860 709,60 65590 410,44 500,71 378,68 555,40 697,56

+219,40  +15528 206,77 280,05 +180,63 +311,51  +176,01 422534  +150,46
3221 SITL 68048 7552 41082 48498 36677 48271 120039

+128,20 307,87 310,49 276,17  +190,18 108,54 286,83  +12727  £310,15
“ NS NS NS NS NS NS NS NS p<0,05
3 34534 396,99 704,00 611,36 446,43 450,54 369,78 521,74 817,52
+114,45  +15921  +268,41 287,10 +19492  +19538  +1948  +18920  +523,7
;%639 42600 65375 57874 39228 52744 39812 54965 71434
+155,67  £241,11 25425 296,50  +182,68  +£19538 200,50 220,39  +478,00
“ NS NS NS NS NS NS NS NS NS

Tabela 7. Zestawienie sredniej ekspresji czynnikow wzrostu i ich receptoréw w badanych guzach trzustki. Wartosci zostaly poréownane ze
wzgledu na zroznicowanie histologiczne guza oraz wystgpowanie przerzutow do weztow chtonnych.
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mG1
mG2
mG3

Pole reakcji barwnej

EGFR

Ryc. 16. Porownanie poziomu ekspresji EGF i EGFR w grupach o roznym stopniu
zroznicowania histologicznego. Wyniki badan przedstawione jako Srednie arytmetyczne
+SD

Nie zaobserwowano znaczacych roznic w ekspresji czynnika EGF i jego receptora
W guzach dajacych przerzuty do weztow chlonnych i nie powodujacych przerzutowania

(Ryc.17).

700 -
600 -
500 -

400 -
mNO

300 - = N1

200 -

Pole reakcji barwnej

100 -

EGFR

Ryc. 17. Porownanie poziomu ekspresji EGF i EGFR w grupach NO i N1. Wyniki badan
przedstawione jako srednie arytmetyczne £SD

Oceniajac poziom ekspresji miedzy grupami G1, G2 i G3 mozna zaobserwowacé, ze
poziom FGF2 jak i FGF7 w guzach o najwyzszym stopniu zréznicowania jest nizszy niz
w pozostatych dwoch grupach (Ryc. 18). Tendencja ta byta wyrazna dla obu czynnikow,

jednak nie byta ona znamienna statystycznie.
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FGF2 FGF7

Ryc. 18. Porownanie poziomu ekspresji FGF2 i FGF7 w grupach o roznym stopniu
zroznicowania histologicznego. Wyniki badan przedstawione jako Srednie arytmetyczne
+SD

Poréwnujac grupy pod wzgledem wystepowania przerzutow do wezidw chionnych
mozna bylo zaobserwowac, ze poziom ekspresji zarowno FGF2 jak i FGF7 byt zblizony

(Ryc. 19).

1200 +

1000 -

800 -

600 - mNO

EN1
400 -

Pole reakcji barwnej

200 -

FGF2 FGF7

Ryc. 19. Porownanie poziomu ekspresji FGF2 i FGF7 w grupach NO i N1. Wyniki badan
przedstawione jako srednie arytmetyczne £5D

Poréwnanie poziomu ekspresji czynnika IGF1 nie wykazato istotnych réznic pomiedzy
stopniami zréznicowania histologicznego. Dla IGF-IR srednia ekspresja receptora byta

nieznacznie wyzsza w grupach G2 i G3 (Ryc. 20).
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Pole reakcji barwnej

IGF1 IGF-IR

Ryc. 20. Porownanie poziomu ekspresji IGF i IGFR w grupach o roznym stopniu
zroznicowania histologicznego.

Podobnie w grupach NO i N1 wartosci ekspresji dla IGF1 i IGF-IR[ byty zblizone i nie

byto migdzy nimi r6znicy istotnej statystycznie. (Ryc. 21).

mNO
EN1

IGF1 IGF-IR

Ryc. 21. Poréwnanie poziomu ekspresji IGF1 i IGF-IRS w grupach NO i N1. Wyniki
badan przedstawione jako Srednie arytmetyczne +£SD

Poziom ekspresji dla obu czynnikow byt wyraznie nizszy w grupie G1 dla czynnika
HGFa wynosit ona 233,06+130, dla jego receptora: 352,61+£143,79. Dla receptora c-Met
w kolejnych grupach poziom ekspresji wyrazne wzrastat. R6znica miedzy
poszczegdlnymi stopniami zroznicowania histologicznego byta istotna statystycznie

(p<0,05) (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Poréwnanie poziomu ekspresji HGF a i c-Met w grupach o réznym stopniu
zroznicowania histologicznego. Wyniki badan przedstawione jako srednie arytmetyczne
+SD, *p<0,05

Natomiast w grupach NO i N1 nie zaobserwowano roéznic w poziomie ekspresji HGFa..
Dla receptora c-Met wartos$¢ ekspresji w guzach NO byta nieznacznie wyzsza niz

w guzach dajacych przerzuty do weztow chtonnych (Ryc. 23).

1400 -+
1200 -
1000 -

800 -

NO
600 - T = N1
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200 -

HGFa c-Met

Ryc. 23. Porownanie poziomu ekspresji HGF i c-Met w grupach NO i N1. Wyniki badan
przedstawione jako Srednie arytmetyczne £SD

Potilosciowe porownanie ekspresji wykazato brak roznic w poziomie PDGF-B3 pomiedzy
badanymi grupami, zaréwno jesli chodzi o stopnie zréznicowania jak i ze wzgledu na

wystepowanie przerzutow do weziow chtonnych (Ryc. 24).
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ENO
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Wyniki badan

Ryc. 24. Poréwnanie poziomu ekspresji PDGF-BB w badanych grupach. Wyniki badan

przedstawione jako Srednie arytmetyczne £SD

5.4. Ocena naciekow zapalnych w guzie trzustki

W preparatach zaobserwowano liczne nacieki limfocytow 1 makrofagow. Obecna

byta rowniez silna ekspresja elastazy neutrofilowej, nie zauwazono natomiast

naciekow komorek NK ( Tabela 8).

54.1. Limfocyty T

Nacieki limfocytow byty obecne w tkance guza. Ich skupiska wystepowalty wokot

ognisk nowotworowych oraz nacieczonych pni nerwowych. W kilku przypadkach

mozna bylo zaobserwowaé szczegodlnie liczne nacieki limfocytow wokdt wysp

Langerhansa (Ryc. 25).
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TN

203,62+60,87 280,66+73,55 177,5+£38.,9

250,02+79,89  365,14+189,13  215,91+94,44

Przerzuty LN

254,23+94,73  402,83+141,64  210,74+75,68

Naciekanie nerwow

brak 273,21+66,77 127,55+69,92  218,01+£109,74

Naciekanie naczyn

brak 271,08+68,82  241,56+145,91  203,11+90,44

Tabela nr 8. Nacieki odpowiedzi zapalnej a cechy patomorfologiczne guzow trzustki.
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Ryc. 25. Naciekanie limfocytow wokot ognisk nowotworowych w tkance guza

trzustki,x200.

Poréwnanie ilo$ciowe nie wykazato istotnych réznic w ekspresji markera CD3
mig¢dzy badanymi grupami. Poziom ekspresji byt zblizony niezaleznie od stopnia

zrdéznicowania guza trzustki (Ryc. 26).

400,00 -
350,00 -

°§ 300,00 -

< 250,00 -

o)

200,00 -

mGl
mG2

§,
o
£ 150,00 - =G3

o

& 100,00 -
50,00 -
0,00 -

CD3

Ryc. 26. Poréwnanie poziomu ekspresji CD3 w grupach G1,G2 i G3. Wyniki badan
przedstawione jako Srednie arytmetyczne £SD
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Nacieki limfocytéw nie mialy réwniez wptywu na inwazyjno$¢ nowotworu. Poziom

ekspresji roznil si¢ minimalnie w przypadku guzoéw z naciekaniem naczyn lub nerwow

a guzdw bez tych zjawisk. Rowniez poréwnujac grupy ze wzgledu na obecnosé

przerzutow do wezlow chtonnych nie zaobserwowano istotnej roznicy (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Poréwnanie poziomu ekspresji CD3 w badanych grupach. Wyniki badan
przedstawione jako srednie arytmetyczne £5D

5.4.2. Makrofagi

Makrofagi licznie naciekaty tkanke guzow trzustki. Podobnie jak w przypadku

limfocytéw mozna bylto je zaobserwowac wokot ognisk nowotworowych i pni

nerwowych nacieczonych przez komorki nowotworowe.

Poréwnanie potilosciowe ekspresji CD68 nie wykazato istotnych réznic miedzy

guzami o ro6znym stopniu zréznicowania. Najnizsza ekspresja byta w grupie guzow

G1, w pozostatych dwoch grupach wartos$ci byty zblizone (Ryc. 29).
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Ryc. 28. Naciek makrofagow wokot nerwu z inwazjg komorek nowotworowych(kolor
brgzowy).
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Ryc. 29. Poréwnanie poziomu ekspresji CD68 w grupach o roznym stopniu
zroznicowania histologicznego. Wyniki badan przedstawione jako srednie arytmetyczne
+SD

Porownujac wyniki w grupach pod wzgledem wystepowania przerzutow do
weztow chtonnych (NO i N1) stwierdzono, ze liczba makrofagow w tkance guza jest

wyzsza w grupie z przerzutami do wezldw chlonnych i jest to roznica istotna
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statystycznie. Srednia ekspresja CD68 w grupie z przerzutami do weztéw chtonnych
wynosita 402,83+141,64 natomiast w grupie NO 260,17+104,33 ( p < 0,05).

Obecno$¢ makrofagdbw byla réwniez zwigkszona w przypadku naciekanie pni
nerwowych przez komorki nowotworowe. W przypadku wystepowania tego zjawiska
ekspresja CD68 wynosita 370,34+171,83 natomiast gdy nie obserwowano inwazji

komoérek nowotworowych poziom CD68 wynosit 127,55+69,92 (p <0,05).

W grupie guzéw z naciekaniem naczyn zaobserwowano lekko zwigkszong infiltracje

makrofagdéw w poréwnaniu z guzami bez naciekania (Ryc. 30).
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Ryc. 30. Poréwnanie poziomu ekspresji CD68 w badanych grupach. Wyniki badan

przedstawione jako Srednie arytmetyczne £SD, * p<0,05

5.4.3. Neutrofile

Neutrofile wystepowaty w tkance guza jednak nie tworzyly tak licznych skupisk jak
makrofagi lub limfocyty. Czesto mozna bylo je zaobserwowaé na granicy guz-

obrzeze.
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Ryc. 31. Neutrofile w tkance nowotworowego guza trzustki (kolor brgzowy).

Porownanie ekspresji elastazy neutrofilowej nie wykazato istotnych réznicy migdzy

grupami G1,G21 G3 (Ryc.32).
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Ryc. 32. Poréwnanie poziomu ekspresji elastazy neutrofilowej W grupach o roznym
Stopniu zroznicowania histologicznego. Wyniki badan przedstawione jako srednie
arytmetyczne £SD

Nie zaobserwowano rowniez roznic w podziale ze wzgledu na inwazyjno$¢: dla
naciekania naczyn, a takze naciekania nerwow oraz wystepowania przerzutow do

weziow chtonnych (Ryc. 33).
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Ekspresja elastazy neutrofilowej
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Ryc. 33. Poréwnanie poziomu ekspresji elastazy neutrofilowej w grupach ze wzgledu na
naciekanie naczyn oraz nerwow oraz wystegpowanie przerzutow do wezlow chtonnych.

Wyniki badan przedstawione jako srednie arytmetyczne £SD

5.5. Aktywnos$¢ metaloproteinaz w guzach trzustki.

Lokalizacj¢ obszaru aktywnos$ci metaloproteinaz 2 i 9 okreslono przy pomocy
zymografii in situ. Obszar aktywnosci enzymatycznej zostat zidentyfikowany poprzez
trawienie zelatyny znakowanej fluoroscencyjnie. Aktywno$¢ zelatynolityczna zostata
stwierdzona w komoérkach nowotworowych oraz naciekajacych makrofagach (Ryc.

34,35).
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Ryc. 34. Aktywnos¢ metaloproteinaz w guzie trzustki — aktywnosé w komorkach
nowotworowych.

Ryc. 35. Aktywnos¢ metaloproteinaz w guzie trzustki — makrofagi(zaznaczone
strzatkami).
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Dane kliniczne MMP2 MMP9

Zroznicowanie guza

[ AR

| Zrbinicowanic guza |

16,57+13,9  20,35+13,9

13,6+12,2  25,6+6,39
p<0,05 NS

6,54+3,57  13,81+10,61

16,06£12,01  24,93+8,13
NS NS

Tabela 9. Zestawienie aktywnosci metaloproteinaz 2 i 9 w guzach trzustki w podziale
na podgrupy ze wzgledu na stopien zrozZnicowania histologicznego i wystepowanie
przerzutow do weztow chionnych.

Aktywnos$¢ zelatynolityczna byta zbadana w izolatach biatkowych z fragmentow
guzow trzustki (Ryc. 36). Aktywna forma MMP2 (62 kDa) byta obecna w 88%
przypadkow, a MMP9 (83 kDa) w 38% przypadkow. W 6 przypadkach nie okreslono
czy wystepuje aktywno$¢ metaloproteinaz ze wzgledu na stabe zroznicowanie obszaru
trawienia na zelu.

Nie zaobserwowano aktywno$ci metaloproteinazy 9 dla grupy G1. W grupie G2
aktywnos¢ MMP9 wystepuje w 7/13 przypadkach a w G3 tylko w 4/13. Obecnosé
aktywnej formy MMP2 w grupie G1 stwierdzono w 3/4 guzach, w 9/13 przypadkach
dla grupy G2 i w 10/13 guzach w grupie G3.

Porownujac aktywno$¢ mierzong densytometrycznie mozna stwierdzi¢, ze
aktywno$¢ metaloproteinazy 2 w grupie guzoéw o najwyzszym stopniu zrdéznicowania
jest znaczgco nizsza niz w grupie G2 i G3 (p<0,05). Dla metaloproteinazy 9 réznica

miedzy grupami G2 i G3 nie byla istotna statystycznie (Ryc.37).
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MMP9

MMP2

Ryc. 36. Analiza aktywnosci metaloproteinaz w zymografii Zelowej
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Ryc. 37. Aktywnos¢ metaloproteinazy 219 w grupach réznigcych sie
zroznicowaniem histologicznym guza. Wyniki badan przedstawione jako Srednie
arytmetyczne £5SD, * p<0,05
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Ryc.38. Aktywnosé metaloproteinazy 2 i 9 w grupach ze wzgledu na wystepowanie
przerzutow do weztow chlonnych. Wyniki badan przedstawione jako srednie
arytmetyczne £SD
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Aktywnos$¢ obu badanych metaloproteinaz byta wyzsza w guzach nowotworowych
dajacych przerzuty do weztéw chtonnych. Aktywno$¢ metaloproteinazy 2 stwierdzono

w 7/10 guzéw z grupy NO i w 15/20 guzdéw z grupy N1.

Aktywnos¢ MMP9 stwierdzono w 3/10 przypadkach z grupy NO i 8/20 guzéw N1.

Aktywno$¢ byta wyzsza niz w przypadku MMP2

5.6. Ocena limfangiogenezy w guzie trzustki

Po przeprowadzeniu oceny preparatow mikrolimfangiograficznych
stwierdzono jedynie wystepowanie naczyn zylnych (Ryc. 39), a takze matych,
wypetionych ptynem przestrzeni miedzykomoérkowych. W centrum guza nie
stwierdzono struktur, ktore mogltyby odpowiada¢ naczyniom limfatycznym.
Poszerzone naczynia limfatyczne mozna bylo obserwowac jedynie w preparatach
z obrzeza guza. W niektorych preparatach znaleziono bigkitny barwnik miedzy

witoknami kolagenowymi.

Ryc. 39. Obraz naczyn zylnych uzyskany w limfangiografii, x100.
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Obserwacje te potwierdzila analiza immunohistochemiczna. Nie stwierdzono ekspresji
markera srodbtonka limfatycznego Prox1, natomiast podoplanina byta wydzielana
przez komorki podscieliska 1 komorki nowotworowe. Obecnos$¢ markera Lyve-1
stwierdzitam w 60% guzow, w komorkach tworzacych struktury bez swiatta (Ryc.

40).

Ryc. 40. Barwienie LYVE-1 na granicy guz-obrzeze, x100.Naczynia limfatyczne
zostaly wybarwione na kolor brgzowy.

VEGF C byl obecny w 80% preparatow, rowniez w zapadnigtych naczyniach
limfatycznych, jak tez w pojedynczych prawidtowych naczyniach na obrzezu guza .
VEGFR3(flt4), receptor dla VEGF C, byt ekspresjonowany przez komorki

nowotworowe oraz sporadycznie przez komorki podscieliska (Ryc. 41,42).
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Ryc. 41. Barwienie Flt4 w guzie raka trzustki, x200.Strzatkami zaznaczono

ogniska nowotworowe z ekspresjq receptora (kolor brgzowy).
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Ryc. 42. Barwienie VEGF C w guzie trzustki x 200. Strzatkami oznaczono miejsca
ekspresji czynnika.
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6. Dyskusja wynikéw

Wyniki prowadzonych badan wykazaty duza réoznorodno$¢ sktadu
mikrosrodowiska guza nowotworowego trzustki. Zaobserwowatam ekspresje
wszystkich badanych przeze mnie czynnikéw wzrostu przez komorki nowotworowe,
a takze w niektoérych przypadkach, przez komorki podscieliska. Widoczne bytly
réwniez liczne nacieki komorek uktadu immunologicznego, przede wszystkim
makrofagow i1 limfocytow. W czesci badanych guzéw aktywne byly metaloproteinazy
219, ktore mogg bra¢ udziat w przebudowie macierzy mi¢gdzykomorkowej oraz
aktywacji czynnikow wzrostu. Zaobserwowatam wyrazng réznice w aktywnos$ci
pomigdzy guzami o wysokim stopniu zroznicowania a guzami z grup G2 i G3.
Prowadzone analizy wykazaly rowniez stabe unaczynienie guzéw nowotworowych
trzustki. Naczynia krwiono$ne byty liczne, ale drobne i tworzyty chaotyczng siec.

W centrum guza brak byto aktywnego procesu limfangiogenezy, wystepujace tam
naczynia byly zapadniete. Prawidtowo wyksztatcone naczynia wystgpowaly

sporadycznie jedynie na obrzezu guza.

6.1. Ekspresja receptora c-Met w guzach trzustki.

Badajac ekspresje czynnikéw wzrostu tylko dla receptora c-Met stwierdzitam istotng
statystycznie réznicg w poziomie ekspresji miedzy guzami o ré6znym stopniu
Zr6znicowania. Nie byto natomiast istotnej r6znicy w ekspresji c-Met migdzy guzami

dajacymi przerzuty do weztéw chtonnych i guzami nie dajacymi przerzutow.

Obecnos¢ receptora c-Met wykazano wczesniej w Kilku liniach nowotworowych

gruczolakoraka trzustki zarowno wywodzacych si¢ z guza pierwotnego, jak rowniez
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z przerzutow. W poréwnaniu z prawidtowymi komorkami przewodow trzustkowych

stwierdzono znaczacg nadekspresje tego receptora w komoérkach nowotworowych76.

W niektérych badaniach wykazano zwigzek nadekspresji receptora c-Met ze stanem
zaawansowania nowotworu i wystepowania przerzutow do weztow chtonnych, ale nie

. e . 77
stopniem zroznicowania nowotworu .

Analiza potilosciowa wykazata stopniowy wzrost ekspresji tego receptora wraz ze
zmniejszaniem si¢ stopnia zréoznicowania komorek w guzie. W guzach o stopniu G3
najwigcej jest komodrek niezroznicowanych, co moze mie¢ wplyw na ekspresje
receptora c-Met. Jest to receptor, ktory odgrywa istotng role na etapie embriogenezy
i organogenezy, a rozwoj i inwazyjnos¢ guza nowotworowego odwzorowuje te
procesy®”’®. Analogicznie jak w przypadku embriogenezy, a takze regeneracji
narzadow, W nowotworze potaczenia miedzykomorkowe ulegaja zerwaniu i komorki
migruja do otaczajacego ich srodowiska. W przypadku nowotworow wykazano
réwniez udziat receptora c-Met w procesie przejscia epitelialno-mezenchymalnego®®.
Komorki mezenchymalnego pochodzenia sg gtownym zrédtem HGFa, ktory w sposob
parakrynny oddziatuje na komorki nabtonkowe ekspresjonujace receptor c-Met. Jak
pokazuja badania, komorki nowotworu trzustki rowniez sg zrodtem czynnika HGF a.,
ktory moze w sposob autokrynny powodowac ciagla aktywno$¢ tego receptora79.

W przypadku tego ligandu, tak jak w przypadku receptora c-Met, mozna byto
zaobserwowac¢ zwiekszony jego poziom w badanych guzach o zmniejszonym stopniu

zréznicowania.

W przypadku nowotworu ptuc zaobserwowano, ze nadekspresja c-Met byta zwigzana

z konstytutywng aktywnoscig tego receptora, niezalezng od ligandu. Jednak tylko
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nadekspresja c-Met i HGFa powodowata zwigkszenie potencjatu przerzutowania
komorek™.

Wysoki poziom ekspresji receptora c-Met moze rowniez wynikac z silnego
niedotlenienia, jakim charakteryzuje si¢ mikrosrodowisko raka trzustki. Jak
wykazano we wnetrzu guza nowotworowego trzustki poziom tlenu wynosi 0-5,3
mmHg , podczas gdy w prawidtowej trzustce Sredni poziom tlenu to 24-92,7
mmHg®!. Stan niedotlenienia powoduje zwickszenie ekspresji czynnika HIF1 a, ktory
z kolei powoduje zwigkszenie ekspresji receptora c-Met™, jednak nie jest to jedyny
czynnik regulujacy poziom tego receptora w tych warunkach®%. Przeprowadzone
ostatnio badania wykazaty, ze rowniez hamowanie $ciezki sygnatlowej VEGF,
powoduje zwigkszenie ekspresji receptora C-Met i jego udzial w tworzeniu przerzutéw
do weztow chtonnych®®. Stwierdzono rowniez, ze komoérki z wysoka ekspresja tego
receptora majg zwickszony potencjal rakotworczy. Sugerowano, ze moze on by¢
markerem nowotworowych komoérek macierzystych®,

Szczegbdlna rola receptora c-Met wynika z faktu, i1z jego aktywacja pociaga za sobg
roznorodne odpowiedzi komorkowe. Aktywuje on szereg Sciezek sygnatowych takich

jak MAPK, JNK, PI3K-Akt a takze czynnik transkrypcyjny STAT.

Wykazano, ze $ciezka sygnatowa c-Met oddzialujac z EGFR, ERB2 oraz IGF-IRf3
moze wplywaé na chemiooporno$¢ raka trzustki. Jest to receptor, ktorego udziat

w tworzeniu lekoopornosci jest udowodniony w przypadku terapii celowanych
skierowanych przeciwko EGFR, HER2, VEGF, BRAF.

Bevazicumab, dziatajacy przeciwko VEGF, dawal pozytywne rezultaty u osoéb

z glejakiem. Zaobserwowano jednak, pojawiajaca si¢ opornos¢ na ten lek. Dalsze
badania wykazaty, ze nadekspresja c-Met jest zwigzana z hamowaniem dziatania tego

terapeutyku®.
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Lapatinib, stosowany w leczeniu nowotworu zotadka, jest srodkiem dziatajacym
zarowno na HER2 jak ina EGFR. Wstepne badania z uzyciem tego terapeutyku
wykazaly obiecujace rezultaty, jednak zaobserwowano rowniez wystepujaca
chemioopornos¢ zwigzang z tym lekiem. HGFa i c-Met posredniczyly w niwelowaniu
wplywu lapatinibu poprzez aktywowanie $Sciezki sygnatowej HGFa/c-Met

i przywracanie prawidlowego cyklu komorkowego®.

W przypadku raka ptuc powyzsza $ciezka sygnatowa redukowata podatnos¢ komoérek
nowotworowych na dziatanie inhibitora EGFR. Dzialanie to mogto by¢ przywrdcone
poprzez zastosowanie przeciwciala neutralizujacego HGFo®. Réwniez w przypadku
trzech innych inhibitorow EGFR zastosowanie inhibitora c-Met pozwala odwroci¢

mechanizm tworzacy oporno$é na ten lek®.

Ostatnio opublikowano rowniez badania, w ktorych wykazano, ze w przypadku
przewodowego raka trzustki zastosowanie inhibitora c-Met pozwala na uzyskanie
lepszych wynikéw leczenia gemcytabing poprzez zahamowanie procesu jej

dezaktywacji®.

Obserwacje te wskazuja, ze okreslenie poziomu ekspresji c-Met moze pozwala¢ na
przewidywanie efektywnosci terapii. Proby takiej oceny byty przeprowadzone dla
inhibitoréw receptora c-Met. W przypadku raka przetyku amplifikacja c-Met
charakteryzuje agresywng posta¢ tego nowotworu i stanowi jednoczesnie wskazanie

do zastosowania crizotinibu, b¢dacego inhibitorem tego receptoragl.

Oznaczenie poziomu ekspresji receptora c-Met okazato si¢ by¢ uzytecznym sposobem
przewidywania efektow terapii w raku zotadka i oraz NSCLC. Przeprowadzone analizy
wykazaly, Ze oznaczanie poziomu za pomocg immunohistochemii moze by¢ stosowane

w tych przypadkach jako biomarker. W obu przypadkach stwierdzono, ze wysoka
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ekspresja tego receptora wigze si¢ rOwniez z gorszymi rokowaniami dotyczacymi

59293
przezycia .

6.2. Wplyw naciekajacych makrofagéw na inwazyjnos¢ raka trzustki.

Badanie obecnosci naciekéw zapalnych w tkance guzéw nowotworowych wykazato
wyrazny zwigzek z inwazyjnos$cig nowotworu. Liczniejsze nacieki wystgpowaly

w przypadku wystgpowania przerzutow do weztow chlonnych oraz naciekania
nerwow przez komodrki nowotworowe.

Odpowiedz immunologiczna jest elementem mikrosrodowiska guzow, poniewaz sa one

% Komorki naciekajace guz moga ulegaé wptywowi komorek

“niegojacy si¢ rang
nowotworowych i zmienia¢ swoja polaryzacje w kierunku fenotypu promujacego rozwoj
guza. Badania wskazuja, ze limfocyty, makrofagi oraz komorki zerne sg zrodtem
czynnikow promujacych angiogeneze i limfangiogeneze. Liczba komérek VEGF-A

I VEGF-C pozytywnych jest zwigzana z wystepowaniem przerzutow do weztow
chlonnych%. Poniewaz sg one rowniez zrédtem proteaz uczestnicza w przebudowie zrgbu

guza i umozliwiajg tworzenie nowych naczyn. Wptywaja takze na molekuty adhezyjne

i utatwiaja migrowanie komorek®’,

W tkance NSCLC Naciekajace makrofagi CD68+ koreluja z ekspresja
mezenchymalnych biatek oraz ze stopniem zrdznicowania, ale nie z wystgpowaniem
przerzutdw. Przedstawione badania sugerowaty roéwniez, ze obecno$¢ makrofagoéw ma
wpltyw na komoérki nowotworowe znajdujace si¢ w ich SQSiCdZtWiC%
Makrofagi same mogg by¢ zrodtem MMP9Y, co obserwowatam, ale moga tez
stymulowaé¢ komorki nowotworowe do ekspresji tego enzymu i zwigkszenia

inwazyjnosci komorek. Zalezno$¢ taka wykazano na liniach komorkowych z guzow

pierwotnych jak i z miejsc przerzutowania. W warunkach niedotlenienia stopien
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inwazyjnosci jest uzalezniony od rownowagi mi¢dzy wydzielaniem MMP9

a poziomem jej inhibitora TIMP3?".

Liczba naciekajacych makrofagéw moze si¢ rozni¢ miedzy guzami — w niektorych
guzach mozna stwierdzi¢ intensywne naciekanie a w innych pojedyncze komorki.
W badanych guzach ekspresja CD68 byta znaczaca wyzsza w grupie N1 niz w grupie
NO. Natomiast wedtug badan Kurahara i wsp. jedynie wysoka liczba makrofagow

o polaryzacji M2 byta zwiazana z wystepowaniem przerzutow do weztéw chtonnych®.

Molekularny mechanizm naciekania nerwow przez komorki nowotworowe nie zostat
jeszcze wyjasniony™. Obserwowano wzrost liczby makrofagow wokot nerwow
nacieczonych przez komorki nowotworowe. Wedtug niektorych badaczy wiaze si¢ to
z wydzielaniem przez makrofagi czynnika GDNF i aktywacj¢ Sciezki sygnatowej

MAPK and PI3K w komorkach nowotworowychloo.

6.3. Obecno$¢ innych komorek odpowiedzi zapalnej w guzie raka
trzustki

W moich badaniach sprawdzatam réwniez wptyw obecnosci limfocytow T, neutrofili
i komorek NK na rozwoéj nowotworu. Limfocyty T wystepowaty licznie w badanych
przeze mnie guzach. Ich skupiska byly widoczne wokoét ognisk nowotworowych i pni
nerwowych z naciekiem nowotworowym. Analiza pétilosciowa nie wykazata jednak
istotnego zwiazku naciekow limfocytow ze stopniem dojrzatosci histologicznej ani
inwazyjnoscig. Obecne w tkance guzow byty rowniez neutrofile, ale takze w ich wypadku

brak bylo wyraznego wplywu na rozwdj i inwazyjno$¢ nowotworu.

W piSmiennictwie obecno$¢ limfocytow T w tkance guzow nowotworowych taczy sie
Z lepszymi rokowaniami dla pacjentow, takze w przypadku raka trzustki'®* . Jednak

wedtug niektorych badaczy wiekszos¢ komorek T wystepujacych wewnatrz guza
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wykazuje naiwny fenotyp®?. Udowodnili oni, ze w tkance guzéw trzustki komorki
0 dzialaniu immunosupresyjnym przewazaja nad komodrkami aktywnie dziatajagcymi
przeciwnowotworowo. Przedstawione ostatnio wyniki wskazujg, ze lepszym
wskaznikiem prognostycznym jest stosunek liczby aktywnych komorek do liczby

komorek hamujacych obrong przeciwnowotworowaos.

Reid i wsp. badat komorki wystepujace w przypadkach neoplazji trzustkowej i stwierdzit,
ze w przypadku gruczolakoraka trzustki nie wystepuja nacieki neutrofili*®. W badanych
przeze mnie guzach takie nacieki wystepowaty, chociaz nie byly tak liczne jak nacieki
makrofagéw i1 limfocytow. Prowadzone wcze$niej badania wskazywatly raczej na udziat
elastazy w rozwoju guza poprzez aktywacje $ciezki sygnatowej PDGFR-PI3K'®, Moze
to wskazywac na to, ze neutrofile znajdujace sie w badanych przeze mnie guzach

wykazywaty fenotyp N1.

Nie zaobserwowatam natomiast naciekania komorek NK. W przypadku innych
nowotwordw - niedrobnokomérkowego raka ptuc oraz raka jelita grubego %%
komorki NK byty obecne w tkance guza i wykazywaly zdecydowang aktywno$¢

przeciwnowotworowa przez bezposrednie dziatanie lub poprzez produkcje cytokin np.

INF-y'%,

6.4. Aktywnos¢ metaloproteinaz 2 i 9 w guzach nowotworowych
trzustki.
Wykazatam w swoich badaniach, ze aktywnos$¢ metaloproteinaz 2 1 9 jest wyzsza
W guzach o mniejszym stopniu zré6znicowania i w przypadku wystepowania

przerzutéw do weztéw chlonnych, chociaz réznica ta nie byta istotna statystycznie.
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Metaloproteinazy ze wzgledu na swoja role w procesach przebudowy sg atrakcyjnym

109

celem terapeutycznym=". Wielokrotnie wykazywano ich zwiazek z rozwojem

nowotworu i gorszymi rokowaniami u pacjentow %2

W gruczolakoraku trzustki Pryczynicz i wsp. nie stwierdzili istotnych roznic

w ekspresji MMP9 migdzy réznymi stopniami zréznicowania histologicznego™*,
Wykazali jednak, ze nadekspresja MMP9 ma zwiazek z zajgciem weztow chionnych

I odlegltymi przerzutami. W naszych badaniach nie stwierdziliémy wyraznego zwigzku
z przerzutowaniem do wezto6w chtonnych, chociaz poziom aktywno$ci zarowno
MMP2 i MMP9 byt wyzszy w grupie N1. We wczesniejszych pracach aktywnos$¢
metaloproteinazy 9 byta wigzana jedynie z cz¢stszym wystepowaniem przerzutow do

14 Zwiekszona ekspresja MMP9 byta takze wiazana z procesem angiogenezy

watroby
w guzach trzustki i obecnos$cig naciekow makrofagalnych. Brak aktywnoS$ci tej
metaloproteinazy w grupie G1 moze wskazywac, ze MMP9 ulega aktywacji dopiero
w przypadku wiekszego zaawansowania nowotworu.

Niektérzy badacze wykazywali, ze ekspresja MMPO byta zwigzana z dtuzszym
przezyciem. Mialo to miejsce nie tylko w przypadku nowotworu trzustki, ale rowniez
nowotworu piersi i nowotworu jelita sugerujac ochronng role metaloproteinazy 9
poprzez jej udzial w generowaniu inhibitorow angiogenezy.

Jak wykazalismy forma aktywna MMP2 wystepuje we wszystkich stopniach
zréznicowania histologicznego, co moze wskazywac na jej udziat w rozwoju raka
trzustki. W prawidlowej trzustce nie obserwowano obecnosci MMP2, natomiast
pojawia si¢ ona zarOwno w przewlektym zapaleniu trzustki jak i nowotworze. We
wczesniejszych badaniach nie stwierdzono zwigckszonej ekspresji metaloproteinazy 2

w tkance nowotworowej trzustki i nie zostata znaleziona korelacja miedzy ekspresja

a zadnym z kryteriow histologicznych’. Natomiast badania przeprowadzone na
y y giczny
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liniach komoérkowych raka trzustki (IMIM-PC1; IMIM-PC2; PANC-1) wykazaty
dobra korelacje miedzy aktywnoscia MMP2 a potencjatem inwazyjnym. Komorki te
lepiej przemieszczaty si¢ w Matrigelu niz komorki nie wykazujace zwigkszonej
ekspresji i aktywnosci metaloproteinaz’*. Badano rowniez aktywno$¢ MMP2 w soku
trzustkowym i wykazano, ze pomiar ten moze by¢ uzyteczny w diagnozowaniu raka
trzustki'®®,

W niektorych badaniach wysoka ekspresje nabtlonkowego MMP2 wigzano

Z zaawansowanym stopniem nowotworu, niskim stopniem zréznicowania i krétszym
okresem przezycia'®®,

W ostatnich badaniach potwierdzono obecno$¢ metaloproteinaz 2 1 9 w tkance
trzustki z przewlektym zapaleniem jak rowniez nowotworowej. W tkance guzow
stezenia obu metaloproteinaz byly znaczaco wyzsze. Wyzsze stezenia MMP9 wigzano
z wickszym stopniem zaawansowania nowotworu. Poziom MMP9 byt rowniez
istotnie wyzszy, jesli wystepowaly przerzuty do weztow chtonnych. Dobrze
zroznicowane guzy mialy nizszy poziom MMP2 w pordwnaniu z guzami G3.

Natomiast dla MMP9 wykazano odwrotny stosunek. Roznice te jednak rowniez nie

byty istotne statystyczniem.
6.5. Limfangiogeneza w guzach trzustki

Badanie unaczynienia wykazato obecnos$¢ drobnych naczyn krwionos$nych
w tkance guza. Analiza pod katem obecnosci naczyn limfatycznych, wykazata, ze
wystepuja one sporadycznie na granicy guza. Wewnatrz guza jego struktura oraz silna
reakcja desmoplastyczna uniemozliwia tworzenie prawidlowych naczyn poprzez
zwigkszong sztywnos¢ tkanki. Mozna obserwowac jedynie nieliczne, zapadnigte

naczynia. Podobne obserwacje pojawity si¢ w kilku innych badaniach. Tam, gdzie
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dysponowano odpowiednim materiatem wykazano, ze naczynia limfatyczne z obrzeza
guza mozna powiazaé z wystgpowaniem przerzutéw do weztéw chtonnych™®°. We
wcezesniejszych doniesieniach pojawia si¢ takze obserwacja dotyczaca tkanki
otaczajacej guz, w ktérej rowniez mozna obserwowac wystepowanie licznych,
prawidlowych naczyn limfatycznych.

Weczesne przerzuty do weztdéw chtonnych sg cecha charakterystyczng nowotworu
trzustki. Wykazano réwniez, ze lifmadenektomia - zabieg usunigcia okolicznych
weztéw chionnych - ma istotny wpltyw na przezycie pacjentow'?. Wezedniej
wykazywano takze, ze proces limfangiogenezy nie jest konieczny do wystepowania
przerzutow do weztow chtonnych. Wedlug niektorych badaczy inwazja komoérek
nowotworowych ta droga moze odbywac¢ si¢ z wykorzystaniem istniejgcych juz
wezeéniej naczyn limfatycznych'®!. Wykazano rowniez, ze ablacja naczyn
limfatycznych wewnatrz guza nie ma wptywu na tworzenie si¢ przerzutow do weztow
chlonnychlzz.

Aby zbadac proces limfangiogenezy w guzach trzustki oznaczatam czynnik VEGF C
i jego receptor VEGFR3/F1t4. Sa to kluczowe elementy w procesie tworzenia naczyn
limfatycznych i ich ekspresja byta taczona z wystepowaniem przerzutow do weztow
chtonnych. W badanych przeze mnie guzach zaobserwowatam ekspresje receptora
Flt4 jak i jego ligandu, ale nie przektadato si¢ to na proces tworzenia naczyn. Dzieje
si¢ tak zapewne ze wzgledu na silng rekcje desmoplastyczng. Brak byto ekspresji
markerow Prox1 i podoplaniny w komoérkach srédbtonka limfatycznego. Mozna byto
zaobserwowac ekspresje podoplaniny w komorkach podscieliska. Wedtug
wczesniejszych badan wydzielanie tego biatka przez fibroblasty jest tagczone

z gorszym rokowaniem'?. Prox1 jest czynnikiem, ktory jest obecny w prawidlowej

tkance trzustki, a takze jest on niezbedny do jej prawidtowego rozwoju w okresie
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embrionalnym®**. Zahamowanie jego ekspresji prowadzi do przedwczesnego
dojrzewania komorek zrazikowych a takze nieprawidtowego wyksztatcenia
przewodéw trzustkowych'®. Brak ekspresji Prox-1 jest charakterystyczny dla
niektorych nowotworoéw, sugeruje si¢ nawet, ze moze by¢ markerem wyst¢powania

126

nowotworu~".Wysoka ekspresja szeregu czynnikow wzrostu, ktére moga uczestniczy¢

w procesie limfangiogenezy np. EGF, PDGF- i VEGF C, nie byta wystarczajaca do
powstania nowych naczyn wewnatrz badanych guzéw127'128.

Obecnos¢ prawidtowych naczyh na obrzezu guza powoduje wzrost ciSnienia
przeptywu ptynu $rodmigzszowego, co z kolei oddziatuje na komorki i macierz
zewnatrzkomorkowa. Zwigkszone ci$nienie powoduje aktywacje fibroblastow,
zwigkszong produkcje kolagenu. Nastepuje takze wzrost ekspresji TGFp
I modyfikacja odpowiedzi immunologicznej. Czynnik ten hamuje dziatania komérek
NK, neutrofili i makrofagdéw skierowane przeciwko nowotworowi. Na tej podstawie

mozna stwierdzi¢, ze brak prawidlowego unaczynienia guza rowniez moze si¢

przyczynia¢ do rozwoju nowotworu.
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7. Podsumowanie

1. Poziom ekspresji receptora c-Met zalezy od stopnia zroznicowania guza i wzrasta
wraz ze zmniejszajaca si¢ dojrzatoscig histologiczng tkanki (p<0,05).

2. Obecnos¢ makrofagow jest zwigkszona w guzach dajacych przerzuty do weztow
chtonnych a takze w przypadku wystepowania inwazji komoérek nowotworowych
do pni nerwowych.

3. Aktywnos$¢ metaloproteinaz 2 1 9 zwigksza si¢ w guzach o wigkszej ztosliwosci,
a takze w guzach dajacych przerzuty do weztow chtonnych. Metaloproteinaza 2
wplywa na rozw6j nowotworu od wezesnych etapow jego rozwoju, jej wysoka
aktywno$¢ wiaze si¢ z wigksza agresywnoscig nowotworu (p<0,05). Rowniez
aktywno$¢ metaloproteinazy 9 wiaze si¢ z bardziej zaawansowanym procesem
choroby.

4. Wewnatrz guzow trzustki nie Stwierdza si¢ obecnosci prawidtowych naczyn
limfatycznych. Pomimo ekspresji czynnikéw zwigzanych z procesem
limfangiogenezy silna reakcja desmoplastyczna uniemozliwia prawidtowe
wyksztatcenie naczyn. Pojedyncze prawidlowe naczynia obserwuje si¢ jedynie na

obrzezu guza.
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8. Whnioski

1. Ocena ekspresji receptora c-Met moze by¢ uzytecznym markerem rozwoju raka
trzustki.

2. Nacieki makrofagow pozwalajg oceni¢ potencjal inwazyjny gruczolakoraka
trzustki. Na podstawie ich obecnosci w tkance guza mozna okresli¢
prawdopodobienstwo wystgpienia przerzutow do wezidw chtonnych.

3. Oznaczenie aktywno$ci metaloproteinaz 2 i 9 moze stuzy¢ do oceny progresji
nowotworu trzustki, jednak nie moze by¢ niezaleznym markerem.

4. Limfangiogeneza w guzach trzustki nie ma zwigzku z rozwojem nowotworu
trzustki.

5. Obserwacja mikro§rodowiska guzow trzustki moze by¢ cennym uzupetieniem

w diagnostyce raka trzustki oraz w planowaniu terapii.
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10. Streszczenie

Rak trzustki jest czwartym co do czesto$ci nowotworem wystepujacym zaréwno u kobiet
jak 1 u mezezyzn. Tylko 10% przypadkéw nowotwordéw trzustki wystepuje u osob ponizej
55 roku zycia, $redni wiek diagnozy to 71 lat. W Polsce w ciagu ostatnich dziesigciu lat
liczba zgondéw spowodowanych rakiem trzustki zwigkszylta si¢ 0 29%.Wedhlug najnowszej
analizy przeprowadzonej przez WHO rak trzustki jest jedynym z dwoch nowotworow,

w przypadku ktorych $miertelnos¢ bedzie w najblizszych latach wzrasta¢. Prowadzone
dotychczas badania wyjasnity wiele procesow zwigzanych z tym nowotworem, jednak
nadal brak wiarygodnych markerow, ktére umozliwityby monitorowanie rozwoju tego
nowotworu. Taki marker pozwalatby takze na okreslenie doktadnego stopnia
zaawansowania choroby 1 wlasciwego doboru terapii, a w przypadku guzow o granicznej
resekcyjnosci wskazywatyby takze na zasadno$¢ zabiegdw chirurgicznych.

W stosowanej obecnie ocenie histopatologicznej nowotworu trzustki biologia guza jest
okreslana za pomocg stopnia zré6znicowania histologicznego G, jednak nie oddaje on
wlasciwego obrazu proceséw zachodzacych migdzy komorkami nowotworowymi a ich
otoczeniem.

W ostatnich latach duzo uwagi poswigca si¢ badaniom mikrosrodowiska guzow litych.
Obserwacje te pozwolily wyjasni¢ wiele procesOw zachodzacych w czasie rozwoju
nowotworu. Zmiany zachodzace w takim mikrosrodowisku powoduja, ze moze to by¢
bogate zrodto informacji zarowno diagnostycznych jak i prognostycznych.

Celem pracy byla ocena nastepujacych elementéw mikrosrodowiska raka trzustki:
wytwarzania czynnikoéw wzrostu, komorek nacieku zapalnego, lokalnej aktywnosci
enzymatycznej a takze procesu limfangiogenezy. Nastepnie okreslono zaleznos¢

kliniczno-patologicznego stopnia zaawansowania nowotworu od ocenianych czynnikow.
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Material do badan stanowily fragmenty ogniska pierwotnego pobrane od 36 pacjentow.
Grupa chorych sktadata si¢ z 14 kobiet 1 22 mgzczyzn, Sredni wiek wynosit 66 lat (
przedzial wickowy 48-85 lat).

Nasze badania wykazaty wysoka ekspresj¢ badanych czynnikow wzrostu i ich
receptoréow: EGF i EGFR, FGF2, FGF7, IGF1 i IGF-IR, PDGF-BB, HGFa i c-Met.
Jedynie w przypadku receptora c-Met wykazano, ze poziom jego ekspres;ji zalezy od
stopnia zréznicowania guza i wzrasta wraz ze zmniejszajaca si¢ dojrzaloscia
histologiczng tkanki (p<0,05).

W badanych guzach mozna bylo zaobserwowac liczne nacieki limfocytéw oraz
makrofagdw. Obecne byly réwniez neutrofile, natomiast brak byto komoérek NK. Analiza
wykazata, ze obecno$¢ makrofagow jest zwigkszona w guzach dajacych przerzuty do
weztow chtonnych a takze w przypadku wystgpowania inwazji komoérek nowotworowych
do pni nerwowych.

Za pomocg zymografii zelowej 1 zymografii in situ okreslono aktywnos¢
metaloproteinazy 2 1 9. Aktywnos$¢ tych enzymow zwigksza si¢ w guzach o wiekszej
zlosliwosci, a takze w guzach dajacych przerzuty do weztow chtonnych.
Metaloproteinaza 2 uczestniczy w rozwoju nowotworu od wczesnych etapow jego
rozwoju, jej wysoka aktywno$¢ wiaze si¢ z wigkszg agresywnoscig nowotworu (p<0,05).
Roéwniez aktywno$¢ metaloproteinazy 9 wiaze si¢ z bardziej zaawansowanym procesem
choroby.

Wewnatrz guzéw trzustki nie mozna stwierdzi¢ obecnos$ci prawidtowych naczyn
limfatycznych. Pomimo ekspresji czynnikow zwigzanych z procesem limfangiogenezy
silna reakcja desmoplastyczna uniemozliwia prawidtowe wyksztalcenie naczyn.

Pojedyncze prawidlowe naczynia mozna obserwowac jedynie na obrzezu guza.
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Na podstawie naszych badan mozna stwierdzi¢, ze obserwacja mikrosrodowiska raka
trzustki stanowi cenne uzupehienie oceny kliniczno-patologicznej. Szczegoélnie takie
elementy jak poziom ekspresji receptora c-Met, liczba naciekajacych makrofagow czy
aktywnos$¢ metaloproteinazy 2 moga by¢ uzyteczne w okresleniu agresywnosci

nowotworu i jego potencjatu inwazyjnego.
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11. Abstrakt:
Pancreatic cancer is the fourth most common cancer occurring both in women and men.
Only 10% of pancreatic cancer cases occur in people under 55 years of age, the average
age of diagnosis is 71 years. In Poland, in the past ten years, the number of deaths from
pancreatic cancer was increased by 29%. According to the latest WHO analysis cancer of
the pancreas is one of the two cancers for which the mortality rate will rise in the next few
years. The studies that have been made during last twenty years have clarified many of
the processes associated with this cancer, but still no reliable markers were nominated
that would allow monitoring of the development of this cancer. Such a marker would also
allow to determine the exact stage of the disease and the proper selection of therapy, and
in the case of borderline tumors also indicate the legitimacy of surgical procedures.
In the currently used histopathological evaluation of the tumor, biology of pancreatic
cancer is determined by the histological grade G, but it does not reflect a correct picture
of the processes occurring between tumor cells and their environment.
In recent years, much attention is paid to research of solid tumors microenvironment.
These observations helped explain many of the processes of cancer development and
progression. Tumor microenvironment can be a valuable source of information for both
diagnostic and prognostic purposes.
The aim of the study was to evaluate the following elements of the microenvironment of
pancreatic cancer: the expression of growth factors, infiltrating inflammatory cells, local
enzymatic activity as well as the process of lymphangiogenesis. Then the dependence of
clinical and pathological staging of the assessed factors was determined.
Pancreatic tumor tissue samples were collected from 36 patients who underwent surgical
resection due to pancreatic cancer. Tissues were collected based on the protocol approved

by the Bioethics Committee of Warsaw Medical University. Tumors were classified
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according to TNM staging and tumor grade. Group of patients consisted of 14 women
and 22 men, mean age was 66 years (age range 48-85 years).

Our research showed high expression of the chosen growth factors and their receptors:
EGF and EGFR, FGF2, FGF7, IGF-1 and IGF-IR, PDGF-BB, HGFa and c-Met. Only in
the case of c-Met receptor it has been shown that the level of expression depends on the
grade of differentiation of the tumor and increases with decreasing differentiation of
tumor tissue (p <0.05).

In the studied tumors numerous infiltrates of lymphocytes and macrophages could be
observed. Neutrophils were also present, however, there was no NK cells. Analysis
showed that the presence of macrophages is increased in tumors giving metastasis to
lymph nodes and in the case of the perineural invasion of cancer cells.

Using gel zymography and in situ zymography activity metalloproteinase 2 and 9 was
determined. The activity of the enzymes increases with higher grade tumors and in tumors
giving metastasis to lymph nodes. Metalloproteinase 2 is involved in tumor formation
from the early stages of its development, the high activity associated with a more
aggressive tumor (p <0.05). Also the activity of metalloproteinase 9 was associated with
more advanced disease process.

Inside pancreatic tumors the presence of normal lymphatic vessels cannot be determined.
Despite the expression of growth factors related to the process of lymphangiogenesis
strong desmoplastic reaction prevents formation of vessels. Single, proper lymphatic
vessels might be seen at the edge of the tumor.

Based on our research it can be said that evaluation of pancreatic tumor environment is
valuable complement of clinical rating of tumor. Particularly such elements like the

expression level of c-Met, the number of infiltrating macrophages or activity of
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metalloproteinase 2 may be useful in determination of the aggressiveness of the tumor

and its invasive potential.
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