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Wykaz skrótów stosowanych w pracy: 

ANG   angiopoetin – angiopoetyna 

BMI  body mass index – wskaźnik masy ciała 

CD   cluster of differentiation - antygen różnicowania komórkowego 

CDKN2A   cyclin-dependent kinase inhibitor 2A – zależny od cyklin inhibitor 

 kinazy 2A  

DAB  3,3'-diaminobenzidine - 3,3'-diaminobenzydyna 

DNA   deoxyribonucleic acid - kwas dezoksyrybonukleinowy 

ECM   extracellular matrix - macierz zewnątrzkomórkowa 

EDTA  ethylenediamide tetraacetic acid - wersenian dwusodowy 

EGF   epidermal growth factor -  czynnik wzrostu naskórka 

EMT   epithelial-mesenchymal transition – przejście epitelialno-

mezenchymalne 

ERK   extracellular-signal-regulated kinase – kinaza regulowana sygnałem 

zewnątrzkomórkowym 

EUS    endoskopowa ultrasonografia  

FGF   fibroblast growth factor – czynnik wzrostu fibroblastów 

GDNF   glial cell-derived neurotrophic factor - czynnik neurotroficzny 

pochodzący z komórek glejowych 

HEPES  kwas 2-[4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynylo]etanosulfonowy 

HGF   hepatocyte growth factor – czynnik wzrostu hepatocytów 

HIF   hypoxia induced factor – czynnik indukowany hipoksją  

HPF  high power field – pole o wysokiej rozdzielczości 

HRP   horseradish peroxidase – peroksydaza chrzanowa 

IGF   insulin-like growth factor – insulinopodobny czynnik wzrostu 

IL   interleukina 

LN  lymph nodes -węzły chłonne 

MAPK  mitogen-activated protein kinases - kinazy aktywowane mitogenami 

MMP  matrix metaloproteinase – metaloproteinaza macierzy 

zewnątrzkomórkowej 

mRNA   messenger ribonucleic acid – matrycowy/informacyjny kwas 

rybonukleinowy 

NSCLC  non-small-cell lung cancer - niedrobnokomórkowy rak płuca 
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OR   odds ratio – iloraz szans 

PanIN   pancreatic interepithelial neoplasia – trzustkowa neoplazja 

wewnątrznabłonkowa 

PBS   physiological buffered saline -  buforowana sól fizjologiczna 

PI3K  phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase -  kinaza 3-

fosfatydyloinozytolu  

PDAC  pancreatic ductal adenocarcinoma – przewodowy gruczolakorak 

trzustki    

PDGF   platelet-derived growth factor – płytkopochodny czynnik wzrostu 

PET   pozytonowa emisyjna tomografia komputerowa 

RR  relative risk – ryzyko względne 

SDS   sodium dodecyl sulfate - dodecylosiarczan sodu 

SPARC          secreted protein acidic and rich in cysteine – kwasowe białko 

wydzielnicze bogate w cysteinę, osteonektyna 

STAT   signal transducer and activator of transcription - przekaźnik sygnału   

i aktywator transkrypcji 

TGF   transforming growth factor – transformujący czynnik wzrostu 

TIMP   tissue inhibitor of metalloproteinase – tkankowy inhibitor 

metaloproteinazy 

TK   tomografia komputerowa 

TLR  Toll-like-receptor – receptor Toll-podobny 

TRIS   tris(hydroksymetylo)aminometan 

USG   ultrasonografia 

uPA   urokinase-type plasminogen activator – aktywator plazminogenu typu 

urokinazy 

VEGF   vasular endothelial growth factor – czynnik wzrostu śródbłonka  

naczyniowego 

WHO   World Health Organization – Światowa Organizacja Zdrowia 

WHR   waist-to-hip ratio – stosunek obwodu talia/biodra 

 

 

 

http://rcin.org.pl



  

9 
 

1. Założenia pracy 

Prowadząc badania nad nowotworami poszukuje się biomarkerów, które pozwoliłyby 

odpowiednio wcześnie zdiagnozować chorobę, a także umożliwić precyzyjne 

określenie poziomu jej zaawansowania. Szczególnie intensywne prace są prowadzone 

w przypadku raka trzustki, który pozostaje nowotworem o największej śmiertelności, 

a ilość zachorowań na ten nowotwór systematycznie się zwiększa. Prowadzone 

dotychczas badania wyjaśniły wiele procesów związanych z tym nowotworem, jednak 

nadal brak wiarygodnych markerów, które umożliwiłyby monitorowanie rozwoju tej 

choroby
1
. Taki marker pozwalałby także na określenie dokładnego stopnia 

zaawansowania choroby i właściwego doboru terapii, a w przypadku guzów 

o granicznej resekcyjności wskazywałby także na zasadność zabiegów chirurgicznych.  

W stosowanej obecnie ocenie histopatologicznej nowotworu trzustki  biologia guza 

jest określana za pomocą stopnia zróżnicowania histologicznego G, jednak nie oddaje 

on właściwego obrazu procesów zachodzących między komórkami nowotworowymi 

a ich otoczeniem.  

 W ostatnich latach dużo uwagi poświęca się badaniom mikrośrodowiska guzów 

litych. Obserwacje te pozwoliły wyjaśnić wiele procesów zachodzących w czasie 

rozwoju nowotworu. Może ono stanowić także bogate źródło informacji zarówno 

diagnostycznych jak i prognostycznych.  

Prowadzone przeze mnie badania wybranych elementów mikrośrodowiska guza 

trzustki pozwolą na określenie, które z badanych czynników mogą mieć zastosowanie 

w indywidualnej ocenie procesu nowotworowego.   
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2. Wstęp 

2.1. Rak trzustki 

Rak trzustki jest czwartym co do częstości nowotworem występującym zarówno 

u kobiet jak i u mężczyzn. Tylko 10% przypadków nowotworów trzustki występuje 

u osób poniżej 55 roku życia, średni wiek diagnozy to 71 lat
2
. W Polsce w ciągu 

ostatnich dziesięciu lat liczba zgonów spowodowanych rakiem trzustki zwiększyła się 

o 29%
3
 (Ryc.1). Według najnowszej analizy przeprowadzonej przez WHO rak trzustki 

jest jednym z dwóch nowotworów, w przypadku których śmiertelność będzie 

w najbliższych latach wzrastać
4
. 

 

Ryc.1. Wzrost liczby zgonów 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 wystąpienia nowotworu trzustki. 

Palenie tytoniu jest najsilniejszym czynnikiem ryzyka zachorowania na raka 

trzustki. Szacuje się, że 25% przypadków raka trzustki jest związanych z paleniem 

papierosów. U palaczy relatywne ryzyko wystąpienia nowotworu wynosi 1,74
5
. 

Palenie jednego papierosa dziennie zwiększa to ryzyko o 2% natomiast wypalenie 
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jednej paczki papierosów na rok o 1%. Rzucenie palenia wydaje się najskuteczniejszą 

metodą zmniejszenia ryzyka zachorowania na raka trzustki, jednak faktycznie 

zmniejsza się ono dopiero po 10 latach od porzucenia nałogu
6
. 

Kolejnym czynnikiem ryzyka jest otyłość - badania wykazują zwiększone 

prawdopodobieństwo nowotworu u osób z nadwagą
7
. Zwiększenie BMI o 5 jednostek 

zwiększa ryzyko wystąpienia raka trzustki (OR= 1,5). Wykazano również, że 

występowanie nadwagi w wieku 14-29 lat oraz otyłości w wieku 20-29 lat szczególnie 

zwiększa to ryzyko. Nadwaga i otyłości wpływają również na wiek, w którym 

występuje nowotwór. W porównaniu z osobami z wagą w normie, u osób otyłych rak 

trzustki występuje 5 lat wcześniej
8
. Również zwiększenie obwodu talii, a także 

wskaźnika WHR (waist-to-hip ratio), ma związek ze zwiększonym 

prawdopodobieństwem wystąpienia nowotworu
9
. Relatywne ryzyko dla obwodu 

zwiększonego o 10 cm wynosiło 1,13. Zwiększenie czynnika WHR o 0,1 powodowało 

wzrost RR do 1,24. 

Czynnikiem wpływającym na prawdopodobieństwo wystąpienia raka trzustki jest 

również cukrzyca. Nowozdiagnozowana cukrzyca może być objawem tego 

nowotworu szczególnie u osób szczupłych, w średnim wieku i bez przypadków 

cukrzycy w rodzinnej historii choroby. Jednakże bezwzględne ryzyko w takich 

przypadkach jest niewielkie ponieważ u zaledwie 0,5% spośród 

nowozdiagnozowanych diabetyków obserwuje się wystąpienie raka trzustki  w okresie 

6-letnim
10

. 

U pacjentów z długoletnią cukrzycą obserwuje się dwukrotne zwiększenie ryzyka 

wystąpienia raka trzustki. Stosowane w terapii leki mogą wpływać na 

prawdopodobieństwo wystąpienia tego nowotworu. W przypadku stosowania insuliny 

zaobserwowano zwiększone ryzyko wystąpienia nowotworu, natomiast zastosowanie 
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metforminy jako środka hipoglikemicznego powoduje jego zmniejszenie. Wbrew 

pierwotnym doniesieniom metformina nie ma jednak wpływu na przeżycie 

u pacjentów z rakiem trzustki
11

. Współistnienie cukrzycy, zarówno długotrwałej jak 

i nowowykrytej, przyczynia się do zmniejszenia okresu przeżycia u pacjentów 

z PDAC, u których przeprowadzono resekcję
12

.  

  Zapalenie trzustki również może przyczyniać się do zwiększonego ryzyka 

wystąpienia nowotworu trzustki. Przeprowadzona analiza wykazała, że większe 

prawdopodobieństwo zachorowania na raka trzustki dotyczy zarówno przewlekłego 

zapalenia trzustki (RR= 13,3)  jak i jego dziedzicznej formy (RR=69,0). Wykluczenie 

przypadków przewlekłego zapalenia występujących do dwóch lat przed 

zdiagnozowaniem nowotworu powoduje zmniejszenie relatywnego ryzyka do 5,8
13

. 

W przypadku dziedzicznego zapalenia wykazano, że szczególnie zagrożone są osoby, 

u których choroba występowała u ojca chorego – w takim przypadku ryzyko 

zachorowania było wyższe
14

. 

Wśród chorób uwarunkowanych genetycznie sprzyjających rozwojowi nowotworu 

trzustki głównie wymienia się także Zespół Peutza-Jeghersa oraz mukowiscydozę.  

Zespół Peutza-Jeghersa jest genetycznie uwarunkowany zespołem 

charakteryzujący się występowaniem plam soczewicowatych oraz obecnością polipów 

hamartomatycznych w przewodzie pokarmowym. Wykazano, że u osób z tym zespołem 

występuje  76-krotny wzrost ryzyka zachorowania w porównaniu do populacji ogólnej
15

.  

Mukowiscydoza powoduje zaburzenia wydzielania  przez gruczoły 

zewnątrzwydzielnicze, w tym także trzustkę, i może wywoływać stan zapalny trzustki, 

a w konsekwencji uszkodzenie tego narządu. Badania wykazały 5-krotny wzrost ryzyka 
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wystąpienia raka trzustki u chorych z tym schorzeniem oraz znaczne obniżenie wieku 

zachorowania – średni wiek wynosił zaledwie 35 lat
16

. 

Dyskusyjny pozostaje wpływ alkoholu na ryzyko wystąpienia raka trzustki. 

Istnieje natomiast wyraźny związek między spożyciem alkoholu a występowaniem 

zapalenia trzustki. Alkohol powoduje uszkodzenie komórek trzustki i prowadzi do 

stanów zapalnych wydawało się więc, że może się także przyczyniać do rozwoju 

nowotworu w tym narządzie
17

. Prowadzone badania wykazały jednak, że przeciętne 

spożycie alkoholu nie zwiększa ryzyka wystąpienia raka trzustki. 

Prawdopodobieństwo to zwiększa się u osób nadużywających alkoholu. Jest ono 

szczególnie widoczne u osób spożywających więcej niż 40g alkoholu na dobę
18

.  

2.3. Gruczolakorak trzustki 

2.3.1. Cechy makroskopowe 

Gruczolakorak trzustki występuje w postaci guzów litych o zabarwieniu 

żółtawym. 2/3 guzów tworzy się w obrębie głowy trzustki. Ich rozmiar wynosi 

przeciętnie 1,5-5 cm i może być większy w przypadku guzów trzonu i ogona trzustki. 

Nowotwór głowy trzustki może naciekać przewód żółciowy wspólny oraz główny 

przewód trzustkowy, którego niedrożność prowadzi do włóknistego zaniku miąższu 

trzustki. W dalszych stadiach nowotwór głowy trzustki może zajmować brodawkę Vatera, 

ścianę dwunastnicy, a także wnikać w tkankę tłuszczową zaotrzewnową i znajdujące się 

tam nerwy i naczynia krwionośne. W najbardziej zaawansowanych przypadkach 

nowotwór rozprzestrzenia się do otrzewnej oraz innych narządów
19

. 
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2.3.2. Diagnostyka i ocena stanu zaawansowania raka trzustki 

Nie ma powszechnie dostępnej wczesnej diagnostyki raka trzustki, zwykle nowotwór 

ten jest diagnozowany w zaawansowanym stadium rozwoju.  

Standardowo do diagnozowania raka trzustki stosuje się wielorzędową tomografię 

komputerową TK, według protokołu trzustkowego. Na podstawie tego badania można 

określić stopień rozwoju i resekcyjność nowotworu.  Metodami uzupełniającymi są USG, 

PET często w połączeniu z TK, endoskopowa ultrasonografia EUS oraz 

pankreatocholangiografia wsteczna
20

. 

Spośród molekularnych markerów za najbardziej skuteczny w przypadku raka 

trzustki uznawany jest antygen nowotworowy CA19-9. Meta-analizy wykazały że 

przy poziomie wyższym niż 37U/ml jego średnia czułość wynosi 77% a specyficzność 

87%. Parametry te w przypadku CA19-9 są jednak zależne od rozmiaru guza. 

W przypadku zmian poniżej 3 cm średnicy czułość tego markera wynosi tylko 55%. 

Problemem jest również fakt, że podniesiony poziom CA19-9 występuje także u 40% 

pacjentów z przewlekłym zapaleniem trzustki
21,22

 oraz w przypadku nowotworu jelita 

grubego, przełyku lub raka wątrobowokomórkowego. 

Oceny stopnia zaawansowania raka trzustki dokonuje się według klasyfikacji 

TNM (tumor, nodus, metastases) opracowanej przez Union International for Cancer 

Research ( UICC) we współpracy z American Joint Committee on Cancer (AJCC). 

Opiera się on na ocenie anatomicznej zaawansowania nowotworu. Ocenie podlega guz 

pierwotny T (od T0 do T4), przerzuty do okolicznych węzłów chłonnych N (N0-N1)  

oraz przerzuty odległe M (M0-M1).  

 System ten był w ostatnich latach uaktualniany – brano pod uwagę postęp 

w metodach obrazowania nowotworu oraz praktyczność klinicznego zastosowania 

klasyfikacji. W przypadku raka trzustki szczególnie dyskutowaną kwestią był podział 

http://rcin.org.pl
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ze względu na resekcyjność guzów, ponieważ leczenie chirurgiczne ma w tym 

przypadku kluczowe znaczenie. W związku z tym wprowadzone zmiany dotyczyły 

przede wszystkim cechy T, określającej rozmiar i zakres rozprzestrzenienia się guza
23

.   

Biorąc pod uwagę cechy T,N,M ustala się stopień zaawansowanie nowotworu (Tabela 

1). 

Stopień  Cecha T  Cecha N  Cecha M  

0 Tis N0 M0 

IA T1 N0 M0 

IB T2 N0 M0 

IIA T3 N0 M0 

IIB T1–3 N1 M0 

III T4 Każde N M0 

IV Każde T Każde N M1 

Tabela 1. Stopień zaawansowania nowotworu wg klasyfikacji TNM 

 

 

Kolejne stopnie zaawansowania określa się jako: 

 Operacyjne I i II 

 Guzy granicznie resekcyjne III 

 Nieoperacyjne IV 

  W przypadku guzów operacyjnych ocenia się również stopień histologicznej 

dojrzałości G, na podstawie którego dokonuje się podziału guzów na trzy grupy — 

o niskiej, średniej i wysokiej złośliwości. Stopień G1 o najmniejszej złośliwości 

charakteryzuje się dobrym zróżnicowaniem histologicznym (morfologicznie 

przypomina dojrzałą tkankę), G2 umiarkowanym zróżnicowaniem, a stopień G3 

o największej złośliwości charakteryzuje się najsłabszym zróżnicowaniem komórek. 

W ocenie uwzględnia się zróżnicowanie ognisk nowotworowych, produkcję mucyny, 

liczbę mitoz oraz wygląd jąder komórkowych (Tabela 2). 
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Stopień 

zróżnicowania 

guza 

Zróżnicowanie 

ogniska 

nowotworowego 

Produkcja 

mucyny 

Liczba 

mitoz (na 10 

HPF) 

Cechy jądra 

komórkowego 

G1 
Dobre 

zróżnicowanie 
Intensywna 5 

Mały 

polimorfizm, 

polarne 

ułożenie 

G2 

Umiarkowane 

zróżnicowanie, 

struktury 

cylindryczne 

Nieregularna 6-10 
Umiarkowany 

polimorfizm 

G3 

Słabe 

zróżnicowanie, 

pleomorficzne 

struktury 

Zatrzymana >10 

Znaczny 

polimorfizm, 

powiększony 

rozmiar 

Tabela 2. Ocena dojrzałości nowotworu wg klasyfikacji Klöppel’a przyjętej przez 

WHO (HPF- high power field) 

2.3.3. Leczenie raka trzustki  

Pomimo wzrastającego zrozumienia biologii raka trzustki nie udało się do tej pory 

opracować skutecznego leczenia. Jedynym sposobem dającym nadzieję na 5-letnie 

przeżycie jest leczenie chirurgiczne – całkowita lub częściowa pankreatektomia. 

Początkowo operacje również wiązały się z wysoką śmiertelnością ze względu na 

wielkość urazu i związaną z tym liczbą powikłań. Rozwój technik chirurgicznych jak 

i wprowadzenie mniej inwazyjnych metod operacji takich jak laparoskopia, znacznie 

zredukowały ryzyko komplikacji  i zmniejszyły obciążenie pacjenta
24

. Jednak nawet 

wśród pacjentów z guzem usuniętym chirurgicznie 5-letnie przeżycie pozostaje na 

poziomie 15-20%, co wskazuje na potrzebę leczenie uzupełniającego – adjuwantowego. 

Zastosowanie chemioterapii z użyciem 5-fluorouracylu lub gemcytabiny zwiększało 

przeżycie chorego, a także czas w którym nie obserwowano nowotworu. Ostatecznie 

głównym chemioterapeutykiem stosowanym w raku trzustki została gemcytabina ze 

względu na mniejszą toksyczność w stosunku do 5-fluorouracylu. Próbowano uzyskać 

lepsze rezultaty terapii poprzez stosowanie razem z gemcytabiną terapeutyków 
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celowanych. Bevacizumab jest przeciwciałem skierowanym przeciwko VEGF, 

uniemożliwiającym jego wiązanie z receptorem. W wielu nowotworach, jak np. 

w nowotworze jelita grubego, jego stosowanie przynosiło poprawę wyników leczenia
25

. 

W przypadku raka trzustki, pomimo dobrze rokujących pierwszych faz badań klinicznych 

leku, dalsze próby wykazały brak poprawy wyników leczenia w stosunku do leczenia 

gemcytabiną
24,26,27

. Lepsze rezultaty uzyskano stosując Erlotinib, inhibitor skierowany 

przeciwko EGFR. Zastosowanie tego leku razem z gemcytabiną pozwoliło przedłużyć 

średnie przeżycie, jednak tylko o 0,4 miesiąca
28

. Zwrócono również uwagę na stabilizację 

choroby i zwiększenie okresu wolnego od progresji. W niektórych badaniach 

zaobserwowano zwiększenie przeżycia o 1,5 miesiąca oraz zwiększenie rocznego 

przeżycia z 18% do 37,2%
29

. 

Agresywny charakter raka trzustki i częsta obecność mikroprzerzutów skłaniają do 

stosowanie leczenie neoadjuwantowego – stosowanego przed leczeniem chirurgicznym. 

Pacjenci otrzymujący ten typ leczenia mają wyższy odsetek resekcji R0,  i co się z  tym 

wiąże mniejsze prawdopodobieństwo miejscowej wznowy i dłuższe okresy całkowitego 

przeżycia. Stosowanie tej terapii pozwala również ocenić charakter przebiegu choroby – 

w przypadkach, kiedy choroba się nasila pomimo stosowanego leczenia, pacjenci nie są 

poddawani operacji.  Leczenie neoadjuwantowe umożliwia terapię pacjentów z guzami 

typu „borderline”. Uznaje się, że u chorych z tej grupy powinno się zastosować najpierw 

chemio- i radioterapię, następnie po ocenie wyników tomografii komputerowej 

zdecydować o ewentualnej operacji
30

. W prezentowanych wynikach badań klinicznych 

u chorych poddanych takiemu leczeniu średnie przeżycie wynosi 40 miesięcy
31

. 

Szczególnym wyzwaniem terapeutycznym jest leczenie raka trzustki w przypadku guzów 

nieoperacyjnych. Prognozy dla pacjentów w takiej sytuacji są szczególnie złe – średni 

okres przeżycia wynosi 3-8 miesięcy. W poszukiwaniu skutecznego rozwiązania testuje 
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się kombinacje dostępnych leków. Takie podejście przynosi pozytywne efekty – 

zastosowanie czteroskładnikowej terapii FOLFIRINOX (5-fluorouracyl, leukoworyna, 

oxaliplatyna, irinotekan) pozwala na wydłużenie czasu przeżycia u osób 

z zaawansowanym rakiem trzustki o 6 miesięcy. Zestawienie kilku silnych cytostatyków 

skutkuje jednak także znacznie zwiększoną toksycznością i ze względu na ten fakt terapia 

może być stosowana u pacjentów w dobrym stanie ogólnym
32

. 

Nowym podejściem do leczenia raka trzustki jest także stosowanie nowych form leków, 

aby pokonać bariery związane z dostarczaniem leku. Nab-paclitaxel stanowi nową formę 

wcześniej stosowanego leku. W preparacie tym wykorzystuje się mechanizm w jaki 

albuminy przenikają do naczyń krwionośnych i wiązania z białkiem SPARC, 

umożliwiającym akumulację we wnętrzu guza
33

. Zastosowanie nab-paclitaxelu razem 

z gemcytabiną zwiększyło przeżycie z 6,7 do 8,5 miesięcy, wydłużony był również okres 

wolny od nawrotu choroby. Wykazano, że zastosowanie nab-paclitaxelu zwiększa 

również efektywność dostarczania gemcytabiny do wnętrza guza
34

. 

Lepsze poznanie biologii raka trzustki oraz większa dostępność metod genetycznych jak i 

proteomicznych daje  także szansę na zastosowanie spersonalizowanego leczenia. Próby 

takiej terapii podjęto w przypadku raka piersi i otrzymane rezultaty wskazują, że jest to 

właściwe podejście w sposobie leczenia nowotworów
35

. 
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2.4. Biologia guzów trzustki  

2.4.1. Kancerogeneza 

Gruczołowy rak trzustki wywodzi się z nabłonka przewodów trzustkowych.  Podobnie 

jak w innych nowotworach proponowany jest model zmian zachodzących stopniowo 

poprzez kolejne stadia neoplazji wewnątrznabłonkowej PanIN i prowadzących do 

stadium inwazyjnego raka. Przemianom tym towarzyszą aktywacja onkogenów i mutacje 

genów supresorowych
36

 (Ryc.2).  

Aktywacji podlegają onkogeny: KRAS, AKT2 oraz EGFR. Stała aktywacja KRAS jest 

najwcześniej obserwowaną zmianą i występuje już na pierwszym etapie rozwoju 

neoplazji wewnątrznabłonkowej, a później w 90% inwazyjnych postaci gruczolakoraka 

trzustki
37

. Konstytutywna aktywacja KRAS skutkuje stymulacją ścieżek sygnałowych 

odpowiadających za kluczowe procesy umożliwiające rozwój i dalszą inwazję 

nowotworu
38

. 

Mutacje pozostałych onkogenów występują w raku trzustki rzadziej, wzmacniają jednak 

efektywność aktywacji KRAS
39

. Amplifikacja AKT2 jest wykrywana jedynie w mniej niż 

5% przypadków, chociaż aktywację ścieżki sygnałowej Akt stwierdza się w 30-60% 

raków trzustki
40

.  EGFR podlega amplifikacji czego efektem jest zwiększona aktywność 

ścieżki sygnałowej aktywowanej przez ten receptor
41

.  

Spośród mutacji genów supresorowych najczęstsza dotyczy genu CDKN2A/p16. W ponad 

90% przypadków jest on inaktywowany poprzez homozygotyczną delecję, mutację 

wewnątrzgenową związaną z utratą drugiego allelu lub epigenetycznie przez 

hipermetylację promotora genu
42,43

. Zmiany te pojawiają się już na etapie PanIN-1 a ich 

częstość zwiększa się wraz z postępem zmian neoplastycznych
44,45

.   
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Ryc. 2. Schemat zmian fenotypowych w nabłonku przewodów trzustkowych 

i towarzyszące im zmiany genetyczne. (Ilustracja na podstawie D.M. 

Simeone, A. Maitra (eds.), Molecular Genetics of Pancreatic Cancer 2013) 

Mutacja powodująca utratę aktywności genu DPC4/SMAD4/MADH4 występuje w ok. 

55% przypadków raka trzustki i jest charakterystyczna dla tego rodzaju nowotworu
46

. 

Mutacja ta pojawia się dopiero w niektórych zmianach  na etapie PanIN-3
47

.  

Gen TP53 zostaje inaktywowany przez utratę drugiego allelu w 50-75% raków trzustki
48

. 

Utrata funkcji przez ten gen występuje jednak dopiero w ostatnim stadium neoplazji 

wewnątrznabłonkowej i umożliwia progresję do inwazyjnej postaci nowotworu
49

. 

Są to zmiany stanowiące podstawę rozwoju raka trzustki, natomiast udowodniono, że 

u jednego pacjenta z rakiem trzustki może występować od 1 do 116 aktywnych (non 

silent) mutacji. Ogółem zidentyfikowano ponad 2000 mutacji, które  świadczą o dużej 

molekularnej różnorodności nowotworu trzustki
50

. 
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2.4.2. Mikrośrodowisko raka trzustki 

W 1889 angielski chirurg Stephen Paget na podstawie swoich obserwacji wysunął 

hipotezę „seed and soil”,  aby wyjaśnić nieprzypadkowy charakter występowania 

przerzutów
51

. Była to pierwsza sugestia, że otoczenie może wpływać na rozwój 

nowotworu. Od tego momentu przeprowadzono wiele badań potwierdzających istotną 

rolę mikrośrodowiska, w którym znajdują się komórki nowotworowe. Obszar ten jest 

postrzegany jako źródło potencjalnych celów terapeutycznych oraz klucz do zrozumienia 

procesu nowotworzenia w różnych typach nowotworów
52,53

.  

Pierwotne ognisko nowotworu składa się zarówno z komórek nowotworowych jak 

i komórek gospodarza, jest heterogenne i zawiera komórki zróżnicowane genotypowo 

i fenotypowo
54

 (Ryc.3). 

Ryc. 3. Schemat interakcji między komórkowych w raku trzustki.(Ilustracja na 

podstawie: Friends or foes - bipolar effects of the tumour stroma in cancer. Mueller 

MM et al. Nat Rev Cancer. (2004)) 

http://rcin.org.pl



Katarzyna Gardian  Wstęp 

22 
 

Specyficzne mikrośrodowisko komórek raka trzustki w guzie składa się z obfitej 

tkanki włóknistej zawierającej białka macierzy zewnątrzkomórkowej, naczyń 

krwionośnych i limfatycznych oraz komórek odpowiedzi zapalnej
55

. Wszystkie 

komórki znajdujące się w obrębie guza stanowią źródło szeregu czynników wzrostu: 

FGF, EGF, PDGF, HGF, IGF i ich receptorów. FGF i PDGF może przyczyniać się 

do wzmocnienia reakcji desmoplazji w guzach trzustki. EGF i IGF1 in vitro 

zwiększają proliferację
,56

 komórek nowotworowych, a HGF i jego receptor c-Met 

regulują ich inwazyjność i ruchliwość
57,58

. Co więcej każdy z tych czynników może 

indukować proces przejścia epitelialno-mezenchymalnego (EMT), procesu 

ułatwiającego odrywanie się komórek nowotworowych i tworzenie przerzutów
59

.   

Naciekające komórki odpowiedzi immunologicznej są również bogatym źródłem 

czynników stymulujących rozwój nowotworu, inwazyjność i tworzenie przerzutów. 

Szczególną rolę przypisuje się makrofagom, ich rola w mikrośrodowisku nowotworowym 

została szeroko opisana
60

. Makrofagi stanowią źródło czynników wzrostu, takich jak 

EGF, PDGF-ββ, HGF, TGF β, które stymulują proliferację komórek. Co więcej 

produkują one również metaloproteinazę 9 biorącą udział w wielu kluczowych procesach 

takich jak angiogeneza
61

. 

 Rozróżniono dwa główne typy makrofagów, M1 i M2 różniące się drogą 

aktywacji. Aktywacja  M1 jest wiązana z odpowiedzią skierowaną przeciwko guzowi. 

Ten typ makrofagów jest aktywowany przez ligandy receptorów TLR i jest źródłem 

prozapalnych cytokin i tlenku azotu. Makrofagi M2 mają wpływ immunosupresyjny 

i mogą również brać udział w procesie gojenia ran. Ich aktywacja jest stymulowana przez  

IL-4 i IL-13
62

.  Są one źródłem angiogennych czynników jak VEGF, ANG1 i ANG2 oraz 

proteaz: aktywatora plazminogenu uPA  i metaloproteinaz . W ten sposób przyczyniają 
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się do angiogenezy i uwalniania komórek nowotworowych co prowadzi do progresji 

nowotworu i tworzenia przerzutów
63

.  

Ostatnio również rola neutrofili w mikrośrodowisku guza była przedmiotem badań
64

. 

Również w tym przypadku stwierdzono, że pod wpływem mikrośrodowiska neutrofile 

mogą uzyskiwać fenotyp sprzyjający rozwojowi guza. Analogicznie do klasyfikacji 

makrofagów opisano fenotypy N1 i N2 neutrofili. Nabycie cech szkodliwego fenotypu 

jest stymulowane przez TGF-β, a jego zahamowanie powoduje re-polaryzację do 

fenotypu N1
65

. Co więcej stwierdzono, że elastaza neutrofilowa również ma udział 

w promowaniu rozwoju guza. W przypadku raka piersi i płuc wysoki poziom elastazy 

został powiązany z gorszym rokowaniem 
66

. 

Ważną rolę w mikrośrodowisku guzów nowotworowych pełnią enzymy 

proteolityczne, które mogą przebudowywać podścielisko guza, biorą również udział w 

aktywacji wielu białek i w ten sposób uczestniczą w regulacji proliferacji i apoptozy 

komórek. Należą do nich metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej MMP 

stanowiące grupę 20 proteaz, wśród których wyróżnia się 4 klasy: kolagenazy, 

żelatynazy, stromeolizyny i MMP  związane z błona komórkową. Biorą one udział 

w przebudowie macierzy zewnątrzkomórkowej przez co są istotnym elementem takich 

procesów jak angiogeneza, migracja komórek i tworzenie się przerzutów
67

.  

Metaloproteinazy 2 i 9 zaliczające się do grupy żelatynaz są szczególnie istotne, 

ponieważ ich substratem jest kolagen IV wchodzący w skład błony podstawnej. Jego 

degradacja umożliwia i ułatwia migrację komórkom nowotworowym. Podwyższoną 

ekspresję tych MMP stwierdzono w wielu nowotworach
68

. W raku piersi podwyższony 

poziom  MMP9 był widoczny w guzach zaawansowanych,  z odległymi przerzutami. 

Stwierdzono również podwyższoną ekspresję MMP2, ale brak było wyraźnej korelacji 
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z czynnikami prognostycznymi
69

. Również w nowotworze przełyku stwierdzono, że 

metaloproteinazy 2 i 9 odgrywają istotną rolę w inwazyjności
70

. W przypadku raka 

trzustki również zaobserwowano zwiększoną ekspresję metaloproteinaz. W badaniu 

przeprowadzonym na 6 liniach komórkowych wykazano, że zwiększona ekspresja 

i aktywność MMP2 są związane z większym potencjałem inwazyjnym komórek raka 

trzustki
71

. Również w badaniu przeprowadzonym na guzach trzustki potwierdzono 

zwiększoną ekspresję MMP2 i MMP9 zarówno na poziomie mRNA jak i białek
72

. 

Ważnym elementem jest unaczynienie guza nowotworowego i związane z tym 

angiogeneza i limfangiogeneza. Odpowiedzialne za te procesy są przede wszystkim 

czynniki wzrostu z rodziny VEGF. Czynnik VEGF A i jego receptor VEGFR2 jest 

odpowiedzialny za tworzenie naczyń krwionośnych, natomiast VEGF C i jego receptor 

VEGFR3/Flt4 pełnią kluczową rolę w procesie limfangiogenezy.  Naczynia pozwalają  na 

dostarczenie substancji niezbędnych do rozwoju guza, ale stanowią również drogę 

rozsiewu nowotworowego. Odkrycie markerów komórek śródbłonka limfatycznego 

Lyve-1, Prox-1 i podoplaniny pozwoliły na ocenę procesu limfangiogenezy w guzach 

nowotworowych. Dyskusyjna pozostaje rola naczyń limfatycznych i limfagiogenezy 

w tworzeniu przerzutów. W przypadku niektórych nowotworów, jak nowotwór żołądka 

oraz czerniak, istnieje wyraźna zależność między występowaniem naczyń limfatycznych 

w guzie i przerzutów do węzłów chłonnych
73,74

, jednak w przypadku gruczolaka trzustki 

nie jest to jednoznaczne. 
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3. Cel pracy 

Celem pracy jest ocena następujących elementów mikrośrodowiska raka trzustki:  

• poziomu wytwarzania czynników wzrostu  

• komórek nacieku zapalnego  

• lokalnej aktywności metaloproteinaz 2  i 9 

• limfangiogenezy  

oraz określenie zależności kliniczno-patologicznego stopnia zaawansowania 

nowotworu od ocenianych czynników
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4. Materiał i metody 

4.1. Pobieranie materiału od chorych 

 Próbki tkanek zostały pobrane od 36 pacjentów poddanych resekcji trzustki 

metodą Whipple’a ze względu na zdiagnozowany nowotwór trzustki. Byli to chorzy 

obojga płci z rozpoznanym za pomocą ultrasonografii, kontrastowej tomografii  

komputerowej i/lub obrazowania w rezonansie magnetycznym rakiem 

nieendokrynnym trzustki. Chorzy nie byli wcześniej objęci chemio- i radioterapią. 

Protokół pobierania tkanek był zatwierdzony przez komisję bioetyczną CSK MSWiA 

(nr 25/2007).  

Grupa chorych składała się z 14 kobiet i 22 mężczyzn, średni wiek wynosił 66 lat 

( przedział wiekowy 48-85 lat). 

 Ocena histopatologiczna guzów została przeprowadzona w Zakładzie  Patomorfologii  

CSK MSWiA w Warszawie, stanowiąc podstawę podziału na następujące grupy 

(Tabela 3): 

T (guz pierwotny)  M (przerzuty odległe)  

T1  3  M0  33  

T2  6  M1  3  

T3  25  Ocena histologicznego stopnia 

zróżnicowania  T4  2  

N (okoliczne węzły chłonne)  G1 4 

N0  13  G2 16 

N1  23  G3  16  

Tabela 3. Ocena histopatologiczna badanych guzów trzustki wg. Klasyfikacji TNM. 
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4.1.1. Utrwalanie materiału do badań 

Do badań zostały wykorzystane tkanki pobrane z ogniska pierwotnego raka 

trzustki. W celu izolacji białek fragmenty guzów były umieszczane w sterylnych 

probówkach Eppendorf i przechowywane w temperaturze  -20 °C do momentu użycia. 

Wycinki o wymiarach 5 x 5 x 5 mm były zamrażane przez 45 sek. w acetonie 

z suchym lodem do temperatury – 70ºC, a następnie przechowywane w temperaturze  

- 80ºC. Preparaty do dalszych badań były krojone na skrawki grubości 5 μm 

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

4.2. Ocena histologiczna tkanek 

4.2.1. Barwienie hematoksylina-eozyna. 

Skrawki umieszczano na szkiełkach podstawowych i nawadniano w  szeregu malejących 

stężeń alkoholu etylowego (100% - 10 min., 96% -  5 min., 70% - 5 min.), płukano 

w H2O destylowanej przez 5 min następnie barwiono hematoksyliną (5-7 minut) i eozyną 

(10 minut). Następnie preparaty odwadniano w szeregu rosnących stężeń alkoholu 

etylowego ( 70%, 96% 2x3min, 100% 2x3min). Preparaty suszono i zatapiano w Leica 

CV Mount. 

4.2.2.  Barwienie trójbarwne azan. 

Skrawki umieszczano na szkiełkach podstawowych i nawadniano w  szeregu malejących 

stężeń alkoholu etylowego (100% - 10 min., 96% -  5 min., 70% - 5 min.), płukano 

w H2O destylowanej przez 5 min. Następnie preparaty umieszczano w alkoholu 

anilinowym ( 0,1% aniliny w 90% alkoholu  etylowym). Po kilkakrotnym przepłukaniu 

70% alkoholem etylowym preparaty barwiono azokarminem przez 45 minut 
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w temperaturze 56-60°C. Po zakończeniu barwienia preparaty przepłukano wodą 

destylowaną, alkoholem anilinowym i alkoholem z kwasem octowym. Następnie na 

skrawki nakropiono 5% kwas fosfowolframowy i inkubowano przez godzinę 

w temperaturze pokojowej. Po zakończeniu inkubacji preparaty przepłukano wodą 

destylowaną i poddano barwieniu oranżem w anilinie przez 30 minut. Procedurę 

zakończono odwadnianiem w szeregu rosnących stężeń alkoholu etylowego ( 70%, 96% 

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

4.2.3. Barwienie immunohistochemiczne 

Do barwień z użyciem przeciwciał mysich i króliczych użyto zestawu The Dako 

REAL™ EnVision™ Detection System (Dako, Glostrup, Denmark). Skrawki na 

szkiełkach utrwalano przez 10 min w acetonie, a następnie inkubowano przez 5 min 

z blokerem Dual Endogenous Enzyme Block, powodującego hamowanie endogennej 

peroksydazy, enzymów o typie peroksydazy oraz fosfatazy alkalicznej. Po 

przepłukaniu skrawków roztworem TRIS pH=7,6 przeprowadzano inkubację 

z odpowiednim przeciwciałem przez 25 min. Kolejnym etapem była reakcja 

z odczynnikiem Dako REAL™ EnVision™/HRP zawierającym dekstran 

skoniugowany z peroksydazą i wtórnymi przeciwciałami kozimi przeciwko 

immunoglobulinom króliczym i mysim przez 25 min w temperaturze pokojowej po 

której następowała  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. Półilościowa ocena barwienia immunohistochemicznego 

Do oceny półilościowej wybierano 5 pól po obserwacji całego preparatu pod 

powiększeniem 40x. Pola te analizowano pod powiększeniem 200x – obliczano 

całkowite pole zabarwionego obszaru używając oprogramowania MicroImage 

(Olympus, Japan). Na tej podstawie wyznaczano średni poziom ekspresji badanego 

czynnika w preparacie. 

4.3. Ocena ekspresji czynników wzrostu w tkance guza trzustki. 

Ekspresję czynników wzrostu w tkance guza trzustki badano stosując metodę 

immunohistochemiczną. Do barwień z użyciem przeciwciał mysich i króliczych użyto 

zestawu The Dako REAL™ EnVision™ Detection System. Postępowano według 

receptury podanej przez producenta stosując przeciwciała odpowiednie do 

oznaczanych czynników lub komórek. Lista przeciwciał jest przedstawiona w tabeli 4. 

Przeciwciało Stężenie Rodzaj przeciwciała 

EGF (Z-19) 1:30 królicze antyludzkie 

EGFR (EGF-R2) 1:30 mysie antyludzkie 

FGF2 (H-131) 1:100 królicze antyludzkie 

FGF7 (H-73) 1:50 królicze antyludzkie 

IGF1 (H-70) 1:50 królicze antyludzkie 

IGF1Rβ (C-20) 1:50 królicze antyludzkie 

HGFα (H-145) 1:75 królicze antyludzkie 

c-Met (C-12) 1:75 królicze antyludzkie 

PDGF B (N-30) 1:25 królicze antyludzkie 

Tabela 4. Przeciwciała użyte  do oznaczenia czynników wzrostu i ich receptorów.  
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4.4. Ocena nacieków komórek odpowiedzi zapalnej w tkance guza 

trzustki. 

Oceny nacieków komórek odpowiedzi zapalnej dokonano za pomocą 

immunohistochemii według podanego wcześniej protokołu. Przeciwciała 

wykorzystane do oznaczeń zostały zawarte w Tabeli 5. 

Przeciwciało Stężenie Rodzaj przeciwciała Znakowane komórki 

CD3 (F7.2.38) 1:200 mysie antyludzkie limfocyty T 

CD68 (EBM11) 1:250 mysie antyludzkie makrofagi 

CD56 (123C3) 1:250 mysie antyludzkie komórki NK 

Elastaza (NP57) 1:350 mysie antyludzkie neutrofile 

Tabela 5. Przeciwciała użyte  do oznaczenia nacieków komórek odpowiedzi zapalnej 

w tkance guza trzustki.  

4.5. Oznaczanie aktywności metaloproteinaz 

4.5.1. Izolacja białek 

Białka były izolowane z tkanki guzów za pomocą zestawu Total Protein 

Extraction Kit (Milipore, Billerica, USA). 100mg tkanki guza rozdrabniano 

i umieszczano w 250μl buforu lizującego (HEPES (pH 7.9), MgCl2, KCl, EDTA, 

sukroza, glicerol, deoksycholan sodu, NP-40, ortowanad sodu) ) i inkubowano 5 min 

w temperaturze 0°C. Następnie tkanki poddawano homogenizacji mechanicznej 

w homogenizatorze Tissue Lyser (Qiagen). Po zakończonej homogenizacji otrzymane 

homogenaty wirowano w temperaturze 4°C przy prędkości 11000 obrotów przez 20 

min. W ten sposób uzyskiwano supernatant, w którym stężenie białka było określane 

za pomocą metody Bradforda wykorzystując Coomassie Plus (Bradford) Protein 

Assay (Bio-Rad Laboratoires, Hercules, USA). Roztwór białka był inkubowany 

z odczynnikiem zawierającym barwnik coomassie G-250, metanol oraz kwas 
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fosforowy przez 10 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie przeprowadzano 

pomiar z użyciem spektrofotometru Nano Drop.  Stężenie białka było określane na 

podstawie wykonanej wcześniej krzywej wzorcowej. 

 

4.5.2. Zymografia żelowa 

10µg całkowitej mieszaniny wyizolowanych białek rozcieńczonych buforem 

Zymogram Sample Buffer (Bio-Rad Laboratoires, Hercules, USA) w stosunku 2:1 

poddawano elektroforezie na  7,5% żelu poliakrylamidowym zawierającym  0,1% 

żelatyny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Następnie żel przepłukiwano dwukrotnie 

po 30 min.  2.5% roztworem Triton X-100 w celu usunięcia SDS.  Kolejnym etapem 

była inkubacja w buforze  aktywującym (50 mM pH 7,5 TRIS, 5mM CaCl2, 0,2 M 

NaCl) przez  20 godz. w 37°C. Aktywność żelatynaz była uwidoczniana przez 

barwienie żelu 0,5% roztworem Commasie blue przez 1 godzinę i odbarwienie 

roztworem zawierającym 40% metanolu i 10%  kwasu octowego. W celu oceny 

aktywności wybarwiony żel poddano archiwizacji i analizie przy użyciu MicroImage 

(Olympus, Japan) . 

4.5.3. Zymografia in situ 

Analizę przeprowadzono na skrawkach tkanek o grubości 5 μm. Po ich 

wysuszeniu skrawki poddano działaniu roztworu żelatyny skoniugowanej 

z barwnikiem fluoroscencyjnym DQ™ Gelatin From Pig Skin, Fluorescein Conjugate 

(Invitrogen, Carlsbad, USA) w buforze aktywującym (50 mM pH 7,5 TRIS, 5mM 

CaCl2, 0,2 M NaCl). Po nawarstwieniu roztworu preparaty umieszczono w ciemnym 

pudełku na wilgotnej ligninie i inkubowano przez 2 godziny w 37°C. Po zakończeniu 

inkubacji preparaty zostały przepłukane roztworem PBS (3x5min). 
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4.6. Ocena naczyń krwionośnych i limfatycznych w guzie raka trzustki. 

4.6.1. Mikrolimfangiografia 

Analizę prowadzono na bazie procedur wcześniej wykorzystywanych w naszym 

zakładzie
75

. Fragment tkanki guza trzustki nastrzykiwano stopniowo, pod małym 

ciśnieniem 1 ml zawiesiny barwnika Paris Blue w chloroformie. Tak przygotowaną 

tkankę utrwalano w 5% formalinie przez 24 godziny. Kolejnym etapem było 

stopniowe odwadnianie po 24 godziny w roztworach alkoholu etylowego o kolejnych 

stężeniach: 60% 70%, 80%; następnie 48 godzin w roztworze 96% i 24 godziny 

w 100% alkoholu etylowym. Następnie odwodnioną tkankę umieszczano 

w salicylanie metylu. Po upływie 3 dni tkanka była cięta na skrawki i analizowana 

pod mikroskopem świetlnym przy powiększeniu 100x.   

 

4.6.2. Barwienie immunohistochemiczne 

Do identyfikacji antygenów na komórkach śródbłonka limfatycznego zastosowano 

przeciwciała skierowane przeciw antygenom człowieka: Prox 1, Lyve1, podoplaniny 

(RELIATech, Wolfenbüttel, Niemcy) VEGF C, VEGFR3 (flt4) (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz). Aby odróżnić śródbłonki krwionośne od chłonnych 

zidentyfikowano również cząsteczki adhezyjne CD 31 oraz czynnik v.Willebrandta 

FVIII (Dako, Glostrup, Dania)(Tabela 6). 
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Przeciwciało Stężenie Rodzaj przeciwciała 

Lyve1(102-PA50) 1:100 królicze antyludzkie 

Prox1(102-PA30S) 1:100 królicze antyludzkie 

Podoplanina (101-M40) 1:100 mysie antyludzkie 

VEGF C (H-190) 1:100 królicze antyludzkie 

VEGFR3(flt4) (C-20) 1:75 królicze antyludzkie 

CD31(M0823) 1:350 mysie antyludzkie 

FVIII (M0616) 1:500 mysie antyludzkie 

Tabela 6. Przeciwciała użyte do oceny naczyń krwionośnych i limfatycznych 

występujących w guzie raka trzustki. 

 

4.7. Analiza statystyczna 

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Wartości w grupach różniących 

się inwazyjnością N0 i N1 analizowano z użyciem testu U Manna-Whitneya. Grupy 

o różnym stopniu zróżnicowania porównano za pomocą testu Kruskal-Wallisa. 

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

statystycznej został określony jako p<0,05. Wyniki przedstawiano podając wartości 

średnie i odchylenia standardowe. 
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5. Wyniki 

5.1.  Ocena zebranego materiału 

W badanych guzach widoczna była silna reakcja desmoplastyczna otaczająca ogniska 

nowotworowe. W preparatach barwionych metodą Azan można było zaobserwować, 

że otoczenie komórek nowotworowych zbudowane jest głównie z włókien 

kolagenowych (Ryc. 4). 

 

Ryc. 4. Tkanka guza trzustki – barwienie Azan, włókna kolagenowe – kolor 

niebieski,x100. 

W niektórych guzach oprócz ognisk nowotworowych można było również 

zaobserwować obecność ognisk neoplazji wewnątrznabłonkowej (Ryc.5). 
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Ryc. 5. Guz trzustki – barwienie HE, widoczne ognisko neoplazji 

wewnątrznabłonkowej. 

W 28% guzów (n=10) stwierdzono naciekanie naczyń przez komórki nowotworowe. 

Częściej obserwowano naciekanie pni nerwowych – 70% przypadków (n=25). Wokół 

nacieczonych nerwów często występowały nacieki komórek mononuklearnych ( Ryc. 

6). 

 

Ryc. 6. Naciekanie pni nerwowych przez komórki nowotworowe w guzie trzustki.  
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5.2.   Ekspresja czynników wzrostu w guzie trzustki 

W celu stwierdzenia obecności czynników wzrostu tkanki z 36 guzów trzustki 

zostały zbadane immunohistochemicznie. Wykazano ekspresję czynników wzrostu we 

wszystkich badanych przypadkach. Czynniki wzrostu były wydzielane głównie przez 

komórki nowotworowe, ale także przez komórki podścieliska (IGF-IR). Po ocenie 

półilościowej ekspresji czynników wzrostu, wartości zostały porównane ze względu na 

stopień zróżnicowania histologicznego G oraz  występowanie przerzutów do węzłów 

chłonnych N. 

5.2.1. EGF i EGFR 

Immunoreaktywność EGF  była słaba do umiarkowanej w cytoplazmie komórek 

nowotworowych (Ryc. 7). Ekspresja EGFR była również obecna w cytoplazmie komórek 

nowotworowych: od umiarkowanej do silnej(Ryc. 8). Poza tym słabą ekspresję EGFR 

można było zaobserwować również w  prawidłowych komórkach przewodów 

trzustkowych. 
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Ryc. 7. Ekspresja EGF w guzie trzustki x200(kolor jasnobrązowy). 

 

Ryc. 8. Ekspresja EGFR w guzie trzustki x200 (kolor jasnobrązowy). 
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5.2.2. FGF2 i FGF7 

Silna ekspresja FGF2 oraz  FGF7 była obserwowana w cytoplazmie i błonie  komórkowej 

komórek neoplastycznych. Również komórki podścieliska ekspresjonowały badane białka 

(Ryc. 9,10). 

 

Ryc. 9. Ekspresja FGF2 w guzie trzustki x200(kolor brązowy). 

 

Ryc. 10. EkspresjaFGF7 w guzie trzustki x200(kolor brązowy). 
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5.2.3. IGF1 i IGF-IR 

Cytoplazmatyczne barwienie dla  IGF1 oraz IGF-IR było umiarkowane do silnego 

w komórkach raka. Pozytywna reakcja dla IGF-IR była obecna również w komórkach 

podścieliska (Ryc. 11,12). 

 

     Ryc. 11. Ekspresja IGF1 w guzie trzustki x200(kolor brązowy). 

 

Ryc. 12. Ekspresja IGF-IR w guzie trzustki x200(kolor jasnobrązowy). 
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5.2.4. HGFα i c-Met 

Barwienie cytoplazmatyczne i błon w przypadku HGF było silne w komórkach 

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

 

Ryc. 13. Ekspresja HGFα w guzie trzustki x200 (kolor brązowy). 

 

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

 Nasilenie ekspresji PDGF- było umiarkowane do silnego w cytoplazmie komórek 

nowotworowych (Ryc. 15). W 6 przypadkach zaobserwowano również zabarwienie jądra 

komórek raka.  

 

Ryc. 15. Ekspresja PDGF- w guzie trzustki x200(kolor brązowy).Widoczne 

zabarwienie jąder komórkowych (strzałki). 

5.3. Ocena półilościowa barwień immunohistochemicznych 

Poziom ekspresji oznaczono za pomocą programu MicroImage mierząc pole zabarwienia. 

Średnie wartości ekspresji ±SD poszczególnych czynników przedstawia Tabela 7. 

Poziom ekspresji w  grupach o różnym stopniu zróżnicowania histologicznego dla EGF 

nie różnił się znacząco . Dla EGFR poziomy ekspresji były zbliżone, jedynie dla grupy 

G3 poziom był wyższy (Ryc. 16)
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Tabela 7. Zestawienie średniej ekspresji czynników wzrostu i ich receptorów w badanych guzach trzustki. Wartości zostały porównane ze 

względu na zróżnicowanie histologiczne guza oraz występowanie przerzutów do węzłów chłonnych.

Dane kliniczne n=36 EGF EGFR FGF2 FGF7 IGF1 IGFR PDGF- HGF c-Met 

Zróżnicowanie guza   

G1 4 
302,16 

±150,64 

399,31 

±307,63 

381,38 

±100,00 

332,64 

±131,53 

406,83 

±196,02 

372,06 

±215,00 

333,97 

±45,06 

233,06 

±130,00 

352,61 

±143,79 

G2 16 
373,36 

±219,40 

378,60 

±155,28 

709,60 

±206,77 

655,90 

±280,05 

410,44 

±180,63 

500,71 

±311,51 

378,68 

±176,01 

555,40 

±225,34 

697,56 

±150,46 

G3 16 
322,21 

±128,20 

537,71 

±307,87 

680,48 

±310,49 

755,62 

±276,17 

410,82 

±190,18 

484,98 

±108,54 

366,77 

±286,83 

482,71 

±127,27 

1200,39 

±310,15 

p  NS NS NS NS NS NS NS NS p<0,05 

Przerzuty LN           

N0 13 
345,34 

±114,45 

396,99 

±159,21 

704,00 

±268,41 

611,36 

±287,10 

446,43 

±194,92 

450,54 

±195,38 

369,78 

±194,8 

521,74 

±189,20 

817,52 

±523,7 

N1 23 
326,39 

±155,67 

426,09 

±241,11 

653,75 

±254,25 

578,74 

±296,50 

392,28 

±182,68 

527,44 

±195,38 

398,12 

±200,50 

549,65 

±220,39 

714,34 

±478,00 

p  NS NS NS NS NS NS NS NS NS 

http://rcin.org.pl



Katarzyna Gardian  Wyniki badań 
 

43 

 

 

Ryc. 16. Porównanie poziomu ekspresji EGF i EGFR w grupach o różnym stopniu 

zróżnicowania histologicznego. Wyniki badań przedstawione jako średnie arytmetyczne 

±SD 

Nie zaobserwowano znaczących różnic w ekspresji czynnika EGF i jego receptora 

w guzach dających przerzuty do węzłów chłonnych i nie powodujących przerzutowania 

(Ryc.17). 

 

Ryc. 17. Porównanie poziomu ekspresji EGF i EGFR  w grupach N0 i N1. Wyniki badań 

przedstawione jako średnie arytmetyczne ±SD 

Oceniając poziom ekspresji między grupami G1, G2 i G3 można zaobserwować, że 

poziom FGF2 jak i FGF7 w guzach o najwyższym stopniu zróżnicowania jest niższy niż 

w pozostałych dwóch grupach (Ryc. 18). Tendencja ta była wyraźna dla obu czynników, 

jednak nie była ona znamienna statystycznie. 
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Ryc. 18. Porównanie poziomu ekspresji FGF2 i FGF7 w grupach o różnym stopniu 

zróżnicowania histologicznego. Wyniki badań przedstawione jako średnie arytmetyczne 

±SD 

Porównując grupy pod względem występowania przerzutów do węzłów chłonnych 

można było zaobserwować, że poziom ekspresji  zarówno FGF2 jak i FGF7 był zbliżony 

(Ryc. 19). 

 

Ryc. 19. Porównanie poziomu ekspresji FGF2 i FGF7  w grupach N0 i N1. Wyniki badań 

przedstawione jako średnie arytmetyczne ±SD 

 

Porównanie poziomu ekspresji czynnika IGF1  nie wykazało istotnych różnic pomiędzy 

stopniami zróżnicowania histologicznego. Dla IGF-IR średnia ekspresja receptora była 

nieznacznie wyższa w  grupach G2 i G3 (Ryc. 20). 
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Ryc. 20. Porównanie poziomu ekspresji IGF i IGFR w grupach o różnym stopniu 

zróżnicowania histologicznego. 

Podobnie w grupach N0 i N1 wartości ekspresji dla IGF1 i IGF-IR były zbliżone i nie 

było między nimi różnicy istotnej statystycznie. (Ryc. 21). 

 

Ryc. 21. Porównanie poziomu ekspresji IGF1 i IGF-IR  w grupach N0 i N1. Wyniki 

badań przedstawione jako średnie arytmetyczne ±SD 

 

Poziom ekspresji dla obu czynników był wyraźnie niższy w grupie G1 dla czynnika 

HGF  wynosił ona 233,06±130, dla jego receptora: 352,61±143,79. Dla receptora c-Met 

w kolejnych grupach poziom ekspresji wyraźne wzrastał. Różnica między 

poszczególnymi  stopniami zróżnicowania histologicznego była istotna statystycznie 

(p<0,05) (Ryc. 22). 
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Ryc. 22. Porównanie poziomu ekspresji HGF i c-Met w grupach o różnym stopniu 

zróżnicowania histologicznego. Wyniki badań przedstawione jako średnie arytmetyczne 

±SD, *p<0,05 

Natomiast w grupach N0 i N1 nie zaobserwowano różnic w poziomie ekspresji HGF. 

Dla receptora c-Met  wartość ekspresji w guzach N0 była nieznacznie wyższa niż 

w guzach dających przerzuty do węzłów chłonnych   (Ryc. 23). 

 

Ryc. 23. Porównanie poziomu ekspresji HGF i c-Met  w grupach N0 i N1. Wyniki badań 

przedstawione jako średnie arytmetyczne ±SD 

Półilościowe porównanie ekspresji wykazało brak różnic w poziomie PDGF- pomiędzy 

badanymi grupami, zarówno jeśli chodzi o stopnie zróżnicowania jak i ze względu na 

występowanie przerzutów do węzłów chłonnych (Ryc. 24).   
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Ryc. 24. Porównanie poziomu ekspresji PDGF- w badanych grupach. Wyniki badań 

przedstawione jako średnie arytmetyczne ±SD 

 

5.4. Ocena nacieków zapalnych w guzie trzustki 

W preparatach zaobserwowano liczne nacieki limfocytów i makrofagów. Obecna 

była również silna ekspresja elastazy neutrofilowej, nie zauważono natomiast 

nacieków komórek NK ( Tabela 8).  

5.4.1. Limfocyty T 

Nacieki limfocytów były obecne w tkance guza. Ich skupiska występowały wokół 

ognisk nowotworowych oraz nacieczonych pni nerwowych. W kilku przypadkach 

można było zaobserwować szczególnie liczne nacieki limfocytów wokół wysp 

Langerhansa (Ryc. 25). 
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Dane kliniczne n=36 CD3 CD68 elastaza 

Zróżnicowanie guza   

G1 4 203,62±60,87 280,66±73,55 177,5±38,9 

G2 16 269,05±100,67 362,36±111,37 202,80±71,83 

G3 16 250,02±79,89 365,14±189,13 215,91±94,44 

p  NS NS NS 

Przerzuty LN  

N0 13 246,79±67,86 260,17±104,33 207,79±113,11 

N1 23 254,23±94,73 402,83±141,64 210,74±75,68 

p  NS p<0,05 NS 

Naciekanie nerwów  

obecne 25 283,88±74,65 370,34±171,83 206,93±76,87 

brak 11 273,21±66,77 127,55±69,92 218,01±109,74 

p  NS p<0,05 NS 

Naciekanie naczyń  

obecne 10 264,37±79,45 352,16±178,05 221,93±72,42 

brak 26 271,08±68,82 241,56±145,91 203,11±90,44 

p  NS NS NS 

Tabela nr 8. Nacieki odpowiedzi zapalnej a cechy patomorfologiczne guzów trzustki. 
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Ryc. 25. Naciekanie limfocytów wokół ognisk nowotworowych w tkance guza 

trzustki,x200. 

Porównanie ilościowe nie wykazało istotnych różnic w ekspresji markera CD3  

między badanymi grupami. Poziom ekspresji był zbliżony niezależnie od stopnia 

zróżnicowania guza trzustki (Ryc. 26).  

 

Ryc. 26. Porównanie poziomu ekspresji CD3 w grupach G1,G2 i G3. Wyniki badań 

przedstawione jako średnie arytmetyczne ±SD 
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Nacieki limfocytów nie miały również wpływu na inwazyjność nowotworu. Poziom 

ekspresji różnił się minimalnie w przypadku guzów z naciekaniem naczyń lub nerwów 

a guzów bez tych zjawisk. Również porównując grupy ze względu na obecność 

przerzutów do węzłów chłonnych nie zaobserwowano istotnej różnicy (Ryc. 27). 

 

 

Ryc. 27. Porównanie poziomu ekspresji CD3 w badanych grupach. Wyniki badań 

przedstawione jako średnie arytmetyczne ±SD 

 

5.4.2. Makrofagi 

Makrofagi licznie naciekały tkankę guzów trzustki. Podobnie jak w przypadku 

limfocytów można było je zaobserwować wokół ognisk nowotworowych i pni 

nerwowych nacieczonych przez komórki nowotworowe. 

 Porównanie półilościowe ekspresji CD68 nie wykazało istotnych różnic między 

guzami o różnym stopniu zróżnicowania. Najniższa ekspresja była w grupie guzów 

G1, w pozostałych dwóch grupach wartości były zbliżone (Ryc. 29). 
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Ryc. 28. Naciek makrofagów wokół nerwu z inwazją komórek nowotworowych(kolor 

brązowy). 

 

 

Ryc. 29. Porównanie poziomu ekspresji CD68 w grupach o różnym stopniu 

zróżnicowania histologicznego. Wyniki badań przedstawione jako średnie arytmetyczne 

±SD 

 

Porównując wyniki w grupach pod względem występowania przerzutów do 

węzłów chłonnych (N0 i N1) stwierdzono, że liczba makrofagów w tkance guza jest 

wyższa w grupie z przerzutami do węzłów chłonnych i jest to różnica istotna 
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statystycznie. Średnia ekspresja CD68 w grupie z przerzutami do węzłów chłonnych 

wynosiła  402,83±141,64 natomiast w grupie N0 260,17±104,33 ( p < 0,05). 

Obecność makrofagów była również zwiększona w przypadku naciekanie pni 

nerwowych przez komórki nowotworowe. W przypadku występowania tego zjawiska 

ekspresja CD68 wynosiła 370,34±171,83 natomiast gdy nie obserwowano inwazji 

komórek nowotworowych poziom CD68 wynosił 127,55±69,92 (p <0,05).  

W grupie guzów z naciekaniem naczyń zaobserwowano lekko zwiększoną infiltrację 

makrofagów w porównaniu z guzami bez naciekania  (Ryc. 30). 

 

Ryc. 30. Porównanie poziomu ekspresji CD68 w badanych grupach. Wyniki badań 

przedstawione jako średnie arytmetyczne ±SD, * p<0,05 

 

5.4.3. Neutrofile 

Neutrofile występowały w tkance guza jednak nie tworzyły tak licznych skupisk jak 

makrofagi lub limfocyty. Często można było je zaobserwować na granicy guz-

obrzeże.  
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Ryc. 31. Neutrofile w tkance nowotworowego guza trzustki (kolor brązowy).  

Porównanie ekspresji  elastazy neutrofilowej nie wykazało istotnych różnicy między 

grupami  G1,G2 i G3  (Ryc.32). 

 

Ryc. 32. Porównanie poziomu ekspresji elastazy neutrofilowej w grupach o różnym 

stopniu zróżnicowania histologicznego. Wyniki badań przedstawione jako średnie 

arytmetyczne ±SD 

Nie zaobserwowano również różnic w podziale ze względu na inwazyjność: dla 

naciekania naczyń, a także naciekania nerwów oraz  występowania przerzutów do 

węzłów chłonnych (Ryc. 33). 
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Ryc. 33. Porównanie poziomu ekspresji elastazy neutrofilowej w grupach ze względu na 

naciekanie naczyń oraz nerwów oraz występowanie przerzutów do węzłów chłonnych. 

Wyniki badań przedstawione jako średnie arytmetyczne ±SD 

 

 

5.5. Aktywność metaloproteinaz w guzach trzustki. 

Lokalizację obszaru aktywności metaloproteinaz 2 i 9 określono przy pomocy 

zymografii in situ. Obszar aktywności enzymatycznej został zidentyfikowany poprzez 

trawienie żelatyny znakowanej fluoroscencyjnie. Aktywność żelatynolityczna została 

stwierdzona w komórkach nowotworowych oraz naciekających makrofagach (Ryc. 

34,35). 
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Ryc. 34. Aktywność metaloproteinaz w guzie trzustki – aktywność w komórkach 

nowotworowych. 

 

 

Ryc. 35. Aktywność metaloproteinaz w guzie trzustki – makrofagi(zaznaczone 

strzałkami). 
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Dane kliniczne MMP2 MMP9 

Zróżnicowanie guza  

G1 3,27±3,6 0 

G2 16,57±13,9 20,35±13,9 

G3 13,6±12,2 25,6±6,39 

p p<0,05 NS 

Przerzuty LN  

N0 6,54±3,57 13,81±10,61 

N1 16,06±12,01 24,93±8,13 

p NS NS 

Tabela 9. Zestawienie aktywności metaloproteinaz 2 i 9 w guzach trzustki w podziale 

na podgrupy ze względu na stopień zróżnicowania histologicznego i występowanie 

przerzutów do węzłów chłonnych. 

 

Aktywność żelatynolityczna była zbadana w izolatach białkowych z fragmentów 

guzów trzustki (Ryc. 36). Aktywna forma MMP2 (62 kDa) była  obecna w 88% 

przypadków, a MMP9 (83 kDa) w 38% przypadków. W 6 przypadkach nie określono 

czy występuje aktywność metaloproteinaz ze względu na słabe zróżnicowanie obszaru 

trawienia na żelu. 

Nie zaobserwowano aktywności metaloproteinazy 9 dla grupy G1. W grupie G2 

aktywność MMP9 występuje w 7/13 przypadkach a w G3 tylko w 4/13. Obecność 

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. 

Porównując aktywność mierzoną densytometrycznie można stwierdzić, że 

aktywność metaloproteinazy 2 w grupie guzów o najwyższym stopniu zróżnicowania  

jest znacząco niższa niż w grupie G2 i G3 (p<0,05). Dla metaloproteinazy 9 różnica 

między grupami G2 i G3 nie była istotna statystycznie (Ryc.37). 
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Ryc. 36. Analiza aktywności metaloproteinaz w zymografii żelowej 

 

Ryc. 37. Aktywność metaloproteinazy 2 i 9  w grupach różniących się 

zróżnicowaniem histologicznym guza. Wyniki badań przedstawione jako średnie 

arytmetyczne ±SD, * p<0,05 

 

Ryc.38. Aktywność metaloproteinazy 2 i 9 w grupach ze względu na występowanie 

przerzutów do węzłów chłonnych. Wyniki badań przedstawione jako średnie 

arytmetyczne ±SD 
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Aktywność obu badanych metaloproteinaz była wyższa w guzach nowotworowych 

dających przerzuty do węzłów chłonnych. Aktywność metaloproteinazy 2 stwierdzono  

w 7/10 guzów z grupy N0 i w 15/20 guzów z grupy N1.  

Aktywność MMP9 stwierdzono w 3/10 przypadkach z grupy N0 i 8/20 guzów N1.  

Aktywność była wyższa niż w przypadku MMP2 

5.6.   Ocena limfangiogenezy w guzie trzustki 

Po przeprowadzeniu oceny preparatów mikrolimfangiograficznych 

stwierdzono jedynie występowanie naczyń żylnych (Ryc. 39), a także małych, 

wypełnionych płynem przestrzeni międzykomórkowych. W centrum guza nie 

stwierdzono struktur, które mogłyby odpowiadać naczyniom limfatycznym. 

Poszerzone naczynia limfatyczne można było obserwować jedynie w preparatach 

z obrzeża guza. W niektórych preparatach znaleziono błękitny barwnik między 

włóknami kolagenowymi.  

 

Ryc. 39. Obraz naczyń żylnych uzyskany w limfangiografii, x100. 
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Obserwacje te potwierdziła analiza immunohistochemiczna. Nie stwierdzono ekspresji 

markera śródbłonka limfatycznego Prox1, natomiast podoplanina była wydzielana 

przez komórki podścieliska i komórki nowotworowe. Obecność markera  Lyve-1 

stwierdziłam w 60% guzów, w komórkach tworzących struktury bez światła (Ryc. 

40). 

 

Ryc. 40. Barwienie LYVE-1 na granicy guz-obrzeże, x100.Naczynia limfatyczne 

zostały wybarwione na kolor brązowy.  

 

VEGF C był obecny w 80% preparatów, również w zapadniętych naczyniach 

limfatycznych, jak też w pojedynczych prawidłowych naczyniach na obrzeżu guza . 

VEGFR3(flt4), receptor dla VEGF C, był ekspresjonowany przez komórki 

nowotworowe oraz sporadycznie przez komórki podścieliska (Ryc. 41,42). 
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Ryc. 41. Barwienie Flt4 w guzie raka trzustki, x200.Strzałkami zaznaczono 

ogniska nowotworowe z ekspresją receptora (kolor brązowy). 

 

 

Ryc. 42. Barwienie VEGF C w guzie trzustki x 200. Strzałkami oznaczono miejsca 

ekspresji czynnika. 
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6. Dyskusja wyników 

Wyniki prowadzonych badań wykazały dużą różnorodność składu 

mikrośrodowiska guza nowotworowego trzustki.  Zaobserwowałam ekspresję 

wszystkich badanych przeze mnie  czynników wzrostu przez komórki nowotworowe, 

a także w niektórych przypadkach, przez komórki podścieliska. Widoczne były 

również  liczne nacieki komórek układu immunologicznego, przede wszystkim 

makrofagów i limfocytów. W części badanych guzów aktywne były metaloproteinazy 

2 i 9, które mogą  brać udział w przebudowie macierzy międzykomórkowej oraz 

aktywacji czynników wzrostu. Zaobserwowałam wyraźną różnicę w aktywności 

pomiędzy guzami o wysokim stopniu zróżnicowania a guzami z grup G2 i G3.  

Prowadzone analizy wykazały również słabe unaczynienie guzów nowotworowych 

trzustki. Naczynia krwionośne były liczne, ale drobne i tworzyły chaotyczną sieć. 

W centrum guza brak było aktywnego procesu limfangiogenezy, występujące tam 

naczynia były zapadnięte. Prawidłowo wykształcone naczynia występowały 

sporadycznie jedynie na obrzeżu guza. 

6.1.   Ekspresja receptora c-Met w guzach trzustki. 

Badając ekspresję czynników wzrostu tylko dla receptora c-Met stwierdziłam istotną 

statystycznie różnicę w poziomie ekspresji między guzami o różnym stopniu 

zróżnicowania. Nie było natomiast  istotnej różnicy w ekspresji c-Met między guzami 

dającymi przerzuty do węzłów chłonnych i guzami nie dającymi przerzutów.  

Obecność receptora c-Met wykazano wcześniej w kilku liniach nowotworowych 

gruczolakoraka trzustki zarówno wywodzących się z guza pierwotnego, jak również 
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z przerzutów. W porównaniu z prawidłowymi komórkami przewodów trzustkowych 

stwierdzono znaczącą nadekspresję tego receptora w komórkach nowotworowych
76

.  

W niektórych badaniach wykazano związek nadekspresji receptora c-Met ze stanem 

zaawansowania nowotworu i występowania przerzutów do węzłów chłonnych, ale nie 

stopniem zróżnicowania nowotworu
77

. 

Analiza półilościowa wykazała stopniowy wzrost ekspresji tego receptora wraz ze 

zmniejszaniem się stopnia zróżnicowania komórek w guzie. W guzach o stopniu G3 

najwięcej jest komórek niezróżnicowanych, co może mieć wpływ na ekspresję 

receptora c-Met. Jest to receptor, który odgrywa istotną rolę na etapie embriogenezy 

i organogenezy, a rozwój i inwazyjność guza nowotworowego odwzorowuje te 

procesy
57,78

. Analogicznie jak w przypadku embriogenezy, a także regeneracji 

narządów, w nowotworze połączenia międzykomórkowe ulegają zerwaniu i komórki 

migrują do otaczającego ich środowiska.  W przypadku nowotworów wykazano 

również udział receptora c-Met w procesie przejścia epitelialno-mezenchymalnego
58

. 

Komórki mezenchymalnego pochodzenia są głównym źródłem HGF, który w sposób 

parakrynny oddziałuje na komórki nabłonkowe ekspresjonujące receptor c-Met. Jak 

pokazują badania, komórki nowotworu trzustki również są źródłem czynnika HGF, 

który może w sposób autokrynny powodować ciągłą aktywność tego receptora
79

.  

W przypadku tego ligandu, tak jak w przypadku receptora c-Met, można było 

zaobserwować zwiększony jego poziom w badanych guzach o zmniejszonym stopniu 

zróżnicowania.  

W przypadku nowotworu płuc zaobserwowano, że nadekspresja c-Met była związana 

z konstytutywną aktywnością tego receptora, niezależną od ligandu.  Jednak  tylko 
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nadekspresja c-Met i HGF powodowała zwiększenie potencjału przerzutowania 

komórek
80

. 

Wysoki poziom ekspresji receptora c-Met może również wynikać z silnego 

niedotlenienia, jakim charakteryzuje się mikrośrodowisko raka trzustki.  Jak 

wykazano we wnętrzu guza nowotworowego trzustki poziom tlenu wynosi 0–5,3 

mmHg , podczas gdy   w prawidłowej trzustce średni poziom tlenu to 24–92,7 

mmHg
81

.  Stan niedotlenienia powoduje zwiększenie ekspresji czynnika HIF1, który 

z kolei powoduje zwiększenie ekspresji receptora c-Met
82

, jednak nie jest to jedyny 

czynnik regulujący poziom tego receptora w tych warunkach
83,92

. Przeprowadzone 

ostatnio badania wykazały, że również hamowanie  ścieżki sygnałowej VEGF, 

powoduje zwiększenie ekspresji receptora c-Met i jego udział w tworzeniu przerzutów 

do węzłów chłonnych
84

. Stwierdzono również, że komórki z wysoką ekspresją tego 

receptora  mają zwiększony potencjał rakotwórczy. Sugerowano, że może on być 

markerem nowotworowych komórek macierzystych
85

.  

Szczególna rola receptora c-Met wynika z faktu, iż jego aktywacja pociąga za sobą 

różnorodne odpowiedzi komórkowe. Aktywuje on szereg ścieżek sygnałowych takich 

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

Wykazano, że ścieżka sygnałowa c-Met oddziałując z EGFR, ERB2 oraz IGF-IR 

może wpływać na chemiooporność raka trzustki. Jest to receptor, którego udział 

w tworzeniu lekooporności jest udowodniony w przypadku terapii celowanych 

skierowanych przeciwko EGFR, HER2, VEGF, BRAF. 

Bevazicumab, działający przeciwko VEGF, dawał pozytywne  rezultaty u osób 

z glejakiem. Zaobserwowano jednak, pojawiającą się oporność na ten lek. Dalsze 

badania wykazały, że nadekspresja c-Met jest związana z hamowaniem działania tego 

terapeutyku
86

.  
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Lapatinib, stosowany w leczeniu nowotworu żołądka, jest środkiem działającym 

zarówno na HER2 jak  i na EGFR. Wstępne badania z użyciem tego terapeutyku 

wykazały obiecujące rezultaty, jednak zaobserwowano również występującą 

chemiooporność związaną z tym lekiem. HGF i c-Met pośredniczyły w niwelowaniu 

wpływu lapatinibu poprzez aktywowanie ścieżki sygnałowej HGF/c-Met 

i przywracanie prawidłowego cyklu komórkowego
87

. 

W przypadku raka płuc powyższa ścieżka sygnałowa redukowała podatność komórek 

nowotworowych na działanie inhibitora EGFR. Działanie to mogło być przywrócone 

poprzez zastosowanie przeciwciała neutralizującego HGF
88

. Również w przypadku 

trzech innych inhibitorów EGFR zastosowanie inhibitora c-Met pozwala odwrócić  

mechanizm tworzący oporność na ten  lek
89

.  

Ostatnio opublikowano również badania, w których wykazano, że w przypadku 

przewodowego raka trzustki zastosowanie inhibitora c-Met pozwala na uzyskanie 

lepszych wyników leczenia gemcytabiną poprzez zahamowanie procesu jej 

dezaktywacji
90

. 

Obserwacje te wskazują, że określenie poziomu ekspresji c-Met może pozwalać na 

przewidywanie efektywności terapii. Próby takiej oceny były przeprowadzone dla 

inhibitorów receptora c-Met. W przypadku raka przełyku amplifikacja c-Met 

charakteryzuje agresywną postać tego nowotworu i stanowi jednocześnie wskazanie 

do zastosowania crizotinibu, będącego inhibitorem tego receptora
91

. 

Oznaczenie poziomu ekspresji receptora c-Met okazało się być użytecznym sposobem 

przewidywania efektów terapii w raku żołądka i oraz NSCLC. Przeprowadzone analizy 

wykazały, że oznaczanie poziomu za pomocą immunohistochemii może być stosowane 

w tych przypadkach jako biomarker. W obu przypadkach stwierdzono, że wysoka 
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ekspresja tego receptora wiąże się również z gorszymi rokowaniami dotyczącymi 

przeżycia
92,93

. 

6.2. Wpływ naciekających makrofagów na inwazyjność raka trzustki. 

Badanie obecności nacieków zapalnych w tkance guzów nowotworowych wykazało 

wyraźny związek z inwazyjnością nowotworu. Liczniejsze nacieki występowały 

w przypadku występowania przerzutów do węzłów chłonnych oraz naciekania 

nerwów przez komórki nowotworowe.  

Odpowiedź immunologiczna  jest elementem mikrośrodowiska guzów, ponieważ są one 

“niegojącą się raną”
94

. Komórki naciekające guz mogą ulegać wpływowi komórek 

nowotworowych i zmieniać swoją polaryzację w kierunku fenotypu promującego rozwój 

guza. Badania wskazują, że limfocyty, makrofagi oraz komórki żerne są źródłem 

czynników promujących angiogenezę i limfangiogenezę. Liczba komórek VEGF-A 

i VEGF-C pozytywnych jest związana z występowaniem przerzutów do węzłów 

chłonnych
95

. Ponieważ są one również źródłem proteaz uczestniczą w przebudowie zrębu 

guza i umożliwiają tworzenie nowych naczyń. Wpływają także na molekuły adhezyjne 

i ułatwiają migrowanie komórek
67

.   

W tkance NSCLC Naciekające makrofagi CD68+ korelują z ekspresją 

mezenchymalnych białek oraz ze stopniem zróżnicowania, ale nie z występowaniem 

przerzutów. Przedstawione badania sugerowały również, że obecność makrofagów ma 

wpływ na komórki nowotworowe znajdujące się w ich sąsiedztwie
96

 

Makrofagi same mogą być źródłem MMP9, co obserwowałam, ale mogą też 

stymulować komórki nowotworowe do ekspresji tego enzymu i zwiększenia 

inwazyjności komórek. Zależność taką wykazano na liniach komórkowych z guzów 

pierwotnych jak i z miejsc przerzutowania. W warunkach niedotlenienia stopień 
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inwazyjności jest uzależniony od równowagi między wydzielaniem MMP9 

a poziomem jej inhibitora TIMP3
97

.  

Liczba naciekających makrofagów może się różnić między guzami – w niektórych 

guzach można stwierdzić intensywne naciekanie a w innych pojedyncze komórki. 

W badanych guzach ekspresja  CD68 była znaczącą wyższa w grupie N1 niż w grupie  

N0. Natomiast według badań  Kurahara i wsp. jedynie wysoka liczba makrofagów 

o polaryzacji M2 była związana z występowaniem przerzutów do węzłów chłonnych
98

. 

 Molekularny mechanizm naciekania nerwów przez komórki nowotworowe nie został 

jeszcze wyjaśniony
99

. Obserwowano wzrost liczby makrofagów wokół nerwów 

nacieczonych przez komórki nowotworowe. Według niektórych badaczy wiąże się to 

z wydzielaniem przez makrofagi czynnika GDNF i aktywację ścieżki sygnałowej 

MAPK and PI3K w komórkach nowotworowych
100

.  

6.3. Obecność innych komórek odpowiedzi zapalnej w guzie raka 

trzustki. 

W moich badaniach  sprawdzałam również wpływ obecności limfocytów T, neutrofili 

i komórek NK na rozwój nowotworu. Limfocyty T występowały licznie w badanych 

przeze mnie guzach. Ich skupiska były widoczne wokół ognisk nowotworowych i pni 

nerwowych z naciekiem nowotworowym. Analiza półilościowa nie wykazała jednak 

istotnego związku nacieków limfocytów ze stopniem dojrzałości histologicznej ani 

inwazyjnością. Obecne w tkance guzów były również neutrofile, ale także w ich wypadku 

brak było wyraźnego wpływu na rozwój i inwazyjność nowotworu. 

 W piśmiennictwie obecność limfocytów T w tkance guzów nowotworowych łączy się  

z lepszymi rokowaniami dla pacjentów, także w przypadku raka trzustki
101

 . Jednak 

według niektórych badaczy większość komórek T występujących wewnątrz guza 
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wykazuje naiwny fenotyp
102

. Udowodnili oni, że w tkance guzów trzustki komórki 

o działaniu immunosupresyjnym przeważają nad komórkami aktywnie działającymi 

przeciwnowotworowo. Przedstawione ostatnio wyniki wskazują, że lepszym 

wskaźnikiem prognostycznym jest stosunek liczby aktywnych komórek do liczby 

komórek hamujących obronę przeciwnowotworową
103

.  

Reid i wsp. badał komórki występujące w przypadkach neoplazji trzustkowej i stwierdził, 

że w przypadku gruczolakoraka trzustki nie występują nacieki neutrofili
104

. W badanych 

przeze mnie guzach takie nacieki występowały, chociaż nie były tak liczne jak nacieki 

makrofagów i limfocytów. Prowadzone wcześniej badania wskazywały raczej na udział 

elastazy w rozwoju guza poprzez aktywację ścieżki sygnałowej  PDGFR-PI3K
105

. Może 

to wskazywać na to, że neutrofile znajdujące sie w badanych przeze mnie guzach 

wykazywały fenotyp N1.  

Nie zaobserwowałam natomiast naciekania komórek NK. W przypadku innych 

nowotworów - niedrobnokomórkowego raka płuc oraz  raka jelita grubego 
106,107

  

komórki NK były obecne w tkance guza i wykazywały zdecydowaną aktywność 

przeciwnowotworową przez bezpośrednie działanie lub poprzez produkcję cytokin np. 

INF-
108

. 

6.4. Aktywność metaloproteinaz 2 i 9 w guzach nowotworowych 

trzustki. 

Wykazałam w swoich badaniach, że aktywność metaloproteinaz 2 i 9 jest wyższa 

w guzach o mniejszym stopniu zróżnicowania i w przypadku występowania 

przerzutów do węzłów chłonnych, chociaż różnica ta nie była istotna statystycznie. 
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Metaloproteinazy ze względu na swoją rolę w procesach przebudowy są atrakcyjnym 

celem terapeutycznym
109

. Wielokrotnie wykazywano ich związek z rozwojem 

nowotworu i gorszymi rokowaniami u pacjentów
110,111,112

.  

 W gruczolakoraku trzustki  Pryczynicz i wsp. nie stwierdzili istotnych różnic 

w ekspresji MMP9 między różnymi stopniami zróżnicowania histologicznego
113

. 

Wykazali jednak, że nadekspresja MMP9 ma związek z zajęciem węzłów chłonnych 

i odległymi przerzutami. W naszych badaniach nie stwierdziliśmy wyraźnego związku 

z przerzutowaniem do węzłów chłonnych, chociaż poziom aktywności zarówno 

MMP2 i MMP9 był wyższy w grupie N1. We wcześniejszych pracach aktywność 

metaloproteinazy 9 była wiązana jedynie z częstszym występowaniem przerzutów do 

wątroby
114

. Zwiększona ekspresja MMP9 była także wiązana z procesem angiogenezy 

w guzach trzustki i obecnością nacieków makrofagalnych. Brak aktywności tej 

metaloproteinazy w grupie G1 może wskazywać, że MMP9 ulega aktywacji dopiero 

w przypadku większego zaawansowania nowotworu.  

Niektórzy badacze wykazywali, że ekspresja MMP9 była związana z dłuższym 

przeżyciem. Miało to miejsce nie tylko w przypadku nowotworu trzustki, ale również 

nowotworu piersi i nowotworu jelita sugerując ochronną rolę metaloproteinazy 9 

poprzez jej udział w generowaniu inhibitorów angiogenezy. 

Jak wykazaliśmy forma aktywna MMP2 występuje we wszystkich stopniach 

zróżnicowania histologicznego, co może wskazywać na jej udział w rozwoju raka 

trzustki. W prawidłowej trzustce nie obserwowano obecności MMP2, natomiast 

pojawia się ona zarówno w przewlekłym zapaleniu trzustki jak i nowotworze. We 

wcześniejszych badaniach nie stwierdzono zwiększonej ekspresji metaloproteinazy 2 

w tkance nowotworowej trzustki i nie została znaleziona korelacja między ekspresją 

a żadnym z kryteriów histologicznych
72

. Natomiast badania przeprowadzone na 
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liniach komórkowych raka trzustki (IMIM-PC1; IMIM-PC2; PANC-1) wykazały 

dobrą korelację między aktywnością MMP2 a potencjałem inwazyjnym. Komórki te 

lepiej przemieszczały się w Matrigelu niż komórki nie wykazujące zwiększonej 

ekspresji i aktywności metaloproteinaz
71

. Badano również aktywność MMP2 w soku 

trzustkowym i wykazano, że pomiar ten może być użyteczny w diagnozowaniu raka 

trzustki
115

. 

W niektórych badaniach wysoką ekspresję nabłonkowego MMP2 wiązano 

z zaawansowanym stopniem nowotworu, niskim stopniem zróżnicowania i krótszym 

okresem przeżycia
116

. 

W ostatnich badaniach  potwierdzono obecność metaloproteinaz 2 i 9 w tkance 

trzustki z przewlekłym zapaleniem jak również nowotworowej. W tkance guzów 

stężenia obu metaloproteinaz były znacząco wyższe. Wyższe stężenia MMP9 wiązano 

z większym stopniem zaawansowania nowotworu. Poziom MMP9 był również 

istotnie wyższy, jeśli występowały przerzuty do węzłów chłonnych. Dobrze 

zróżnicowane guzy miały niższy poziom MMP2 w porównaniu z guzami G3. 

Natomiast dla MMP9 wykazano odwrotny stosunek. Różnice te jednak również nie 

były istotne statystycznie
117

. 

6.5. Limfangiogeneza w guzach trzustki 

Badanie unaczynienia wykazało obecność drobnych naczyń krwionośnych 

w tkance guza. Analiza pod kątem obecności naczyń limfatycznych, wykazała, że 

występują one sporadycznie na granicy guza. Wewnątrz guza jego struktura oraz silna 

reakcja desmoplastyczna uniemożliwia tworzenie prawidłowych naczyń poprzez 

zwiększoną sztywność tkanki. Można obserwować jedynie nieliczne, zapadnięte 

naczynia. Podobne obserwacje pojawiły się w kilku innych badaniach. Tam, gdzie 
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dysponowano odpowiednim materiałem wykazano, że naczynia limfatyczne z obrzeża 

guza można powiązać z występowaniem przerzutów do węzłów chłonnych
118,119

. We 

wcześniejszych doniesieniach pojawia się także obserwacja dotycząca tkanki 

otaczającej guz, w której również można obserwować występowanie licznych, 

prawidłowych naczyń limfatycznych.  

Wczesne przerzuty do węzłów chłonnych są cechą charakterystyczną nowotworu 

trzustki. Wykazano również, że lifmadenektomia - zabieg usunięcia okolicznych 

węzłów chłonnych -  ma istotny wpływ na przeżycie pacjentów
120

. Wcześniej 

wykazywano także, że proces limfangiogenezy nie jest konieczny do występowania 

przerzutów do węzłów chłonnych. Według niektórych badaczy inwazja komórek 

nowotworowych tą drogą może odbywać się z wykorzystaniem istniejących już 

wcześniej naczyń limfatycznych
121

. Wykazano również, że ablacja naczyń 

limfatycznych wewnątrz guza nie ma wpływu na tworzenie się przerzutów do węzłów 

chłonnych
122

. 

Aby zbadać proces limfangiogenezy w guzach trzustki oznaczałam czynnik VEGF C 

i jego receptor VEGFR3/Flt4. Są to kluczowe elementy w procesie tworzenia naczyń 

limfatycznych i ich ekspresja była łączona z występowaniem przerzutów do węzłów 

chłonnych. W badanych przeze mnie guzach zaobserwowałam ekspresję receptora 

Flt4 jak i jego ligandu, ale nie przekładało się to na proces tworzenia naczyń. Dzieje 

się tak zapewne ze względu na silną rekcję desmoplastyczną. Brak było ekspresji 

markerów Prox1 i podoplaniny w komórkach śródbłonka limfatycznego. Można było 

zaobserwować ekspresję podoplaniny w komórkach podścieliska. Według 

wcześniejszych badań wydzielanie tego białka przez fibroblasty jest łączone 

z gorszym rokowaniem
123

. Prox1 jest czynnikiem, który jest obecny w prawidłowej 

tkance trzustki, a także jest on niezbędny do jej prawidłowego rozwoju w okresie 
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embrionalnym
124

. Zahamowanie jego ekspresji prowadzi do przedwczesnego 

dojrzewania komórek zrazikowych a także nieprawidłowego wykształcenia 

przewodów trzustkowych
125

. Brak ekspresji Prox-1  jest charakterystyczny dla 

niektórych nowotworów, sugeruje się nawet, że może być markerem występowania 

nowotworu
126

.Wysoka ekspresja szeregu czynników wzrostu, które mogą uczestniczyć 

w procesie limfangiogenezy np. EGF, PDGF- i VEGF C,  nie była wystarczająca do 

powstania nowych naczyń wewnątrz badanych guzów
127,128

. 

 Obecność prawidłowych naczyń na obrzeżu guza powoduje wzrost ciśnienia 

przepływu płynu śródmiąższowego, co z kolei oddziałuje na komórki i macierz 

zewnątrzkomórkową. Zwiększone ciśnienie powoduje aktywację fibroblastów, 

zwiększoną produkcję kolagenu. Następuje także wzrost ekspresji TGF 

i modyfikacja odpowiedzi immunologicznej. Czynnik ten hamuje działania komórek 

NK, neutrofili i makrofagów skierowane przeciwko nowotworowi. Na tej  podstawie 

można stwierdzić, że brak prawidłowego unaczynienia guza również może się 

przyczyniać do rozwoju nowotworu. 
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7. Podsumowanie 

1. Poziom ekspresji receptora c-Met zależy od stopnia zróżnicowania guza i wzrasta 

wraz ze zmniejszającą się dojrzałością histologiczną tkanki (p<0,05). 

2. Obecność makrofagów jest zwiększona w guzach dających przerzuty do węzłów 

chłonnych a także w przypadku występowania inwazji komórek nowotworowych  

do pni nerwowych. 

3. Aktywność metaloproteinaz 2 i 9 zwiększa się w guzach o większej złośliwości, 

a także w guzach dających przerzuty do węzłów chłonnych. Metaloproteinaza 2 

wpływa na rozwój nowotworu od wczesnych etapów jego rozwoju, jej wysoka 

aktywność wiąże się z większą agresywnością nowotworu (p<0,05). Również 

aktywność metaloproteinazy 9 wiąże się z bardziej zaawansowanym procesem 

choroby. 

4. Wewnątrz guzów trzustki nie stwierdza się obecności prawidłowych naczyń 

limfatycznych. Pomimo ekspresji czynników związanych z procesem 

limfangiogenezy silna reakcja desmoplastyczna uniemożliwia prawidłowe 

wykształcenie naczyń. Pojedyncze prawidłowe naczynia obserwuje się jedynie na 

obrzeżu guza. 
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8. Wnioski 

1. Ocena ekspresji receptora c-Met może być użytecznym markerem rozwoju raka 

trzustki.  

2. Nacieki makrofagów pozwalają ocenić potencjał inwazyjny gruczolakoraka 

trzustki. Na podstawie ich obecności w tkance guza można określić 

prawdopodobieństwo wystąpienia przerzutów do węzłów chłonnych.  

3. Oznaczenie aktywności metaloproteinaz 2 i 9 może służyć do oceny progresji 

nowotworu trzustki, jednak nie może być niezależnym markerem.  

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

trzustki.  

5. Obserwacja mikrośrodowiska guzów trzustki może być cennym uzupełnieniem 

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

Rak trzustki jest czwartym co do częstości nowotworem występującym zarówno u kobiet 

jak i u mężczyzn. Tylko 10% przypadków nowotworów trzustki występuje u osób poniżej 

55 roku życia, średni wiek diagnozy to 71 lat. W Polsce w ciągu ostatnich dziesięciu lat 

liczba zgonów spowodowanych rakiem trzustki zwiększyła się o 29%.Według najnowszej 

analizy przeprowadzonej przez WHO rak trzustki jest jedynym z dwóch nowotworów, 

w przypadku których śmiertelność będzie w najbliższych latach wzrastać. Prowadzone 

dotychczas badania wyjaśniły wiele procesów związanych z tym nowotworem, jednak 

nadal brak wiarygodnych markerów, które umożliwiłyby monitorowanie rozwoju tego 

nowotworu. Taki marker pozwalałby także na określenie dokładnego stopnia 

zaawansowania choroby i właściwego doboru terapii, a w przypadku guzów o granicznej 

resekcyjności wskazywałyby także na zasadność zabiegów chirurgicznych.  

W stosowanej obecnie ocenie histopatologicznej nowotworu trzustki biologia guza jest 

określana za pomocą stopnia zróżnicowania histologicznego G, jednak nie oddaje on 

właściwego obrazu procesów zachodzących między komórkami nowotworowymi a ich 

otoczeniem.  

 W ostatnich latach dużo uwagi poświęca się badaniom mikrośrodowiska guzów litych. 

Obserwacje te pozwoliły wyjaśnić wiele procesów zachodzących w czasie rozwoju 

nowotworu. Zmiany zachodzące w takim mikrośrodowisku powodują, że może to być 

bogate źródło informacji zarówno diagnostycznych jak i prognostycznych.  

Celem pracy była ocena następujących elementów mikrośrodowiska raka trzustki: 

wytwarzania czynników wzrostu, komórek nacieku zapalnego, lokalnej aktywności 

enzymatycznej a także procesu limfangiogenezy. Następnie określono zależność 

kliniczno-patologicznego stopnia zaawansowania nowotworu od ocenianych czynników. 
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Materiał do badań stanowiły fragmenty ogniska pierwotnego pobrane od 36 pacjentów. 

Grupa chorych składała się z 14 kobiet i 22 mężczyzn, średni wiek wynosił 66 lat ( 

przedział wiekowy 48-85 lat). 

Nasze badania wykazały wysoką ekspresję badanych czynników wzrostu i ich 

receptorów: EGF i EGFR, FGF2, FGF7, IGF1 i IGF-IR, PDGF-BB, HGFα i c-Met. 

Jedynie w przypadku receptora c-Met wykazano, że poziom jego ekspresji zależy od 

stopnia zróżnicowania guza i wzrasta wraz ze zmniejszającą się dojrzałością 

histologiczną tkanki (p<0,05).  

W badanych guzach można było zaobserwować liczne nacieki limfocytów oraz 

makrofagów. Obecne były również neutrofile, natomiast brak było komórek NK. Analiza 

wykazała, że obecność makrofagów jest zwiększona w guzach dających przerzuty do 

węzłów chłonnych a także w przypadku występowania inwazji komórek nowotworowych  

do pni nerwowych. 

Za pomocą zymografii żelowej i zymografii in situ określono aktywność 

metaloproteinazy 2 i 9. Aktywność tych enzymów zwiększa się w guzach o większej 

złośliwości, a także w guzach dających przerzuty do węzłów chłonnych. 

Metaloproteinaza 2 uczestniczy w rozwoju nowotworu od wczesnych etapów jego 

rozwoju, jej wysoka aktywność wiąże się z większą agresywnością nowotworu (p<0,05). 

Również aktywność metaloproteinazy 9 wiąże się z bardziej zaawansowanym procesem 

choroby. 

Wewnątrz guzów trzustki nie można stwierdzić obecności prawidłowych naczyń 

limfatycznych. Pomimo ekspresji czynników związanych z procesem limfangiogenezy 

silna reakcja desmoplastyczna uniemożliwia prawidłowe wykształcenie naczyń. 

Pojedyncze prawidłowe naczynia można obserwować jedynie na obrzeżu guza. 
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Na podstawie naszych badań można stwierdzić, że obserwacja mikrośrodowiska raka 

trzustki stanowi cenne uzupełnienie oceny kliniczno-patologicznej. Szczególnie takie 

elementy jak poziom ekspresji receptora c-Met, liczba naciekających makrofagów czy 

aktywność metaloproteinazy 2 mogą być użyteczne w określeniu agresywności 

nowotworu i jego potencjału 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, HGFα 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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