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Lista uzytych skrétow

e AJCC- American Joint Committee on Cancer, Amerykanski Komitet do spraw Raka
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e BMI—body mass index, wskaznik masy ciafa

e BRAF —gen kodujacy biatko B-raf

e (Cal9-9 —antygen weglowodanowy 19-9

e CAM —cell adhesion molecules, komdérkowe czgsteczki adhezyjne

e CEA —carcinoembriogenic antigen, antygen rakowo-ptodowy
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e CIN — chromosomal instability, niestabilno$é chromosomalna

e CRT - chemioradioterapia
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e EMA — European Medicines Agency, Europejska Agencja Lekdéw
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e ESMO- European Society for Medical Oncology, Europejskie Towarzystwo Onkologii
Medycznej

e ESSO — European Society for Surgical Oncology, Europejskie Towarzystwo Chirurgii
Onkologicznej

e FAP - Familial adenomatous polyposis, rodzinna polipowatos¢ gruczolakowata

e FDA - Food and Drug Agency, Agencja Zywnosci i Lekéw

e FIT -fecal immunochemical test, immunochemiczne badanie katu

e FOBT —fecal ocult blood test, test na krew utajong w kale

e GLOBOCAN — Global Cancer Observatory,

e HNPCC - hereditary nonpolypoposis colorectal cancer — dziedziczny rak jelita
grubego niezwigzany z polipowatoscia

e |CD-10 — miedzynarodowa statystyczna klasyfikacja chordb i problemdéw
zdrowotnych, 10. rewizja

e |HC - immunohistochemistry, immunohistochemia

e KRAS -Kirsten Rat Sarcoma (gen)



KRN — Krajowy Rejestr Nowotoréw

MET - mesenchymal-epithelial transition przejscie mezenchymalno-epitelialne
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OECD - Organisation for Economic Co-operation and Development,
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PTOK — Polskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej
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RTG — zdjecie rentgenowskie

SPECT — tomografia emisyjna pojedynczych fotondéw
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TaTME- transanal total mesorectal excision, przezzwieraczowe catkowite wyciecie
mezorektum

TcdB — toksyna B Clostridium difficile

TCGA-The Cancer Genome Atlas Program

TEM - transanal endoscopic microsurgery, transanalna mikrochirurgia endoskopowa,
TIGIT —immunoreceptor komérek Tz domenami Ig oraz ITIM

TNM — tumor node metastases, klasyfikacja zaawansowania wg. AJCC/UICC
UICC — Union for International Cancer Control,

USG — ultrasonografia

VEGF — Vascular endothelial growth factor, czynnik wzrostu srédbtonka

naczyniowego



Wstep

Rak jelita grubego (RJG) jest bardzo powazinym problemem zdrowotnym na catym
$wiecie.! Wedtug najnowszych statystyk Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), RIG jest
trzecim nowotworem na $wiecie pod wzgledem zapadalnosci, z szacowang liczbg 1,93 miliona
nowych przypadkéw rocznie. Ocenia sie, ze w 2020 r. RJG byt odpowiedzialny za 935 000
zgondéw co plasuje go na drugim miejscu na Swiecie pod wzgledem $miertelnos¢ wsréd
wszystkich choréb nowotworowych.? Pomimo wieloletnich staran, tworzenia programdéw
badan przesiewowych i edukacji spotecznej, wcigz wieksza czes¢ RJIG rozpoznawana jest w
zaawansowanym stadium. Wigze sie to z duzg wiekszg niz oczekiwana chorobowoscig i
Smiertelnoscig w tej grupie pacjentéw. Obserwowany od lat wzrost zachorowalnosci, w
potgczeniu z dostepnymi modelami predykcyjnymi dowodzi, ze RJIG bedzie wywierat coraz
wiekszy wptyw na zycie pacjentdw i stanowit rosngce obcigzenie krajowych systemow opieki
zdrowotnej.3

Rosngca zapadalnos$¢ wéréd mtodszych dorostych (< 50 lat) sprawia, ze prognozy te sg
jeszcze bardziej niepokojgce.* Najwyisze wskazniki zachorowalno$ci wystepujg w Ameryce
Pétnocnej, Oceanii i Europie. Dane te potwierdzaja, ze czestos¢ wystepowania RJG jest wyzsza
w krajach zamoznych niz w tych rozwijajacych sie. Przypisuje sie to réznicom w stylu zycia
mieszkancéw (wysoki udziat w diecie miesa i produktéw przetworzonych, siedzacy tryb zycia,
wyzszy odsetek osdb otytych oraz dtuzszej oczekiwanej dtugosci zycia w krajach rozwinietych.®

Przytaczane powyzej statystyki globalne znajdujg réwniez odzwierciedlenie w polskiej
sytuacji onkologicznej. W 2020 r. rozpoznano w Polsce ponad 25 000 nowych przypadkdéw RJG,
natomiast szacuje sie, ze rzeczywisty wspdtczynnik chorobowosci wynidst ponad 75 000
przypadkow. Jedynie pacjentki i pacjenci cierpigcy na nowotwory ztosliwe piersi stanowia
liczebniejszg grupe w naszym kraju. Jest to bez watpienia ogromne wyzwanie dla publicznego
systemu ochrony zdrowia.

RJG generuje istotne obcigzenia ekonomiczne zarébwno w krajach rozwinietych, jak i
rozwijajgcych sie. Koszty diagnostyki i leczenia (w tym operacji, chemioterapii i radioterapii)
sg bardzo wysokie. Ponadto, pacjenci z RIG mogg wymagaé diugoterminowej opieki, ktéra

réwniez wigze sie z duzymi naktadami finansowymi. W krajach o niskich i srednich dochodach,



koszty leczenia RIG mogg przewyzsza¢ mozliwosci systemowe, a tym samym powaznie
ograniczaé dostepnosé do niezbednych $wiadczen.

Sytuacje pacjentéw z RIG utrudnita dodatkowo pandemia COVID-19.° Ograniczenie
dostepnosci do programéw badan przesiewowych oraz dramatyczne w skutkach opdznienia
doprowadzity do pogorszenia wynikdéw leczenia. Wigze sie to miedzy innymi z obserwowanym
przesunieciem w kierunku bardziej zaawansowanej choroby nowotworowej w momencie
rozpoznania. ®’ Od lutego 2022 r. polski system ochrony zdrowia stanat przed kolejnym
wyzwaniem, jakim jest zapewnienie opieki uchodzcom z zaatakowanej Ukrainy. Kryzys
migracyjny wywotany wojng w Ukrainie zwigzany jest rédwniez ze zwiekszeniem liczby
pacjentéw onkologicznych. ° Wymienione sytuacje dowodzg jak wazne jest dazenie do
wynalezienia skuteczniejszych metod wykrywania i leczenia RJG.

Wiedza na temat czynnikdw ryzyka, czynnikdw prognostycznych, diagnostyki i
sposobdw leczenia RJG jest nieustannie udoskonalana, jednak wskazniki 5-letnich przezy¢ u
pacjentdw chorujgcych na RJG nie ulegajg zadowalajgcej poprawie na przestrzeni ostatnich
lat. 1© Réznice w przezywalnosci wérdd pacjentdw klasyfikowanych w tych samych stopniach
zaawansowania sugerujg, ze na przebieg RJG majg wptyw wieloczynnikowe i ztozone procesy.
Poszukiwanie nowych czynnikdw prognostycznych lub predykcyjnych, daje nadzieje na
stworzenie indywidualnej dla kazdego pacjenta strategii terapeutyczne;j.

Czasteczki bton komédrkowych sg od wielu lat punktem zainteresowania wielu badaczy
w aspekcie ich klinicznego znaczenia w chorobach nowotworowych. Dobrym przyktadem jest
antygen rakowo-ptodowy — CEA, ktérego oznaczanie znajduje sie obecnie w wielu standardach
postepowania. Stuzy miedzy innymi do monitorowania pacjentéw po leczeniu, mogac
wskazywac na istnienie choroby resztkowej lub alarmowa¢ o mozliwej wznowie procesu
nowotworowego. Mutacje w obrebie czgsteczek, pierwotnie rozpoznane jako negatywne
czynniki rokownicze (np. EGFR, HER2), majg szanse sta¢ sie punktami zaczepienia terapii
celowanych.!! Na przyktadzie pacjentéw z rakiem piersi mozemy obserwowa¢é jak bardzo
zmienifo sie znaczenie kliniczne ekspresji receptoréw HER2 — z dostepnymi aktualnie lekami
pacjenci HER2 ,,dodatni” majg szanse na dtuzsze przezycie niz pacjenci HER2 ,ujemni”. Daje to
nadzieje i zacheca do szukania i odkrywania kolejnych potencjalnych kandydatow wsréd

tysiecy czasteczek komorkowych.



Komérkowe czasteczki adhezyjne (cell adhesion molecules) odgrywaja role w
diagnostyce i stuzg do opracowywania nowych strategii leczenia RIG.*?>!2 Obszar badan nad
biatkami adhezyjnymi w szeroko pojetej chorobie nowotworowej jest bardzo rozwojowy.

Nektyny i  czasteczki podobne do  nektyn (Necls) nalezg  do
immunoglobulinopodobnych transbtonowych komérkowych czasteczek adhezyjnych, ktoére
odpowiadajg za tworzenie potgczen miedzykomodrkowych oraz regulujg podstawowe funkcje
komérkowe, takie jak proliferacja czy apoptoza.l* Zgodnie z dostepng literaturg naukowa,
chorobom nowotworowym moze towarzyszy¢ istotna zmiennos$¢ ekspresji nektyn na
powierzchni komdrek guza. Znaczenie tej zmiennosci i potencjalne kliniczne wykorzystanie w
RJG nie zostato dotychczas dobrze zbadane. Nadziejg napawa fakt, ze w 2019 r. amerykariska
FDA (Food and Drug Administration) zaakceptowata wykorzystanie koniugatu leku
przeciwnowotworowego z przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciw nektynie 4 w
leczeniu rozsianego raka urotelialnego. Poszerzenie wiedzy dotyczacej ekspresji nektyn i ich
zastosowania w roli biomarkeréw nowotworowych, w tym RIG, staje sie wobec powyzszego
waznym obiektem badan.

Przyszto$é nalezy prawdopodobnie do zaawansowanych narzedzi statystycznych, ktére
bedg mogty btyskawicznie uporzagdkowac dostepne wyniki licznych biomarkeréw. Utatwi to
lekarzom analize ich skomplikowanych konstelacji i tgczenie indywidualnych i odrebnych cech
w bardziej praktyczne grupy. Doskonatym przyktadem jest ,zgodna klasyfikacja podtypdw
molekularnych RJG” (Consensus Molecular Subtypes in Colorectal Cancer — CMS) jako
instrument prognostyczny i, co najwazniejsze, predykcyjny. 167

Leczenie chirurgiczne pozostaje nadal podstawowym i czesto pierwszym narzedziem
terapeutycznym w RJG. Usuniecie ogniska pierwotnego we wczesnych stadiach
zaawansowania daje najwieksze szanse na catkowite wyleczenie. Na przestrzeni ostatnich 30
lat techniki operacyjne ewoluowaty. Zakres resekcji nie ulegt zasadniczej zmianie, natomiast
dostepy operacyjne i wykorzystywane do przeprowadzania operacji narzedzia skierowaty
chirurgie kolorektalng w kierunku chirurgii matoinwazyjnej, precyzyjniej nazywanej chirurgia
minimalnego dostepu (minimal access surgery, keyhole surgery). 181°

Najwiekszg przewage w walce z RJG da¢ moze wykorzystanie wiedzy o indywidulanym
charakterze nowotworu w potgczeniu z aktualnym stanem klinicznym chorego. Wiedza

dotyczaca dostepnych opcji i przebiegu leczenia daje w obliczu potencjalnie $miertelnej



choroby nowotworowej mozliwos$¢ podejmowania bardziej Swiadomych i spersonalizowanych
decyzji.?0%!

Niniejsza praca ma na celu ocene ekspresji wybranych nektyn i ich znaczenia
prognostycznego w grupie pacjentéw leczonych chirurgicznie z powodu RJG w Klinice
Chirurgicznej 4 Wojskowego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu (4WSK) w latach 2013-2015.
Osrodek, w ktérym mam przywilej pracowaé na co dzie, ma dtugg tradycje leczenia schorzen
jelita grubego. 4 WSK od wielu lat spetnia standardy kompleksowej opieki nad pacjentami z
nowotworami jelita grubego. Od 01.06.2021 r. Klinika Chirurgiczna 4 WSK wchodzi w sktad
szpitalnego Centrum Kompetencji Raka Jelita Grubego. Jednak nawet przed wprowadzeniem
w 2ycie rozporzadzenia o Centrach Kompetencji, Klinika Chirurgiczna spetniata kryteria
oérodka doswiadczonego (high volume center).?>?3 Prowadzona w Klinice w formie
papierowej i cyfrowej szczegdétowa dokumentacja medyczna pozwolita na szeroka
retrospektywng analize ekspresji wybranych nektyn w preparatach histopatologicznych,

stanowigcg przedmiot niniejszej rozprawy.
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Zarys historyczny leczenia raka jelita grubego.

Choroby nowotworowe towarzyszg ludziom od zarania dziejdw. Bazujagc na
doniesieniach z wykopalisk archeologicznych, slady guzéw nowotworowych znalezé mozna
takze w skamielinach dinozauréw.?* Opisy choréb nowotworowych i namacalne dowody w
postaci szczgtkdw naszych antycznych przodkéw (poddane analizie paleopatologicznej), nie
pozostawiajg ztudzen, ze schorzenia onkologiczne nie byty im obce.?®

Pierwszy opis choroby nowotworowej (wraz z opisami wielu technik chirurgicznych)
zawdzieczamy autorom datowanego na 1600 r. p.n.e. papirusu Edwina Smitha — przytaczane
sg tam przyktady nieuleczalnych guzéw piersi.?® Za ojca antycznej onkologii uznaé mozna
Hipokratesa, ktéry nadat rakowi nazwe (gr.kapkivo¢ — carcinos, pl. krab) i wyodrebnit jako
jednostke chorobowg z jej powiktaniami miejscowymi i odlegtymi. Postulowana przez niego
teoria humoralna, modyfikowana przez kolejnych wielkich historycznych medykow, przez
stulecia stanowita podstawe teoretyczng etiopatologii — w tym guzéw jelita grubego. Sam
Hipokrates twierdzit, ze ,wszelkie choroby zaczynajq sie w jelitach”.?’ Plinius swoim pacjentom
z guzami jelit zalecat spozywanie mieszanki fig z weglem — co mogto w pewien sposdb oddalaé
perspektywe $miertelnej niedroznosci jelit. Za czaséw Leonidasa z Aleksandrii i Galena
(ktéremu zawdzieczamy m.in. upowszechnienie terminu gr. oncos — obrzek) dysponowano
ograniczonymi mozliwosciami, a leczenie chordb nowotworowych ograniczato sie do
nacinania i powtarzalnej kauteryzacji zmian powierzchownych, az do zniszczenia w catosci
tkanki neoplastycznej. Tym samym juz 2000 lat temu znana byta podstawowa zasada chirurgii
onkologicznej — usuniecie ogniska nowotworowego z marginesem zdrowych tkanek.*®

Manipulacje chirurgiczne w obrebie jamy brzusznej ograniczaty sie wytgcznie do
zaopatrywania obrazen — z opiséw indyjskiego lekarza Sushruty mozemy dowiedzieé sie o
probach zamykania Sciany przecietego jelita z uzyciem mréwek jako ,antycznych stapleréow”.
Przez wiele kolejnych stuleci pacjenci z chorobami rozwijajgcymi sie w zakresie jelit nie
znajdowali skutecznego leczenia u cyrulikdw. Jama brzuszna pozostawata obszarem tac. noli
me tangere (nie dotykaj mnie). Pacjenci rozwijajgcy objawy ostrego brzucha pozostawiani byli
naturalnemu przebiegowi choroby.'® John Arderne, uznany za pierwszego proktologa, sktaniat
sie jedynie ku lokalnemu wycinaniu guzéw odbytnicy, poniewaz jak sam pisat, nie widziat w

swojej karierze pacjenta, ktory zostatby uleczony z raka odbytnicy.?®
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Rozwdj medycyny ulegt spowolnieniu wraz z nastaniem s$redniowiecza. Zakazane
dekretami papieskimi sekcje zwtok ograniczaty postepy chirurgii. Poza Europa, w ktdrej powoli
zaczeta rozwijaé sie idea szpitalnictwa, pacjenci cierpigcy na $wiecie na RJG nie mogli liczy¢ na
skuteczng pomoc az do czaséw przetomowych odkry¢ z zakresu antyseptyki Josepha Listera i
znieczulenia Williama Mortona.

To wtasdnie XIX w., zwany réwniez stuleciem chirurgdw, przynidst niesamowity progres,
miedzy innymi w chirurgii onkologicznej. Mozliwe stato sie kontrolowanie procesu
nowotworowego poprzez catkowite usuniecie zmian lokalnych. Jedne z pierwszych,
skutecznych metod wykonywania stomii jelitowych — sztucznych odbytéw — zawdzieczamy
opisom francuskiego chirurga Jean Amussata. Odbarczenie niedroznego przewodu
pokarmowego dato szanse pacjentom na przezycie i otworzyto kolejny rozdziat w rozwoju
chirurgii kolorektalnej. Publikacje o technice szycia zespolen jelitowych autorstwa Antoine
Lemberta, Theodora Kochera, Gregorego Conella zachecaty do coraz $mielszych zabiegéw
onkologicznych. W przytaczanym okresie resekcje guzéw odbytnicy odbywaty sie gtéwnie od
strony krocza — zabiegi te obarczone byly mniejszg smiertelnos$cig niz operacje brzuszne,
jednak cechowaty sie bardzo wysokim odsetkiem wznéw miejscowych siegajgcych do 90%.%*
Z poczatkiem XX w. Ernest Miles rozpoczat wykonywanie brzuszno-kroczowych zabiegdéw
usuniecia odbytnicy, a Jan Mikulicz-Radecki prezentowat koncepcje dwuetapowego usuniecia
guzdéw okreznicy. Dorobek naukowy Mikulicza-Radeckiego w ztotej erze chirurgéw wykracza
znacznie poza zabiegi jelitowe. Jego wkitad w aseptyke i antyseptyke, nowatorskie techniki
operacyjne oraz narzedzia wykorzystywane do dzi§, w potgczeniu z niesamowity intuicja
chirurgiczng stawiajg go w jednym rzedzie z najwybitniejszymi chirurgami w dziejach.?®

Na przetomie XIX i XX w. zmniejszyta sie w stopniu istotnym okotooperacyjna
Smiertelnos¢ pacjentéw. Jednak skutecznos$é ich leczenia ograniczona byfa przez wznowy
miejscowe i przerzuty odlegte, ktére zwykle wykraczaty poza mozliwosci zabiegowe. Srednia
dtugos¢ zycia pacjentdow z RJG nadal nie réznita sie bardzo od tej sprzed 2000 lat — poprawita
sie natomiast jako$¢ zycia. Koniec XIX w. przynidst odkrycia Wilhelma Roentgena i Marii
Sktodowskiej-Curie. Promieniowanie jonizujgce znalazto zastosowanie w terapii raka
odbytnicy, jednak nie zmienito znaczgco dfugosci zycia pacjentéw. Badania nad skutecznym
lekiem przeciwnowotworowym prowadzone byty bardzo intensywnie. Wéréd wynalezionych
preparatow nalezy wymieni¢ gaz musztardowy, rteé, otdw, metotreksat — cho¢ skuteczne w

wybranych chorobach hematologicznych, nie znalazty zastosowania w leczeniu RJG. Dopiero
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rok 1957 przyniést dtugo oczekiwany chemioterapeutyk — fluorouracyl - znany i nadal
stosowany w chemioterapii RJG.3® To wtasnie dzieki terapiom neoadjuwantowym i
adjuwantowym mozliwe stato sie wydtuzanie czasu przezycia i poprawa ogdlnych wynikow
leczenia onkologicznego.

XX w. przynidst takze udoskonalenia w technice badan obrazowych. Rozwdéj tomografii
komputerowej w latach 70-tych (Godfrey Haunsfield, Allan Cormack) pozwolit na
niespotykang dotychczas doktadnos¢ diagnostyki obrazowej i zmniejszenie liczby
niepotrzebnych laparotomii w przypadkach nieoperacyjnych. Réwnolegle do praktyki
klinicznej dotaczyty gietkie endoskopy, z ktdrymi diagnostyka schorzen jelita grubego
osiggneta nowy poziom. Zaowocowato to lepszym zrozumieniem ewolucji RIG — transformacji
nowotworowej, karcynogenezy.3!

Aktualne metody diagnostyczne i algorytmy leczenia RJG w duzej mierze polegajg na
udoskonalonych odkryciach XIX i XX w. Spojrzenie na znang nam historie chordb
nowotworowych potwierdza tylko, ze podwaliny wiedzy i leczenia onkologicznego wywodza

sie w prostej linii z praktyk chirurgicznych.
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Wybrane zagadnienia dotyczgce nektyn.

Tworzenie pofaczen i komunikacja miedzy komodrkami to podstawowe warunki
istnienia organizmoéw wielokomérkowych, wiasciwej ontogenezy oraz regeneracji tkankowej.
W metazoa odpowiadajg za to rdéinorodne komdrkowe czasteczki adhezyjne, bedace
powierzchniowymi glikoproteinami.3> Wykorzystywang w standardowej diagnostyce RJG
czasteczkg adhezyjng jest antygen karcynoembrionalny (CEA).33

Nektyny i czasteczki podobne do nektyn (Necls) to immunoglobulinopodobne (Ig-like)
transbfonowe czgsteczki adhezyjne, ktére biorg udziat w tworzeniu, niezaleznych od jondw
wapnia, potgczen miedzykomdrkowych. Ponadto, poprzez liczne oddziatywania miedzy sobg i
pomiedzy czasteczkami innych rodzajéw, odpowiadajg za ruchliwo$é, proliferacje,
réznicowanie, polaryzacje i apoptoze komdrek. Pierwsi przedstawiciele rodziny nektyn
zidentyfikowani zostali w 1986 roku jako biatka zwigzane z receptorami wirusa Polio (PRR —

poliovirus receptor related proteins).3*

Tabela 1. Rézne nazewnictwo nektyn i Necl-5 oraz ich funkcje jako receptory wejscia dla wiruséw

Czasteczka Inne nazwy Receptory wejsciowe dla wiruséw
Nektyna 1 CD111, PVRL-1, PRR-1, HVEC HSV-11, HSV-2 2, PRV 3, BoHV-1*
Nektyna 2 CD112, PRVL-2, PRR-2, HVEB HSV-11, HSV-2 %, PRV 3, HHV-6B °
Nektyna 3 CD113, PRVL-3, PRR-3 -
Nektyna 4 PVRL-4, PRR-4, MeV ©

Czasteczka podobna do CD155, PVR, Taged Py 7
nektyny 5

! Herpes simplex virus 1, 2 herpes simplex virus 2, 3 pseudorabies virus, * bovine herpes virus-1, > human
herpesvirus 6B, ® measles virus, 7 poliovirus.

Badania nad strukturg pierwszorzedowa wykazaty, wspdlne dla nektyn i Necls, domeny
immunoglobulinowe i tym samym zakwalifikowane zostaty do nadrodziny immunoglobulin
(Immunoglobulin superfamily). Dalej wykazano, ze biatka te posiadajg wspdlnie cechy
komérkowych czgsteczek adhezyjnych — stagd nazwa , nectins”, ktéra pochodzi z tacinskiego
»hecto” co oznacza ,zwigzac¢”.3* Obecnie wyrdzniamy dwie grupy — nektyny (1-4) oraz biatka
podobne do nektyn (1-5). Posrdd nich, czgsteczka podobna do nektyny 5, posiada cechy
taczace oba zbiory.3®> Analiza sekwencji nukleotydéw i struktury nektyn w dostepnych
biologicznych bazach danych wskazuje na silny konserwatyzm miedzygatunkowy.
Podobienstwo tych biatek u kregowcéw i ich przodkéw podkresla jak istotng role odgrywaja w

funkcjonowaniu organizméw.?® (Rycina 1)
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Rycina 1 drzewo filogenetyczne ludzkich analogéw nektyn i Necls. Zrédto: Duraivelan, K. & Samanta,
D. Tracing the evolution of nectin and nectin-like cell adhesion molecules. Sci Rep 10, 1-9 (2020).

Nektyny zdolne sg do tworzenia homo- i heterofilnych adhezyjnych potgczen
miedzykomérkowych za posrednictwem swoich domen zewngtrzkomérkowych. Na
powierzchni btony komérkowej tworzg krétkotrwate, niestabilne, jednoimienne pary, ktére
rozdzielajg sie w przypadku interakcji z czasteczkami na btonie przeciwlegtej komorki. Reakcje
heterofilne sg selektywne (np. nektyna 3 moze oddziatywaé z nektynami 1 i 2, jednak nie
oddziatywuje z nektyng 4). Selektywnos¢ zalezy prawdopodobnie od rezydualnego tadunku
elektrostatycznego, ktéry miesci sia na powierzchni adhezyjnej kazdego biatka. Implikuje to
tworzenie potgczen tylko miedzy biatkami o przeciwnych tadunkach, jak réwniez niskg statg
dysocjacji wspomnianych przejéciowych homo-cis par.3”38 Po ukonstytuowaniu potgczenia
nektyna-nektyna, rozpoczyna sie rekrutacja kolejnych rodzajéw czgsteczek adhezyjnych — np.
kadheryn. Potgczenia miedzy nektynami sg znacznie stabsze niz te miedzy kadherynami i dzieki
temu podlegajg wiekszej dynamice zmian. W ztozonym procesie tworzenia sie potaczen
komaérkowych biorg rowniez udziat czgsteczki posredniczace - takie jak biatka wigzgce aktyne
(alfa-katenina, afadyna i winkulina), ktére oddziatywujg z nektymi poprzez ich domeny
cytoplazmatyczne. Wigze sie to z reorganizacjg cytoszkieletu aktynowego. Mozliwe jest
réwniez tworzenie potgczen miedzykomdrkowych niezaleznych od kadheryn i integryn —
skupiska takich oddziatywan otrzymaty swojg osobng nazwe — nectin spots — ze wzgledu na
charakterystyczny obraz wzoru immunofluorescencji widoczny pod mikroskopem.®®
Podsumowujac, nektyny biorg udziat, wspdlnie z kadherynami i integrynami, w inicjowaniu

oraz tworzeniu potgczen zwierajacych (adherence junctions). Dzieki swoim witasciwosciom,

15



nektyny pozwalajg na tworzenie potgczen homo- i heterotypowych miedzy komédrkami w
obrebie tkanek (takze o charakterze mozaikowym).4

Kolejng bardzo istotng funkcjg nektyn i Necls jest udziat w nawigzywaniu potgczen
pomiedzy komodrkg a macierzg zewnatrzkomérkowg (ECM- extracelullar matrix). To witasnie
poprzez oddziatywanie z integrynami (gtdéwnie integryng avp3) nektyny wptywajg na tak
zwane ,przepiecia” (crosstalk) pomiedzy potfaczeniami zwierajgcymi (komodrka-komaérka) a
potaczeniami z komdrka — macierz zewnatrzkomérkowa.?**!  Hodowle komérkowe
potwierdzajg, ze zaburzona ekspresja czgsteczek adhezyjnych (w tym nektyn) wigze sie z
intensyfikacjg procesu przejscia epitelialno-mezenchymalnego (EMT - epithelial-mesenchymal
transition), ktory jest charakterystyczny dla niektérych komoérek nowotworowych. Dzieki EMT
komérki zyskujg zwiekszong mobilnos¢, wtasciwosci inwazyjne, odpornos¢ na apoptoze.
Indukcja i regulacja EMT jest bardzo ztozona i majg na nig wptyw liczne szlaki komérkowe.

Na przyktadzie czgsteczki Necl-5 zaobserwowano gromadzenie sie homo-cis dimeréw
tych biatek na brzegu wiodgcym migrujgcej komérek. W przypadku trans-interakcji z
czgsteczkami powierzchniowymi napotkanej, komplementarnej komorki, nastepuje proces
hamowania kontaktowego poprzez ,,regulacje w dot” Necl-5 i formacje potgczen zwierajgcych.
Procesy te regulowane sg poprzez kaskade sygnatéw przekazywanych za pomocg FAK i c-Src,
a nastepnie cDc42 i Rac small G — doktadne procesy i zmiany zachodzgce w komodrkach
wykraczajg znacznie poza zakres niniejszej pracy.*® Utrata sprawnego mechanizmu hamowania
kontaktowego, niestabilnos¢ potaczen  komodrka-komérka i komdrka-  macierz
zewngatrzkomoérkowa moze odpowiadac za wihasciwosci nowotwordw takie jak inwazyjnosc i
zdolno$¢ do przerzutowania 334447

W dostepnej literaturze mozna spotkaé przyktady publikacji faczgcych mutacje w
obrebie gendéw kodujacych nektyny i Necls z chorobami. Wsrdd przyktadéw znajdujg sie
dysplazje ektodermalne, choroba Alzheimera, astma i zaéma.*® Zaburzenia w obrebie tkanek
pochodzenia ektodermalnego, takiego jak rozszczep warg i podniebienia, malformacje zebdw
— wystepujgce takze jako zespoty Zlotogora-Ogura (CLPED1) lub zespdét Wysp Margoryta
(CLPED2) — zwigzane sg z mutacjami genu nektyny 1 na 11 chromosomie. #°

Nektyny i Necls prezentujg cechy zarazem onkoprotein i biatek hamujgcych rozwdj
guzdéw w zaleznosci od badanego typu nowotworu. W wielu badaniach wykazano, ze ekspresja
wybranych nektyn i Necls wigze sie z wiekszg ztosliwoscig komérek nowotworowych. Z drugiej

strony nie brakuje doniesien w literaturze, ze obnizona ekspresja lub utrata ekspresji nektyn i
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Necl sg powigzane z bardziej agresywnym charakterem guzéw nowotworowych. Dla
przyktadu, niska ekspresja nektyny 3 w komoédrkach guzéw neuroendokrynnych trzustki
wskazywana byta jako negatywny czynnik prognostycznym.”® Czy jest to zwigzane z
zaburzeniem architektury potfaczen komédrkowych i jednoczesnie zwiekszeniem mobilnosci
komoérek raka? W chwili obecnej nie ma ogdlnego konsensusu co do znaczenia i funkcji nektyn
i Necls w chorobach nowotworowych. Opublikowane wyniki badain naukowych czesto
pozostajg w jawnej sprzecznosci miedzy sobg. Dowody pochodzace z dostepnych badan
narazone sg na liczne btedy metodologiczne. Samo okreslenie prawidtowej ekspresji nektyn w
»2zdrowych” tkankach nie jest jednoznaczne. Dodatkowo wystepujg réznice w ekspresji nektyn
i Necls pomiedzy tkankami ptodowymi a tkankami osobnikdw dojrzatych.

Nektyny zaangazowane sg w wiele istotnych fizjologicznych proceséw a takze biorg
udziat w inicjacji i ewolucji choréb nowotworowych. Nasze zrozumienie ich roli i potencjalnego

zastosowania w terapii przeciwnowotworowej jest dalekie od petnego.
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Wybrane zagadnienia dotyczgce anatomii i fizjologii jelita grubego
Anatomia

Jelito grube jest organem o dtugosci ok. 150 cm (podlega ona duzej zmiennosci osobniczej)
i zalicza sie do dolnego odcinka przewodu pokarmowego. Jest potozone w jamie brzusznej i
jamie miednicy. Rozpoczyna sie zastawka kretniczo-katniczg (zastawka Bauhina) i koriczy na
wysokosci linii grzebieniastej. Cechg charakterystyczng jelita grubego jest obecnos¢ tasm oraz
przyczepkow sieciowych. Tasmy okreznicy (taeniae coli) to 3 widoczne z zewnatrz wstegi
biegngce wzdtuz jelita grubego az do wysokosci odbytnicy, gdzie przechodzg w rozproszone,
podtuzne wtékna miesniowe. Tasmy odpowiadajg za tworzenie typowych dla okreznicy
haustracji. Przyczepki sieciowe (appendices epiploicae) to pokryte otrzewng kepki tkanki
ttuszczowej umocowane do czesci srédotrzewnowej okreznicy. Ich rola nie jest do konca

51

znana. Nie wystepujg w obrebie odbytnicy.>* W obrebie jelita grubego wyrdznia sie

specyficzne odcinki.

Katnica

Poczatkowy odcinek jelita grubego, ktéry tgczy sie bezposrednio z jelitem kretym to
katnica (caecum, jelito slepe). Potozona jest czesciowo zaotrzewnowo lub srédotrzewnowo (tu
réwniez wystepuje duza zmiennos$¢ osobnicza) i stanowi najszerszy fragment jelita grubego —
do 8 cm szerokosci i ok. 6 cm dtugosci. Jest to réwniez cze$é najbardziej narazona na
przedziurawienie w przypadku niedroznosci przewodu pokarmowego powodujgcej rozdecie
jelita grubego. Dwoma waznymi strukturami tgczgcymi sie z katnicg jest zastawka kretniczo-
katnicza oraz wyrostek robaczkowy. Zastawka zapobiega cofaniu sie tresci jelitowej (w tym
miejscu jest to papka czesciowo strawionego pokarmu — chymus) w kierunku przeciwnym do
fizjologicznej perystaltyki.>?

Wyrostek robaczkowy, adekwatnie do nazwy, jest cienkim i podtuznym ($Srednio ok. 9cm
dtugosci i do 6mm $rednicy) narzgdem bogatym w tkanke limfatyczng (GALT — gut associated
lymphoid tissue), ktéra odgrywa role w dojrzewaniu limfocytéw B. Ujscie wyrostka znajduje
sie w Slepym koncu katnicy, doktadnie w miejscu faczenia sie tasm katnicy. Precyzyjna rola
wyrostka robaczkowego w ludzkim organizmie nie jest znana. Appendektomia nie niesie za

sobg zadnych dobrze udokumentowanych powikfan w kontekscie immunologicznym, chociaz
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obserwowane ryzyko zachorowania na wrzodziejgce zapalenie jelita grubego jest mniejsze u

0s6b po appendektomii.>3

Wstepnica

Powyzej katnicy znajduje sie okreznica wstepujgca (inaczej wstepnica) - potozona
czesciowo zaotrzewnowo, o dtugosci ok. 16 cm cze$é okreznicy siegajagca do zgiecia
watrobowego. Miejsce taczenia otrzewnej trzewnej i otrzewnej Sciennej od strony bocznej
wstepnicy tworzy charakterystyczng biatg linie Toldta.>* Stanowi ona wejscie do
beznaczyniowej przestrzeni nazywanej przestrzenig Toldta i bedgcej wtasciwg ptaszczyzna
preparowania i uwalniania prawej potowy okreznicy w trakcie zabiegdw operacyjnych. Eponim
zawdzieczamy odkryciom austriackiego anatoma Carla Toldta, ktéry postulowat istnienie
zachowujgcej ciggtos$é krezki przewodu pokarmowego od dwunastnicy do odbytnicy. Oznacza
to, ze mozliwe jest wyodrebnienie struktur petnigcych funkcje krezek w odcinkach jelita
traktowanych jako potozone zaotrzewnowo. Krezki tych odcinkdw jelita ulegty ,sptaszczeniu i
wprasowaniu” chociaz nadal pozostajg oddzielone od tylnej sciany jamy brzusznej przez
warstwe nazywang przestrzenig Toldta. Do przodu od powiezi Toldta znajduje sie ptaszcz
tkanki ttuszczowej i widknistej, zawierajgcy naczynia, nerwy i wezty chtonne jelita- mezokolon.
Jest to jedna z bardziej istotnych struktur anatomicznych w chirurgii kolorektalnej oraz obiekt
zacietej dyskusji dotyczgcej prawidtowej nomenklatury anatomicznej (nazywana réwniez:
powiezig Toldta, powiezig fuzji, powiezig podotrzewnowg gteboka, powiezig okotonerkowa
przednia).>® Podczas wykonywania zabiegéw operacyjnych w obrebie prawej potowy okreznicy
trzeba mie¢ na uwadze sgsiedztwo waznych struktur: lezacy do tytu od katnicy i wstepnicy

prawy moczowdd, naczynia gonadalne i bardziej dogtowowo lezgca dwunastnica.

Poprzecznica

Idac dalej napotkamy zgiecie watrobowe okreznicy i okreznice poprzeczng (zwang
poprzecznicg). Wiezadto watrobowo-okreznicze stanowi fatd otrzewnej schodzacy z sieci
mniejszej i dolnej powierzchni watroby na okreznice. Poprzecznica jest potozona w jamie
otrzewnej i posiada dobrze wyksztatcong krezke. Wiezadto zotgdkowo-okreznicze ptynnie
przechodzi w sie¢ wiekszg, ktdéra przyczepia sie do przedniej powierzchni poprzecznicy. Do tytu

i dogtowowo od poprzecznicy lezg dwunastnica i trzustka. Przestrze ograniczona poprzez
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krezke poprzecznicy, wiezadto zotgdkowo-okreznicze, wiezadto watrobowo-zotagdkowe i od
tytu przez tylng $ciane jamy brzusznej nazywa sie torbg sieciowa (bursa omentalis).>®

Na poziomie 2/3 dtugosci poprzecznicy wystepuje granica pomiedzy fragmentami
dolnego odcinka przewodu pokarmowego, ktdore rozwinety sie odpowiednio z jelita
$rodkowego i tylnego w trakcie embriogenezy.>? Linia ta dzieli okreznice na prawg i lewa
potowe. Ma to konsekwencje kliniczne: z punktu widzenia chirurgicznego fragmenty te maja

oddzielne zrédto unaczynienia i odmienny sptyw chtonny, natomiast guzy nowotworowe

prawej i lewej okreznicy réznig sie m.in. pod wzgledem rokowania.>’

Zstepnica

Poprzecznica konczy sie zgieciem $ledzionowym, ktdre tgczy sie wiezadtami $ledzionowo-
i przeponowo-okrezniczymi ze sledziong i przepong. Dalej jelito przechodzi w okreznice
zstepujaca (zstepnice). Podobnie jak po stronie prawej, bocznie od czesciowo zaotrzewnowo
lezgcej zstepnicy wystepuje widoczna linia Toldta. Tutaj réwniez, do tytu od zstepnicy,

przebiega¢ bedzie lewy moczowdd i naczynia gonadalne.

Esica

Kolejnym, przedostatnim odcinkiem jest okreznica esowata (esica). Potozona
wewnatrzotrzewnowo esica stanowi odcinek o bardzo duzej zmiennosci osobniczej pod
wzgledem dtugosci (od 15 do 50 cm) i lokalizacji. Dtugie petle esicy potrafig siega¢ znacznie
poza lewy dolny kwadrant jamy brzusznej. Tym samym choroby tego odcinka jelita grubego
mogg miec podstepng prezentacje klinicznga. Esica jest miejscem najczestszego wystepowania

uchytkdw jelita grubego.

Odbytnica

Korncowym odcinkiem jelita grubego jest odbytnica (inaczej zwana prostnicg). Gérna
granica odbytnicy nie jest tatwa do zidentyfikowania. Z punktu widzenia operujgcego chirurga
odbytnica zaczyna sie w miejscu, gdzie tasmy esicy zanikajg — ulegajg rozproszeniu. Dzieje sie
to typowo na poziomie wyniostosci kosci krzyzowej. W przyblizeniu 1/3 - 1/2 proksymalna

odbytnicy lezy wewnatrzotrzewnowo, natomiast pozostata czes¢ ponizej zatamka otrzewnej,
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jest catkowicie zewnatrzotrzewnowa. Odbytnica koniczy sie w miejscu wyczuwalnego
zgrubienia spowodowanego przewieszeniem odbytnicy na czesci tonowo-odbytniczej miesnia
dzwigacza odbytu. Dtugos$é odbytnicy jest trudna do oszacowania i zalezy od metody badania.
Za pomocg sztywnego endoskopu pomiary wskazujg srednio 12-16 cm od brzegu odbytu.
Rozrdznienie pomiedzy tymi dwoma odcinkami jelita jest istotne ze wzgledu na odrebne
postepowanie terapeutyczne w przypadku wystepowania nowotworu.’® Nazwa prostnica jest
mylaca ze wzgledu na zgiecia jakim ulega w ptaszczyznie czotowej (2 w lewo i 1 w prawo) i
strzatkowe] (zgiecie krzyzowe i kroczowe). Zgiecia w ptaszczyznie czotowe] odpowiadajg

lokalizacjom wewnetrznych fatdéw btony $luzowej — zastawkom Houstona. !

Mezorektum

Istotnym aspektem anatomicznej budowy odbytnicy jest mezorektum bedgce tkanka
ttuszczowg bezposrednio przylegajgca do odbytnicy i zawierajgca naczynia krwiono$ne, nerwy
uktadu przy- i wspodtczulnego oraz wezty chtonne. Oddzielona jest od reszty miednicy poprzez
cienka powiez mezorektum (powiez trzewna). Powiez trzewna potgczona jest z warstwg luzne;j

tkanki tgcznej o strukturze ,anielskich wioséw” i jest wtasciwg warstwg preparowania w

Fascia Propria
of Rectum

Peritoneum\_

esorectum

Waldeyer
Fascia

Denonvilliers evator

Fascia Ani Muscle
“~Anococcygeal

Ligament

Rycina 2 Odbytnica i struktury sqsiadujgce - przekroj
strzatkowy. Zrédto:Lamb, M. N., & Kaiser, A. M. (2015).
Anatomy, Physiology, and Measurement of Physiologic
Function for Colorectal Surgery. DeckerMed Surgery.
https://doi.org/10.2310/surg.2268

trakcie zabiegéw resekcyjnych. Od przodu ogranicza jg powiez Denonvilliersa (oddziela

mezorektum od tylnej czesci pochwy u kobiet lub od pecherzykdw nasiennych i prostaty u
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mezczyzn). (rycina X) Z tytu od mezorektum otwiera sie przestrzen zaodbytnicza odgraniczona
od kosci krzyzowej powiezia Waldeyera. W literaturze chirurgicznej ta ptaszczyzna
preparowania nazywana jest ,$Swietg” lub ptaszczyzng TME (total mezorektum excision).
Powiez mezorektum przylega do bocznej Sciany miednicy w strefie ponad i wzdtuz naczyn
biodrowych.>?

Z punktu widzenia anatomii opartej na ontogenezie, mezorektum to struktura
wywodzgca sie z tego samego fragmentu jelita pierwotnego co krezka katnicy, poprzecznicy i

esicy. Przedrostek ,meso-"” implikuje strukture ,pomiedzy” — w tym przypadku pomiedz
y plikuj € »pomigazy ym przyp pomigazy

Rycina 3 Komputerowo stworzony model 3D jelita grubego wraz z
powierzchniami mezokolon i mezorektum. Dla przejrzystosci grafiki
nie zostato zwizualizowane jelito cienkie. Zrédto: Coffey, J. C.
(2013). Surgical anatomy and anatomic surgery - Clinical and
scientific mutualism.

blaszkami otrzewnej, tak jak ma to miejsce w krezkach organdw lezgcych w catosci w jamie
otrzewnej.®? Niescistosci terminologiczne dotyczace mezokolon i mezorektum nie zmieniaja
faktu, ze ztotym standardem i istotg skutecznego leczenia onkologicznego jest usuwanie tych
struktur en bloc. (rycina X) W kontekscie fatwiejszego zrozumienia ztozonej budowy, unifikacji
opisow zabiegédw operacyjnych, tatwiejszego raportowania danych i bardziej przejrzystego
procesu szkolenia chirurgéw w zabiegach w obrebie odbytnicy, wazne jest, aby doprowadzi¢

do ujednolicenia terminologii anatomicznej.%*

Kanat odbytu i odbyt

Definicje kanatu odbytu rdznig sie znacznie miedzy anatomami i chirurgami, niemniej
jest to ostatnia cze$é jelita grubego, potozona miedzy odbytnicg a odbytem. Chirurgiczny kanat
odbytu odzwierciedla opisywany podczas badania palcem fragment 2-4 cm od brzegu odbytu
do wyczuwalnego pofaczenia odbytniczo-odbytowego. Anatomiczny kanat jest diuzszy, u

dorostych ma okoto 3-6 cm dtugosci i rozpoczyna sie strefg przej$ciowg, mniej wiecej 6-12 mm
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powyzej linii grzebieniaste], ktéra dzieli go na dwie czesci - gérng i dolng. Czes$¢ gbrna jest
wytozona nabtonkiem walcowatym a czes¢ dolna nabtonkiem wielowarstwowym ptaskim. Jest
to tez, z embriologicznego punktu widzenia, miejsce pofgczenia endodermy z ektoderma.
Odbyt to otwér na konicu kanatu odbytu. Znajduje sie na dnie jamy miednicy i jest otoczony
miesniami przepony miednicy, w tym miesniami dzwigaczami odbytu. Odbyt sktada sie z
dwdch zwieraczy: wewnetrznego zwieracza odbytu, ktory jest zbudowany z miesni gtadkich i
jest unerwiony autonomicznie, oraz zwieracza zewnetrznego odbytu, ktéry jest zbudowany z
miesni poprzecznie prazkowanych. Zewnetrzny zwieracz odbytu otacza zwieracz wewnetrzny

i znajduje sie blizej powierzchni skdry.>1>2:62,63

Unaczynienie oraz sptyw chfonny

Fragmenty jelita grubego, rozwiniete z jelita Srodkowego w trakcie embriogenezy,
otrzymujg unaczynienie z tetnicy krezkowej gérnej (SMA — superior mesenteric artery).
Pochodne jelita tylnego unaczynia tetnica krezkowa dolna (IMA — inferior mesenteric artery).
Katnica wraz z konicowym odcinkiem jelita kretego, wyrostkiem robaczkowym i proksymalna
wstepnicg zaopatrywane sg przez tetnice kretniczo-okrezniczg. Wstepnica i zgiecie watrobowe
zaopatruje gtdwnie tetnica okreznicza prawa. Proksymalna poprzecznica otrzymuje
unaczynienie poprzez tetnice okrezniczg srodkowa. Zgodnie z podziatem na lewa i prawa
potowe jelita grubego zmienia sie réwniez zrédto unaczynienia — zgiecie $ledzionowe i
zstepnica zaopatrywane sg poprzez tetnicg okrezniczg lewg, ktéra jest juz odgatezieniem
tetnicy krezkowej dolnej. Krew do esicy doprowadza tetnica esicza. Odbytnica i odbyt
zaopatrywane sg w krew zaréwno z tetnicy krezkowe]j dolnej (tetnica odbytnicza gérna) jak i
odgatezien tetnicy biodrowej wewnetrznej (tetnice odbytnicze $rodkowa i dolna).
Komunikacja miedzy tetnicg krezkowa gorng i dolng odbywa sie za posrednictwem tetnicy
brzeznej Drummonda, ktdra biegnie wzdtuz catej okreznicy oraz tuku tetniczego Riolana
taczacego tetnice okrezniczg srodkowg i lewga. Obie formy anastomoz majg bardzo duzg
zmienno$é osobniczg i mogg byé nieobecne. °! Implikuje to wystepowanie obszaréw o
potencjalnie stabszym ukrwieniu, np. w przypadku pooperacyjnej hipotonii. Nalezy tutaj
wymieni¢ punkt Griffithsa w zgieciu $ledzionowym i Sudecka w obrebie zgiecia esiczo-

odbytniczego. J.D. Griffiths w 1956 r. podwazyt znaczenie kliniczne punktu Sudecka,
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udowadniajac istnienie dobrze rozwinietego splotu podsluzéwkowego tgczacego tetnice
odbytnicze.®*

Sptyw zylny odbywa sie poprzez naczynia towarzyszace tetnicom i nalezy do krazenia
wrotnego watroby. Zyta krezkowa dolna uchodzi do zyty $ledzionowej, ktdra faczy sie z zyta
krezkowg gérng tworzac wspdlnie zyte wrotng. Regionalne wezty zlokalizowane sg wzdtuz
gtdwnych naczyn zaopatrujgcych okreznice i odbytnice, wzdtuz arkad naczyniowych tetnicy
brzeznej oraz w sgsiedztwie okreznicy i odbytnicy, czyli w tkankach mezokolon i mezorektum.®°
Sptyw chtonny z czesci dolnej odbytu biegnie gtéwnie do powierzchownych weztéw
pachwinowych.

Unerwienie

Unerwienie jelita grubego jest ztozone i odbywa sie przez jelitowy i autonomiczny uktad
nerwowy. Jelitowy ukfad nerwowy jest unikalny dla ukfadu pokarmowego i obejmuje
podsluzéwkowy splot Meissnera i miesniowy splot Auerbacha. Sploty te sg w stanie
koordynowac wiele funkgji jelita, w tym motoryke, wydzielanie sluzu i przeptyw krwi w obrebie
Sciany jelita. Jelitowy uktad nerwowy jest regulowany zaréwno przez wspodfczulny, jak i
przywspotczulny uktad nerwowy, a takze przez hormony i inne czgsteczki sygnatowe.®®

Wtdkna wspdtczulnego uktadu nerwowego pochodzg z odcinka piersiowego (T5-T12) i
krzyzowego (S1-S2) rdzenia kregowego. Tworzg odpowiednio gérny i dolny splot krezkowy.
Gorny splot krezkowy oddaje wieksze i mniejsze nerwy trzewne do prawej potowy okreznicy
Dolny splot unerwia wspédtczulnie lewg potowe okreznicy za posrednictwem ledzwiowych i
krzyzowych nerwéw trzewnych. Podziat unerwienia na strony odpowiada granicy pomiedzy
srodkowym i dolnym odcinkiem jelita pierwotnego. Pobudzenie wspodtczulne powoduje
spowolnienie perystaltyki oraz skurcz wewnetrznego zwieracza odbytu.>?

Wtdkna przywspétczulnego uktadu nerwowego pochodzg z pnia mézgu (nerw btedny) i
krzyzowego rdzenia kregowego. Nerw btedny oddaje widkna przywspédtczulne dla prawej
potowy okreznicy do splotu krezkowego gérnego. Nerwy z odcinka S2-S4 tworzg miedniczne
nerwy trzewne, ktére zaopatrujg dystalng okreznice i odbytnice. Uktad przywspodtczulny
odpowiada za pobudzenie perystaltyki i inicjowanie defekacji poprzez rozluznienie

wewnetrznego zwieracza odbytu.
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Budowa sciany jelita

Btona sluzowa, pods$luzowa, miesniowa wtasciwa, przydanka lub btona surowicza to
gtéwne warstwy wyrézniane w obrebie $ciany jelita grubego (Rycina 4). Czesci jelita grubego
potozone wewnatrzotrzewnowo posiadajg btone surowiczg, podczas gdy te lezgce
zewnatrzotrzewnowo majg przydanke. Btona $luzowa sktada sie z pojedynczej warstwy
komoérek nabtonkowych wyscietajacych wnetrze jelita. Sluzéwka wytwarza zagtebienia zwane
kryptami Lieberkiihna. Nabtonek ulega ciggtemu procesowi ztuszczania sie i odnowy.
Populacja komdrek nabtonkowych wywodzi sie z jelitowych komérek macierzystych, ktére
zasiedlajg czesci podstawne krypt Lieberkihna. Rdéznicujgce sie komédrki migrujg z krypt w
kierunku powierzchni. Naturalny proces dojrzewania i wymiany komorek jest dynamiczny i
trwa od 4 do 8 dni.®” Sprawia, ze wiekszo$¢ infekcji jelitowych i uszkodzen nabtonka ulega
szybkiej naprawie. Dzieki temu jelito moze zachowac funkcje barierowe, absorpcyjne i
wydzielnicze. Wadg tego mechanizmu moze by¢ utrwalenie ewentualnych zmian na poziomie
genetycznym i epigenetycznych w obrebie komdrek macierzystych, ktére uposledza
homeostaze jelita i bedg predysponowac do choréb zapalnych lub nowotwordw.

W S$luzédwce jelita grubego wystepuje znacznie wiecej komodrek kubkowych
odpowiedzialnych za produkcje $luzu niz ma to miejsce w jelicie cienkim. Produkowany $luz
tworzy dwie warstwy, ktére ograniczajg bezposredni kontakt enterocytéw z antygenami
pokarmowymi, bakteriami i innymi czgsteczkami, ktére moga wywotywa¢ odpowied?
immunologiczng. W obrebie btony $luzowej widoczna jest cienka, ale wyrazna blaszka
miesniowa btony sluzowej.

Btona podsluzowa ma najwiekszg wytrzymato$é mechaniczng i petni kluczowg role w

momencie wykonywania zespolen jelitowych. Btona miesniowa wtasciwa stanowi grubszg,
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Rycina 4 Warstwy prawidfowej sciany jelita grubego. Zrédto: Weiser, M. R. (2018). AJCC 8th Edition:

Colorectal Cancer. Annals of Surgical Oncology, 25(6), 1454—1455. https://doi.org/10.1245/510434-018-
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oddzielng i gtebszg warstwg miesni gtadkich. Zewnetrznie od niej znajduje sie warstwa tkanki
tacznej okotojelitowej, ktdrg alternatywnie mozna nazwac tkanka podsurowiczg - gdy
fragment jelita jest pokryty jest otrzewng Ilub przydanka w odcinkach
zewnatrzotrzewnowych.®® Zgodnie z wytycznymi Amerykanskiego Wspélnego Komitetu do
spraw Raka (AJCC American Joint Committee on Cancer) oraz Miedzynarodowe]j Unii Walki z
Rakiem (UICC - Union for International Cancer Control) ocena gtebokosci naciekania sciany
jelita stanowi podstawe oceny cechy T w powszechnie wykorzystywanej klasyfikacji

TNM(Tabela 6.).

Fizjologia

Jelito grube jest istotnym elementem uktadu pokarmowego, a jego gtéwne funkcje
obejmujg wchtanianie wody i elektrolitéw, magazynowanie i wydalanie katu, fermentacje
niestrawnych resztek pokarmowych oraz produkcje i wchtanianie niektérych witamin. Ruch
tresci jelitowej nastepuje dzieki rytmicznym skurczom miesni Sciany okreznicy, ktére
odpowiadajg za mieszanie tresci jelitowej i powolne transportowanie w kierunku odbytnicy.
Woda i elektrolity ulegajg stopniowej resorpcji co powoduje zageszczenie przemieszczajgcej
sie tresci jelitowej i ostatecznie utworzenie katu. W jelicie grubym dochodzi réwniez do
transportu (kierunek zalezy od stezenia w surowicy i Swietle jelita oraz od sposobu transportu)
jonédw potasowych, sodowych, chlorkowych i wodoroweglanowych. Magazynowanie katu
odbywa sie w odbytnicy az do momentu defekacji.>® Stolec wywierajgc nacisk na $ciany
odbytnicy i odbyt stymuluje splot miesniowy w celu zainicjowania perystaltyki oraz
rozluZznienia wewnetrznego zwieracza odbytu. Odruch ten, zwany odruchem odbytniczo-
zwieraczowym, stymuluje rdwniez zewnetrzny zwieracz odbytu do skurczu, co prowadzi do
uczucia parcia na stolec. Jelito grube jest domem dla biliondw komensalnych bakterii, ktore
pomagajg rozktadac i fermentowac niestrawne resztki pokarmowe — np. btonnik pokarmowy
do krétkotaricuchowych kwasow ttuszczowych, ktére sg wykorzystywane jako Zzrédto energii
enterocytdw. Ponadto fizjologiczna flora bakteryjna jelita grubego odpowiada za produkcje
witamin — np. K i z grupy B, ktdre nastepnie sg wchtaniane.”>®° Zaburzenie fizjologii jelita
grubego skutkuje zaparciami, biegunkami, chorobami zapalnymi i moze zwieksza¢ ryzyko

zachorowania na RJG.
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Wybrane zagadnienia z zakresu epidemiologii i etiologii raka jelita
grubego.

Epidemiologia

Zachorowalnos¢ i umieralnosé

Rak jelita grubego jest trzecim najczesciej diagnozowanym nowotworem i drugg
najczestszg przyczyng zgondw z powodu raka na Swiecie. W 2020 roku na catym S$wiecie
odnotowano okotfo 1,9 miliona nowych przypadkdéw i 935 000 zgondéw.? W Polsce w 2020 r.,
wedtug danych publikowanych przez Krajowy Rejestr Nowotwordw (KRN), zdiagnozowano
tacznie 16091 nowych przypadkéw nowotwordw ztosliwych jelita grubego (ICD-10 C18-21), w
tym 9010 wsréd mezczyzn i 7081 wsrod kobiet. tgcznie RJG stanowi 11 % wszystkich
rozpoznawanych nowotworéw ztosliwych w Polsce. RJG w Polsce jest trzecim najczesciej
rozpoznawanym nowotworem w populacji zenskiej i meskiej. W strukturze zgondéw na
nowotwory ztosliwe w 2020 r. w Polsce RJG byt na trzecim miejscu wsrdd kobiet i drugim wéréd
mezczyzn. Standaryzowane do populacji Swiatowej (Age Standardized World) wspétczynniki
zachorowalnosci i umieralnosci wynosity odpowiednio 15,6/100 tys. oraz 9,55/100 tys. wsréd
kobiet i 25,77/100 tys. oraz 18,89/100 tys. wérdd mezczyzn. Niepokdj budzi znaczna dynamika
wzrostu zachorowalnos$ci wéréd Polakéw — od 1980 r. zanotowano ponad 3-krotny wzrost
wérdd kobiet i 5-krotny wérdd mezczyzn.®!  Zmniejsza sie natomiast wspotczynnik
umieralnosci, ze $rednioroczng zmiang procentowg o -1,7% w okresie 2010-2020.7°
Skumulowane ryzyko zachorowania na RJG w 2020 r. wynosito 5,03%. Wykluczajac z
prezentacji przypadki raka kanatu odbytu i odbytu (ICD-10 C21) w 2020 r. zanotowano 15816
nowych przypadkéw.”® Oznacza to, ze w 2020 r. w Polsce nowotwory okreznicy i odbytnicy
stanowity 98,3 % nowo rozpoznanych nowotworéw ztosliwych jelita grubego.

Dane szacunkowe z Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) znacznie odbiegajg od
tych prezentowanych przez KRN. GLOBOCAN w 2020 r. szacowat w Polsce 25597 nowych
przypadkow (tj. 59% wiecej niz KRN). Raportowana ilosé¢ zgondéw pacjentéw z powodu RIG w
Polsce w 2020 r. wyniosta 12502 wedtug KRN a szacunkowa liczba zgonéw w 2020 r. wg.
GLOBOCAN to 15088 (20,7% wiecej).’? Przedstawione réznice moga wynika¢ m.in. z metody
szacunkowej GLOBOCAN, wptywu pandemii COVID-19 na rzeczywistg rozpoznawalno$é RIG w

2020 r. oraz nierzetelnego i niepetnego procesu zgtaszania przypadkéw do KRN.
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Przezycia

Wskazniki przezy¢ ulegaty stopniowej poprawie na przestrzeni ostatnich 20 lat. W
latach 2000-2005 standaryzowany wskaznik 5-letniego przezycia dla kobiet wynosit 48,5 % a
dla mezczyzn 47,1%. Dekade pdziniej wskazniki urosty dla kobiet do 55,3% i 52,8% dla
mezczyzn. (Tabela 2) Wartosci te sg ponizej Sredniej dla krajéw rozwinietych. Biorgc pod
uwage grupe OECD, Polska zajmuje niechlubne miejsce wsrdd krajéw z najmniejszym
wskaznikiem 5-letnich przezyé¢ z powodu raka jelita grubego razem z Estonig i Czechami.

Wskazniki w Izraelu i Korei Potudniowej siegajg do 70%.7%72 (Rycina 4).

8.31. Colorectal cancer, five-year relative survival,
1998-2003 and 2008-13 (or nearest periods)
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Source: OECD Health Statistics 2015, http://dx.doi.org/10.1787/health-data-en.
StatLink @< http://dx.doi.org/10.1787/888933281219

Rycina 5. 5-letnie wzgledne przezycia pacjnetéw z RJG e latach 1998-2003 i 2008-2013 (lub

najblizszych) w krajach OECD. Zrédto zawarte na rycinie.

Tabela 2. Wskazniki przezyc 5-letnich w Polsce o okresach od 2000-2015

Kod ICD-10 Zakres lat Pteé Wzgledne | Obserwowane | Standaryzowane
C18-C21 [2000.2005) Mezczyzni 47.10 37.60 47.10
C18-C21 [2005.2010) Mezczyzni 52.10 42.00 52.10
C18-C21 [2010.2015) Mezczyzni 52.80 43.30 52.80
C18-C21 [2000.2005) Kobiety 48.50 42.40 48.50
C18-C21 [2005.2010) Kobiety 53.20 46.90 53.20
C18-C21 [2010.2015) Kobiety 55.30 49.30 55.30
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Etiologia

Rak jelita grubego ma bardzo ztozong etiologie obejmujgcg akumulacje zmian
genetycznych i epigenetycznych. Karcynogeneza w raku jelita grubego jest procesem
wieloetapowym, ktdry zaczyna sie zazwyczaj od przeksztatcenia prawidtowych komérek
nabtonka jelita w gruczolaka. Sekwencja gruczolak-rak jest najszerzej akceptowanym
modelem karcynogenezy raka jelita grubego. Model ten sugeruje, ze gruczolaki, ktore sa
tagodnymi nowotworami jelita grubego, mogg przeksztatci¢ sie z czasem w nowotwory
ztosdliwe. Okres potrzebny do takiej transformacji moze wynosi¢ od kilku do kilkunastu lub
nawet kilkudziesieciu lat w zaleznosci od typu wystepujgcych mutacji. Stwarza to okno
czasowe obejmujace zmiany przedrakowe, idealne do stosowania profilaktyki wtérnej.”3
Transformacja nowotworowa napedzana jest losowymi lub sekwencyjnymi zmianami
genetycznymi i zmianami w ekspresji gendw, ktére zaktdcajg normalng regulacje wzrostu i
podziatu komérek prowadzac do niestabilnosci genetycznej. Wyrdznia sie trzy gtéwne szlaki
prowadzgce do niestabilnosci genetycznej — niestabilno$¢ chromosomalng (CIN),
mikrosatelitarng (MSI) i epigenetyczng (CIMP).>® Najczestszg postacig jest niestabilnosé
chromosomalna, odpowiedzialna za ponad 80% przypadkéw RJG, objawia sie pod postacia
zmian strukturalnych i ilosciowych w chromosomach.’”* Mutacje punktowe, ktére pojawiaja
sie w ciggu zycia jednostki dotyczg tylko pojedynczych komdrek i wywodzgcych sie z nich linii.
Nowotwory bez uchwytnego czynnika o charakterze dziedzicznym, wywodzace sie z mutacji
punktowych, nazywane sg rakami sporadycznymi i stanowig 70-80% wszystkich przypadkow
raka jelita grubego. Molekularna patogeneza raka sporadycznego jest heterogenna, poniewaz
mutacje mogg dotyczy¢ réznych gendw. W okoto 70% przypadkdw karcynogeneza zwigzana
jest z konkretng sekwencjg mutacji, ktora skutkuje okreslong prezentacja kliniczng, zaczynajac
od powstania gruczolaka, a koriczgc na gruczolakoraku.”>”> Geny supresorowe (np. APC, TP53),
stabilizujgce (np. MLH1, MSH2) i onkogeny (np. KRAS, BRAF) to trzy grupy gendw majacych
udziat w karcynogenezie RJG w ktérych zidentyfikowano konkretne mutacje.

Mutacje w genie APC, ktory koduje biatko regulujace proliferacje i réznicowanie
komoérek, wystepujg we wczesnych stadiach nowotworu jelita grubego. Mutacje powodujace
utrate funkcji APC prowadzg do gromadzenia sie B-kateniny w cytoplazmie, ktdra aktywuje
szlaki sygnatowe promujgce proliferacje i przezycie komérek. Mutacja germinalna w genie APC

zwigzana jest z polipowatoscig rodzinna z gruczolakowatoscig (FAP). Mutacje w onkogenach
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KRAS i BRAF, ktére sg elementami szlaku sygnatowego RAS/RAF/MAPK regulujgcego
proliferacje i roznicowanie komodrek zwigzane z rozwojem polipdw zgbkowanych. Mutacje w
genie TP53, ktéry reguluje cykl komérkowy i naprawe DNA, sg réwniez czesto obserwowane
w raku jelita grubego. Oprdcz mutacji genetycznych wystepuja rowniez zmiany epigenetyczne,
takie jak metylacje DNA i modyfikacje histonéw. Odgrywajg one kluczowa role w
karcynogenezie raka jelita grubego. Jedng z waznych zmian epigenetycznych w raku jelita
grubego jest hipermetylacja wysp CpG w regionach promotorowych gendéw supresorowych
prowadzgaca do ich wyciszenia. Niestabilnos¢ mikrosatelitarna jest wynikiem defektéw w
systemie naprawy btednie sparowanych zasad (MMR — mismatch repair), prowadzacych do
kumulowania sie mutacji w regionach mikrosatelitarnych. Mutacje germinalne w obrebie
systemu MMR odpowiedzialne sg za wystepowanie dziedzicznego raka jelita grubego bez
polipowatosci (HNPCC).”®

Utrata lub ,regulacja w dot” komdrkowych czgsteczek adhezyjnych (CAM), takich jak
kadheryna i, jest rowniez czesto obserwowana w rozwoju raka jelita grubego. Deregulacja
CAM prowadzi do upodledzenia potgczen miedzykomdrkowych i zaburzenia architektury

tkankowej co sprzyja inwazyjnosci guza i przerzutowaniu.

Tabela 3 Wybrane réznice pomiedzy RIG prawej i lewej potowy jelita grubego.

Réznice Tendencja do wykazywania wyzszych Tendencja do wykazywania wyzszych

molekularne wskaznikow niestabilnosci mikrosatelitarnej — wskaznikow mutacji KRAS, a takze
(MSI-H), mutacji BRAF oraz metylacji CpG mutacji w genach zaangazowanych w
(CIMP). Bardziej sktonne do mutacji w szlak sygnalizacji PI3K.

genach zaangazowanych w szlak sygnalizacji

WNT.
Czestosc Ok. 40% przypadkdéw RIG Ok. 60% przypadkéw RIG
wystepowania
Najczestsza Katnica Esica, odbytnica
lokalizacja
Réznice w Nieznacznie czestszy u kobiet Nieznacznie czestszy u mezczyzn
wystepowaniu
miedzy piciami
Wiek Statystycznie starsza populacja Statystycznie mtodsza populacja
wystapienia
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Niemodyfikowalne czynniki ryzyka

Rozwdj raka jelita grubego jest zwigzany z czynnikami ryzyka, ktére mozna podzieli¢ na
niemodyfikowane (endogenne) i modyfikowalne (egzogenne). Do czynnikéw
niemodyfikowalnych zalicza sie wszystkie czynniki niezalezna od pacjenta takie jak wiek, ptec¢
wywiad rodzinny (Tabela 4).”? To wifasnie wiek jest najwiekszym endogennym czynnikiem
ryzyka. Ponad 90% przypadkow raka jelita grubego wystepuje u oséb w wieku powyzej 50 lat
i rzadko obserwuje sie go u 0séb przed 40 r. z. Zapadalno$¢ na RJG jest ponad 50 razy wyzsza
u 0oséb w wieku 60-79 lat niz u oséb ponizej 40 r. z. Wsrdd mezczyzn rak jelita grubego jest
statystycznie diagnozowany w mtodszym wieku niz wérdd kobiet (68 vs. 72 lata).>® Pteé meska
jest rowniez niezaleznym czynnikiem ryzyka RJG. Rasa czarna ma wieksze ryzyko rozwoju RIG
w poréwnaniu z rasg kaukaska. Choroby zapalne jelit — wrzodziejgce zapalenie jelita grubego
i choroba Lesniowskiego-Crohna predysponujg do wystapienia raka jelita grubego. Okoto 1%
RJG rozwija sie na ich podtozu i jest to zwigzane z przewlektym stanem zapalnym. Ciggte
procesy uszkodzenia i naprawy btony sluzowej jelita zwiekszajg szanse wystgpienia i
akumulacje karcynogennych mutacji. 74 Wywiad rodzinny w kierunku wystepowania RIG
stanowi wazny czynnik ryzyka i istotng praktyke kliniczng. Rodzinne zachorowania zwiekszaja
ryzyko ponad to populacyjne w zalezno$ci od stopnia pokrewienistwa i ilosci przypadkdéw RIG.
Dla przyktadu wystgpienie RIG u krewnego | stopnia zwieksza ryzyko zachorowania do 6%
podczas gdy historia zachorowania dwdch krewnych | stopnia zwieksza ryzyko zachorowania
do 17%.

W literaturze mozna réwniez znalez¢ dane wskazujgce, ze dodatni wywiad rodzinnych
w kierunku RJG wsréd krewnego | stopnia zwieksza wzgledne ryzyko zachorowania
przynajmniej dwukrotnie.>® Dobrze poznane, dziedziczne zespoty uwarunkowane genetycznie,
cechujace sie duzg penetracja, odpowiadajg za mniej niz 5 % przypadkéw nowotwordéw
ztosliwych jelita grubego.”’ Dziedziczony w sposdb autosomalny recesywny zespét Lyncha
(HNPCC) jest najczestszg dziedziczng przyczyng RIG. Zespdt Lyncha jest spowodowany
mutacjami germinalnymi w systemie MMR (MLH1, MSH2, MSH6 lub PMS2, PMS2). W
przypadku nosicieli HNPCC, skumulowane ryzyko zachorowania na raka jelita grubego szacuje
sie na ponad 60%. Doktadny wywiad wskazuje na wielopokoleniowe wystepowanie RJG,
czesto o wczesnym poczatku (tj. ok. 45 roku zycia). FAP zwigzana jest z mutacjg w obrebie genu

APC, dziedziczona jest w sposdb autosomalny dominujacy i osigga niemal petng penetracje.
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Szansa na rozwoj RJG na podtozu setek wystepujgcych polipdw jelita jest 100% - rozpoznanie
FAP stanowi wskazanie do elektywnej proktokolektomii.®>’2 Polipowatos$¢ gruczolakowata
(mutacja w genie MUTYH, dziedziczona autosomalnie recesywnie) objawia sie
wystepowaniem licznych (<100) polipéw gruczotowych w jelicie grubym, ktére wymagajg
endoskopowego usuniecia. 78

Ryzyko wzgledne wystgpienia RJIG jest wieksze u pacjentéw chorujgcych na cukrzyce
(ok. 1,3). Jednym z potencjalnych mechanizméw odpowiedzialnych za zwiekszone ryzyko RIG
jest wystepowanie hiperinsulinemii. Insulina stymuluje ekspresje receptorow insulinowych i
zmniejsza ilo$¢ biatek osocza wigzgcych insulinopodobne czynniki wzrostu (IGF) co przyczynia
sie do zwiekszenia ich wolnej puli. Ostatecznie dochodzi do przyspieszania cyklu
komérkowego i zahamowania apoptozy. Cukrzyca, w zaleznosci od postaci klinicznej, moze by¢

zaliczana zaréwno do niemodyfikowalnych jak i modyfikowalnych czynnikéw ryzyka RJG.

Modyfikowalne czynniki ryzyka

Czynniki, ktére jednostka moze zmienic¢ lub kontrolowaé poprzez zmiane stylu zycia lub
interwencje medyczne nazywamy egzogennymi (modyfikowalnymi). (Tabela 4) Dieta bogata
w czerwone i przetworzone mieso oraz uboga w btonnik, owoce i warzywa zostata powigzana
ze zwiekszonym ryzykiem raka jelita grubego. WHO w 2015 r. zaklasyfikowata czerwone mieso
jako substancje prawdopodobnie rakotwdrczg a mieso przetworzone jako substancje
rakotworczg dla cztowieka.”® Badania nie wykazaty podobnego ryzyka dla miesa biatego
takiego jak ryby i dréb. Brak aktywnosci fizycznej réwniez wigze sie ze zwiekszonym ryzykiem
RJG. Regularne ¢wiczenia mogg pomadc zmniejszy¢ ryzyko raka jelita grubego, a takze innych
nowotwordow. Mechanizm zwigzany z aktywnoscig fizyczng i jej wptywem na ryzyko
wystgpienia nowotwordw jest ztozony i moze m.in. dotyczyé regulacji stezenia insuliny i
hormonéw ptciowych. Cwiczenia fizyczne zmniejszajg insulinooporno$¢ i przyczyniaja sie do
redukcji stezenia estrogendéw. Dodatkowo regularnie wykonywane ¢wiczenia sprzyjaja
utrzymaniu prawidtowego BMI.8° Zapadalno$é na RIG u oséb z nadwagg i otytoscig jest
wieksza niz u 0sob z prawidtowym BMI. Ryzyko zalezy od ilo$ci nadmiarowych kilogramow i
czasu trwania otytosci — metaanalizy wskazujg, ze 5kg powyzej naleznej masy ciata wigze sie z
3% wzrostem ryzyka RJG. Najwieksze ryzyko dotyczy oséb u ktérych nadwaga i otytos¢

wystapity juz we wczesnej dorostosci i wieku $rednim.>®7° Palenie wyrobdw tytoniowych jest
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dobrze znanym czynnikiem ryzyka wielu nowotworéw, w tym raka jelita grubego.”® Dobrze
udokumentowane jest takze zwiekszenie ryzyka RJG u osdb spozywajgcych alkohol. Badania
kohortowe wskazujg, ze osoby spozywajgce duze ilosci alkoholu mogg mie¢ nawet 2 razy
wieksze ryzyko zachorowania na raka odbytnicy w poréwnaniu z osobami nie spozywajgcymi
alkoholu.®! Trudno jest jednoznacznie oceni¢ indywidualny wptyw modyfikowalnych
czynnikdw ryzyka na wystgpienie RIG, poniewaz wiele z nich jest ze sobg powigzanych tak jak
aktywnos¢ fizyczna, zbilansowana dieta i prawidtowa masa ciata. Wyksztatcenie i status
ekonomiczny jednostki majg rowniez wptyw na zachorowalnos¢ na RJG. Osoby o
podstawowym wyksztatceniu i bedace w gorszej sytuacji finansowej majg nawet 30% wieksze
ryzyko zachorowania w poréwnaniu z osobami o wyzszym wyksztatceniu i dobrej sytuacji
materialnej.”®82 Wszystkie modyfikowalne czynniki ryzyka powinny staé sie celem profilaktyki
pierwotnej a cze$¢ z nich ma rowniez znaczenie w kontekscie profilaktyki trzeciorzedowej —
np. wptyw aktywnosci fizycznej i palenia wyrobdw tytoniowych na wystepowanie powiktan

pooperacyjnych i ogdlnej dtugosci przezycia u pacjentéw leczonych z powodu RJG.>®
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Tabela 4 Czynniki ryzyka zwiqzane z wystgpieniem raka jelita grubego.

Wiek (ryzyko wzrasta wraz z wiekiem) Dieta (duze spozycie czerwonego miesa i przetworzonego
miesa, niskie spozycie owocéw, warzyw i selenu)

Pte¢ meska Brak aktywnosci fizycznej
Osobista historia polipéw jelita grubego lub raka Otytos¢

Rodzinna historia raka jelita grubego Palenie papieroséw
Dziedziczne mutacje genetyczne (np. zesp6t Lyncha, Wysokie spozycie alkoholu

rodzinna polipowatos¢ jelita grubego)

Choroba zapalna jelita (np. wrzodziejgce zapalenie jelita Status socjoekonomiczny
grubego, choroba Lesniowskiego- Crohna)

Cukrzyca typu 2 Ekspozycja na niektére substancje chemiczne (np. azbest,
benzen)
Rasa czarna Przewlekte zakazenia (np. Helicobacter pylori)
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Wybrane zagadnienia z zakresu badan przesiewowych, diagnostyki i

leczenia raka jelita grubego.

Badania przesiewowe

Celem badan przesiewowych jest wykrycie zmiany przedrakowej lub raka w grupie
0sOb bezobjawowych. Wczesne rozpoznanie polipdw i RIG daje najwieksze szanse na petne
wyleczenie. Na przestrzeni ostatnich 25 lat potwierdzono w licznych badaniach skutecznos¢
populacyjnych badan przesiewowych RIG w zmniejszeniu $miertelnosci.3%° Istnieje kilka
metod badan przesiewowych RJG, ktére mozna podzieli¢ na inwazyjne i nieinwazyjne.

(Tabela 5.)

Endoskopia

Ztotym standardem i punktem odniesienia dla pozostatych metod screeningowych jest
kolonoskopia. Polega na ogladaniu catej Sluzowki jelita grubego za pomocy endoskopowe;j
kamery. Jelito grube podczas badania zostaje wypetnione gazem (najczesciej powietrzem) lub
wodg — pozwala to na odpowiednie napiecie scian w celu doktadnej oceny wzrokowej oraz
utatwia poruszanie sie kretym przebiegu jelita. W przypadku identyfikacji zmiany podejrzanej
(polip, guz), endoskopista jest w stanie usungc¢ jg lub pobrac¢ fragment tkanki do badania za
pomocya specjalnych narzedzi endoskopowych. Dzieki temu kolonoskopia jest metoda
zaréwno diagnostyczng jak i potencjalnie leczniczg. Dokfadna ocena jelita grubego wymaga
jego przygotowania. Pacjent przed kolonoskopig powinien zazywaé zalecone osmotycznie
czynne $rodki przeczyszczajgce, wypic odpowiednig ilos¢ ptyndw i pozostawac na czczo. Sama
kolonoskopia moze by¢ dla pacjenta bardzo bolesna i wywotywa¢ silny strach. Cze$é oséb
wymaga sedacji w trakcie procedury. Wymienione powyzej czynniki, razem z kosztami
specjalistycznego personelu medycznego oraz drogiej aparatury, sprawiajg, ze kolonoskopia
jest relatywnie drogim badaniem przesiewowym.”?8¢ Dodatkowo wystepujg spoteczne opory
ze wzgledu na potencjalne dolegliwosci bélowe i dyskomfort zwigzany chociazby z samym
przygotowaniem pacjenta do kolonoskopii. Na catym $wiecie istnieje problem dotyczacy
zgtaszalnosci osob kwalifikujgcych sie do przesiewowej kolonoskopii. Ze wzgledu na inwazyjny

charakter, kolonoskopia niesie za sobg takze ryzyko powiktan. Wsrdd nich najbardziej

35



powaznymi sg przedziurawienie $ciany jelita i krwawienie jednak ich fgczna czestosc¢ nie
przekracza 1% w kolonoskopiach zabiegowych.®® Badania obserwacyjne i meta analizy
wskazujg, ze kolonoskopia przesiewowa zmniejsza ryzyko zgonu z powodu RJG nawet o 68-
88%.>8” W ramach Programu Badan Przesiewowych (PBP) - oportunistycznego w latach 2000-
2021 i réwnoczesnie populacyjnego w latach 2012-2021 - wykonano 1044232 kolonoskopie w
wielu o$rodkach w Polsce. Od 2022 r. wznowiono program przesiewowych kolonoskopii
finansowanych z budzetu panstwa.®* Wiek rozpoczecia badan przesiewowych zalezy od
regionalnych wytycznych oraz wywiadu rodzinnego. W Polsce w ramach PBP wykonuje sie
kolonoskopie w przedziale miedzy 50 a 65 rokiem zycia u pacjentédw bez istotnego rodzinnego
wywiadu nowotworowego lub miedzy 40 a 49 rokiem zycia, jezeli rozpoznano RIG u
przynajmniej 1 krewnego | stopnia (pacjenci wysokiego ryzyka). Sugerowany interwat
pomiedzy badaniami ,,negatywnymi” to 10 lat dla grupy pacjentéw standardowego ryzyka. W
przypadku wykonywania przesiewowej, elastycznej sigmoidoskopii zalecane jest powtérzenie
badania co 5 lat oraz pofaczenie go z corocznym badaniem na krew utajong w kale celem

zminimalizowania szansy na przeoczenie zmiany w prawej pofowie jelita grubego .88

Kolonografia CT

Nieinwazyjng alternatywg w obrazowaniu jelita grubego jest tzw. ,wirtualna
kolonoskopia” czyli kolonografia w tomografii komputerowej (Tabela 5.). W tym przypadku
réwniez wymagane jest , przygotowania” jelita oraz podania przezodbytniczo gazu w celu
lepszej wizualizacji catej Sciany jelita grubego. Badanie cechuje sie czutoscig bliskg 96% w
rozpoznaniu RJG. ,Wirtualna kolonoskopia” wykazuje natomiast znacznie nizszg czutos¢ w
przypadkach niewielkich i ptaskich polipédw (6-9mm).”® Wydaje sie by¢ odpowiednig metodg u
pacjentéw po niepetnej kolonoskopii (np. przy ocenie wystepowania zmian synchronicznych
w przypadkach guzéw nieprzepuszczajgcych endoskopu) lub jako alternatywa dla oséb nie
akceptujacych kolonoskopii jako metody przesiewowej. Kolonografia w tomografii
komputerowej nie zostata objeta konkretnymi zaleceniami w wytycznych ESMO i ESSO.
Wytyczne amerykaniskie wskazujg na 5 letni interwat pomiedzy badaniami w przypadku

»czystych wirtualnych kolonoskopii”. 2

36



Badania katu

Do badan przesiewowych mogg by¢ rowniez wykorzystywane testy bazujgce na
wykrywaniu krwi lub specyficznych fragmentéw DNA w prébce katu. Pomimo koniecznosci
stosowania krotszych interwatéw (nawet co rok) testowanie prébek katu cechuje sie wiekszg
spoteczng akceptacjg. Gwajakowy test na krew utajong w kale (gFOBT — guaiac fecal ocult
blood test) jest metodg chemiczng umozliwiajgcg wykrycie niewielkich ilosci krwi (doktadnie
hemu) w stolcu. Czutos¢ i swoistos¢ gFOBT jest ograniczona a redukcja $miertelnosci na RIG w
badaniach populacyjnych siega od 8 do 16%.8” Podstawg badania jest reakcja chemiczna
(utlenianie) wiec prawidtowe wykonanie od uczestnika unikania przed testem np. czerwonego
miesa (mioglobina daje wyniki fatszywie dodatnie) i przeciwutleniaczy takich jak wit. C (wyniki
fatszywie ujemne). Dodatni wynik testu na krew utajong w stolcu jest wskazaniem do
wykonania kolonoskopii. Czulszymi i bardziej swoistymi nastepcami testu gwajakowego sg
immunochemiczne testy katu (FIT — fecal immunochemical tests), ktére dodatkowo nie
wymagajg ograniczen dietetycznych od uczestnikow a wyniki nie sg zalezne od przyjmowanych
przez nich lekéw. Redukcja $miertelnosci na RIG wsrdd populacji poddanej przesiewowym
badaniom FIT siega 36%.8” Odmiany ilo$ciowe FIT (qFIT) pozwalaja na odréznienie krwawienia
z przyczyn nowotworowych od nienowotworowych poprzez pordwnanie stezenia
hemoglobiny w prébce katu. 8Testy immunochemiczne na krew utajong wyparty gwajakowe
z wytycznych i programdw przesiewowych na swiecie.

Dostepne na rynku sg takze testy wykrywajgce fragmenty DNA w kale — FIT sDNA i mt-
sDNA (multi target stool DNA). Wybrane mutacje (np. APC, KRAS) lub metylowane fragmenty
DNA (np. NDRG4, BMP3) wykrywane s3 w probce katu za pomocg metod
immunochemicznych. Czutos¢ i swoisto$é testow w wykrywaniu RJG, w przypadku testéw
wielogenowych wynosi odpowiednio powyzej 50% i 90% co potwierdza ich przydatnos¢ jako
testéw przesiewowych. Czutosc i swoistos¢ w wykrywaniu zaawansowanych gruczolakéw jest
nizsza.>

Wedtug wytycznych Europejskiego Towarzystwa Onkologii Medycznej (ESMO)
optymalny przedziat wiekowy do wykonywania przesiewowych badan w kierunku RJG to 50-
74 lata.® Ze wzgledu na wzrost zachorowalnoéci na RIG wsréd mtodszych pacjentdw,

wytyczne amerykanskie od 2018 roku obnizyty dolng granice wieku do 45 roku zycia. Oprocz
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szybszej inicjacji programu przesiewowego amerykanie nie priorytetyzujg kolonoskopii nad
pozostatymi zalecanymi metodami przesiewowymi.>%!
Polityka badan przesiewowych opartych na szerszej ofercie dostepnych testow i

dowolnosci z ich korzystania we wspodtpracy z lekarzem, zdaje sie mieé najwieksze szanse na

zachecenie badanej populacji do wiekszej partycypacji.

Tabela 5. Metody przesiewowe RJG.

Najskuteczniejsza
0d 50r.z. Co 10
w wykrywaniu Przygotowanie
lat w przypadku
Przygotowanie polipéw i raka, jelita. Ew.
Inwazyjna ,czystej”
jelita i sedacja mozliwos¢ sedacja. Ryzyko
kolonoskopii
usuwania polipéw powiktan.
ESMO/ESSO
podczas zabiegu
Ograniczona do
Przygotowanie Wykrywa polipy i
dyst. /3 jelita
lewego odcinka raka dyst. 1/5 jelita
Inwazyjna Co5 lat grubego.
jelita (mniej grubego. Brak lub
Przygotowanie
ucigzliwe) lekka sedacja
jelita.
Brak sedacji lub Przygotowania
wprowadzania jelita. Ekspozycja
Przygotowanie
Nieinwazyjna Co5 lat | narzedzi, wykrywa na
jelita
»wirtualna polipy i raka w promieniowanie
kolonoskopia” catym jelicie jonizujace.
tatwe w uzyciu, nie Mniej czute i
Koniczno$¢
wymaga swoiste niz
wykluczenia
przygotowania kolonoskopia.
pewnych
Nieinwazyjna Co 1-2 lata jelita ani sedacji, Kolonoskopia w
produktéw z
tanie, przypadku
diety przed
akceptowalne wyniku
badaniem.
spotecznie dodatniego.
tatwe w uzyciu, nie Mniej czute.
wymaga Kosztowne.
przygotowania Wymagaja
Brak
FIT - DNA Nieinwazyjna Co 1-3 lata jelita ani sedacji, kolonoskopii w
przygotowania
mt-sDNA tanie, przypadku
akceptowalne wyniku
spotecznie dodatniego
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Naukowcy na catym Swiecie poszukujg nowych biomarkeréw, ktére mogtyby przyniesé
postep zakresie nieinwazyjnych lub minimalnie inwazyjnych testéw przesiewowych RIJG.
Wsrod testowanych czgsteczek nalezy wymienic¢ kinaze pirogronianowag M2, krazgce DNA

nowotworowe, krgzgce mikro-RNA oraz cytokeratyny.*°

Diagnostyka raka jelita grubego.

Rak jelita grubego nie ma objawow, ktére bytyby specyficzne tylko dla tej jednostki
chorobowej. Moze rozwija¢ sie zupetnie bezobjawowo a pierwsze symptomy mogg by¢
réwniez wynikiem rozsianego procesu nowotworowego. W literaturze posréd czesciej
wymienianych objawdéw wystepuja:

e Jawne lub utajone krwawienie z dolnego odcinka przewodu pokarmowego

e Osfabienie

e Niedobdr zelaza

e Niedokrwistos¢

e Utrata masy ciata i brak taknienia

e Bodle i wzdecia brzucha

e Zmiana rytmu i charakteru wyprdznien

e Woyczuwalny guz w badaniu palpacyjnym jamy brzusznej

e Niedroznos¢ przewodu pokarmowego
Symptomatologia RJG zalezy tez od lokalizacji guza. Nowotwory prawej potowy jelita grubego
czesciej zwigzane sg z niedokrwistoscig, ktdra czesto bywa pierwszym stwierdzonym
odchyleniem od normy. Guzy prawej potowy rzadziej daja objawy niedroznosciowe (z
wyjatkiem guzéw katnicy naciekajgcych na zastawke Bauhina). Rak lewej potowy jelita
grubego czesciej dajg obraz klinicznego krwawienia z przewodu pokarmowego, zmiany
charakteru wyproznien (np. stolce otéwkowate) objawy zwezenia lub niedroznosci przewodu
pokarmowego. Wymienione przyktady wigzg sie czesto z zaawansowanym miejscowo lub
rozsianym RJG.>17291

W przypadku dodatniego wyniku badania przesiewowego lub objawdw wskazujgcych

na RJIG wymagane jest rozszerzenie postepowania diagnostycznego. Badaniem z wyboru jest

kolonoskopia podczas ktérej mozna potwierdzi¢ i oznaczy¢ doktadng lokalizacje podejrzanej
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zmiany i pobraé materiat do badania histopatologicznego.®® Petna kolonoskopia daje takze
mozliwo$¢ diagnostyki ewentualnych guzéw synchronicznych (do 3% przypadkéw RIG).”?
Poza reprezentatywnym materiatem tkankowym pozwalajgcym postawic¢ rozpoznanie RIG,
pacjent wymaga badan dodatkowych w procesie przygotowania do optymalnego leczenia
(tzw. diagnostic work-up). Ustalenie zaawansowania choroby (cTNM) wykonywane jest na
podstawie badan obrazowych: najczesciej tomografii komputerowej i rezonansu
magnetycznego (gtdwnie wykorzystywany w raku odbytnicy i odbytu). Sugerowane sg badania
jamy brzusznej i miednicy z kontrastem oraz badanie klatki piersiowej (w praktyce klinicznej
czesto wybierany jest RTG klatki piersiowej). W kazdym przypadku zalecane jest
przedoperacyjne oznaczenie antygenu rakowo-ptodowego (CEA), ktérego wysokie stezenie
(>20 ng/ml) moze implikowa¢ wystepowanie niewidocznych w badaniach obrazowych
przerzutdw oraz petni funkcje rokowniczg juz na etapie diagnostycznym RJG. 72768891

Przed podjeciem leczenia RJG konieczna jest réwniez ocena stanu ogdlnego pacjenta i
optymalizacja leczenia schorzen towarzyszgcych. Badania wydolnosci krazenia, czynnosci
nerek, watroby, uktadu krzepniecia krwi, gospodarki weglowodanowej i stanu odzywienia,
dajg poglad na stan ogdlny pacjenta i wskazujg osoby wymagajgce bezwzglednej prehabilitacji

przed planowym leczeniem operacyjnym.®?

Leczenie raka jelita grubego

Leczenie raka jelita grubego jest ztozonym i wysokospecjalistycznym procesem,
ktoérego szczegdtowe omdwienie znacznie wykracza poza ramy niniejszej rozprawy. Ponizej
zostang przedstawione podstawowe zatozenia i wybrane zagadnienia dotyczace leczenia raka

jelita grubego zgodnie z obowigzujgcymi wytycznymi.

Rak okreznicy

Chirurgia jest podstawowg metodg leczenia raka jelita grubego. Celem operacji jest
usuniecie guza i otaczajgcych tkanek w celu uzyskania catkowitej resekcji z ujemnymi
marginesami chirurgicznymi (minimum 5 cm zdrowych tkanek -proksymalnie i dystalnie).

Zakres operacji zalezy od lokalizacji i stopnia zaawansowania guza. W przypadku guzow
okreznicy, standardem postepowania jest hemikolektomia lub kolektomia. Zakres resekcji jest

dyktowany potozeniem guza oraz obszarami ukrwienia jelita, ktdre nalezy usungé w celu
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zachowania radykalnosci. Guzy prawej potowy okreznicy wymagajg zazwyczaj hemikolektomii
prawostronnej a guzy potozone po lewej stronie okreznicy wymagajg hemikolektomii
lewostronnej. W rzadszych przypadkach, z powodu guza lezgcego bardziej centralnie, w
zakresie poprzecznicy, sytuacja kliniczna wymagac¢ bedzie resekcji poprzecznicy. W
przypadkow guzéw esicy zakres zabiegu jest zalezny od lokalizacjg zmiany nowotworowej. W
przypadku diugiej petli esicy i sprzyjajacej lokalizacji guza, mozna ograniczy¢ sie do wyciecia
tylko fragmentu jelita z marginesem zdrowych tkanek. Nierzadko raki esicy, ze wzgledu na
proksymalne lub dystalne umiejscowienie, wymagajg poszerzenia zabiegu do lewostronnej
hemikolektomii lub przedniej resekcji odbytnicy w celu zachowania marginesu chirurgicznego
i wtasciwego ukrwienia pozostawianego narzadu.”?

Przy resekowaniu jelita z guzem pamieta¢ nalezy o odpowiednim wycieciu
przylegajacej krezki z weztami chtonnymi i naczyniami. Popularnos$é zyskuje koncepcja
catkowitego wyciecia krezki okreznicy (Complete mesocolic excision, CME). Przerzuty do
nizszych pieter weztéw (D3) chtonnych moga wystepowac bez zajecia weztéw posrednich (D2),
stad tez wystepuje grupa pacjentéw, ktéra zyskuje na radykalnosci zabiegu dzieki takiemu
postepowaniu.”> CME jest przedmiotem trwajgcych randomizowanych badan

W przypadku uogdlnionej choroby nowotworowej, postepowanie operacyjne czesto
jest nakierowane na leczenie objawowe. W przypadku stwierdzenia przerzutéw odlegtych
leczenie zabiegowe jest leczeniem paliatywnym. W miare mozliwosci technicznych,
umiejetnosci operatora i stanu ogdlnego pacjenta, mozliwe jest usuniecie guza pierwotnego i
widocznych zmian przerzutowych.’®> W przypadku niedroznosci przewodu pokarmowego
spowodowane] rozsianym procesem nowotworowym, zabieg czesto ogranicza sie do
wytonienia stomii proksymalnie od guza zwezajgcego Swiatto.

W przypadku raka okreznicy chemioterapia neoadjuwantowa nie jest rutynowo
zalecana. Terapia adjuwantowa to podawanie chemioterapii lub radioterapii po operacji.
Celem terapii adjuwantowej jest zmniejszenie ryzyka nawrotu choroby i poprawa wynikow
leczenia chorych. Konkretne stosowane schematy chemioterapii mogg sie réznié¢ w zaleznosci
od indywidualnego pacjenta i charakterystyki guza.

Chemioterapia adjuwantowa w raku okreznicy jest zalecana po operacji u pacjentow
w Il stopniu zaawansowania i w stopniu Il, w przypadku wykrycia czynnikéw zwiekszajacych
ryzyko nawrotu choroby. Cechy wysokiego ryzyka w raku okreznicy w stadium Il obejmuja

zaawansowany miejscowo guz (pT4b), niedroznos¢ jelit jako przyczyna zabiegu operacyjnego,
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przedziurawienie $ciany guza, niereprezentatywna prébka weztowa (<12 weztdw w
preparacie), wysoka ztosliwos¢ histologiczna (minimum G3), obecna inwazja naczyniowa i
nerwowa oraz tumor budding (TB). Przed podjeciem decyzji o wtaczeniu leczenia
uzupetniajgcego wymagana jest skrupulatna analiza potencjalnych zagrozen i korzysci dla
pacjenta z zastosowania rozwazanej chemioterapii.

Stosowane schematy chemioterapii mogg sie rézni¢ w zaleznosci od o$rodka, pacjenta
i charakterystyki guza. Czas trwania chemioterapii adjuwantowej moze byé rdiny, ale
zazwyczaj zaleca sie od 3 do 6 miesiecy. U pacjentdw z rakiem okreznicy w stadium Il jako
podstawowy schemat stosuje sie chemioterapie uzupetniajgcg z zastosowaniem 5-

fluorouracylu i oksaliplatyny (FOLFOX) lub kapecytabiny i oksaliplatyny (CAPOX).

Ry -

hemikolektomia hemikolektomia  kolektomia proktokolektomia
prawostronna lewostronna

il

sigmoidektomia Przednia resekcja brzuszno-kroczowa
odbytnicy amputacja odbytnicy

Rycina 6. Schematycznie przedstawione typowe zakresy resekcji jelita grubego. Na podstawie ryciny z
https://bowelcancerorguk.s3.amazonaws.com/Health%20information%20graphics/All-together.jpg

Rak odbytnicy

Rak odbytnicy stanowi najczestszg lokalizacje sporadycznych guzéw jelita grubego
(do 28% wszystkich przypadkéw RIG).”? Leczenie operacyjne pozostaje najbardziej istotnym
elementem kompleksowego zaopatrywania raka odbytnicy. Chorzy z zaawansowanym
lokalnie guzem odbytnicy wymaga¢ mogg leczenia neoadjuwantowego, ktdrego celem jest
zmniejszenie wielkosci guza, zwiekszenie prawdopodobieristwa uzyskania catkowitej resekcji
oraz poprawa rokowan chorego. Decyzja o zastosowaniu leczenia neoadjuwantowego zalezy

od roznych czynnikdw, takich jak stopien zaawansowania miejscowego (T3 i T4 lub kazde T w
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przypadku podejrzenia zajecia weztéw — N1-2), lokalizacja guza (potozenie wzgledem zatamka
otrzewnej) oraz choroby wspétistniejgce pacjenta. Standardowq terapig neoadjuwantowg jest
trwajaca 5 tygodni radioterapia (50-50,4 Gy we frakcjach po 1,8-2,0 Gy) z jednoczesng
chemioterapig (5-fluorouracyl, kapecytabina lub doustny tegafur-uracyl) traktowane jako
cato$ciowe leczenie neoadjuwantowe. Inne stosowane schematy to:
e 5X5Gy(,krétka radioterapia”) z zabiegiem w ciggu tygodnia od zakonczecznia
radioterapii
e 5x5Gyzodroczonym zabiegiem o 4 do 8 tygodni
e 5 x5 Gy w potgczeniu z 3 cyklami chemioterapii wg. Schematu DeGramonta
lub FOLFOX4%

W przypadku guzéw odbytnicy standardem postepowania operacyjnego jest catkowite
wyciecie mezorektum (TME). TME polega na usunieciu odbytnicy i mezorektum wraz z jej
strukturami limfatycznymi i naczyniowymi. Zalecane jest réwniez podwigzanie tetnicy
krezkowej dolnej zaraz przy odejsciu od aorty (tzw. wysokie podwigzanie). Wsréd najczesciej
wykonywanych zabiegéw operacyjnych z powodu guzéw nowotworowych odbytnicy
wymienic nalezy:

e Brzuszno-kroczowg amputacje odbytnicy (zabieg Milesa) oraz brzuszno-
krzyzowa amputacje odbytnicy z TME,

e Przednia resekcja odbytnicy z subtotalnym lub czesciowym TME,

e Przezzwieraczowe catkowite wyciecie mezorektum (TaTME),

e Zabiegi miejscowego wyciecia raka odbytnicy (TEM, TAMIS),

Chemioterapia i radioterapia uzupetniajgca nie jest rutynowo zalecana u pacjentéw z
rakiem odbytnicy w stadium Il lub Ill, ktdrzy przeszli leczenie neoadjuwantowe.

Badanie histopatologiczne guza dopetnia proces oceny stopnia zaawansowania. Cechy
patologiczne, takie jak inwazja naczyn limfatycznych i inwazja okotonerwowa mogg réwniez
poméc w identyfikacji pacjentdw z wysokim ryzykiem nawrotu. Z wszystkimi niezbednymi
danymi klinicznymi mozna zakoriczyé proces oceny zaawansowania RJG wg. UICC/AJCC na
podstawie klasyfikacji TNM. (Tabela 6.)

W wybranych przypadkach mogg by¢ konieczne dodatkowe badania w celu podjecia
decyzji dotyczacych leczenia. Testy markeréw molekularnych, takich jak KRAS, NRAS, BRAF i

status MSI, mogg pomdc zidentyfikowaé pacjentdw, ktdrzy mogg odniesé korzysci z terapii
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celowanych lub immunoterapii. Na przyktad, pacjenci z mutacjami KRAS lub NRAS nie s3
kandydatami do terapii anty-EGFR, podczas gdy pacjenci z nowotworami o wysokim MSI moga

odnies¢ korzysé z inhibitorow immunologicznego punktu kontrolnego (checkpoint inhibitors)

Tabela 6. Stopieri zaawansowania RJG na podstawie TNM UICC/AJCC 8. edycja

Stopien zaawansowania Guz Wezty Przerzuty

Tis NO MO

T1 NO MO

T2 NO MO

T3 NO MO

T4a NO MO

T1-T2 Nla MO

T3-T4a Nla MO

T4a N1b MO

Dowolny T N2 MO

Dowolny T Dowolny N M1la

Dowolny T Dowolny N M1b
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Zatozenia i cele pracy

1.

2.

3.

Ocena ekspresji nektyny 2, 3 i 4 w guzach nowotworowych jelita grubego u pacjentéw

leczonych operacyjnie w Klinice Chirurgicznej 4 WSK z powodu raka jelita grubego,

Analiza czasu przezycia pacjentéw leczonych operacyjnie w Klinice Chirurgicznej 4
WSK z powodu raka jelita grubego w zaleznosci od zbadanego stopnia ekspresji
nektyny 2, 3 i 4 w preparatach histopatologicznych usunietych guzdéw
nowotworowych jelita grubego - ocena mozliwosci wykorzystania ekspresji nektyny 2,

3i 4 jako czynnikdw prognostycznych dla pacjentdw z rakiem jelita grubego

Analiza ekspresji nektyny 2, 3 i 4 w zaleznosci od rdinych czynnikéw
socjo-demograficznych i klinicznych pacjentéw leczonych operacyjnie w Klinice

Chirurgicznej 4 WSK z powodu raka jelita grubego,
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Materiat i metody

Zaplanowane badanie na potrzeby rozprawy doktorskiej ma charakter
retrospektywny, nieinterwencyjny, opiera sie na analizie danych medycznych wybranych
historii choréb oraz ponowng oceng preparatéow histopatologicznych pobranych podczas
leczniczych zabiegow operacyjnych. Badanie nie wigze sig z zadnym ryzykiem dla pacjentow.
Stosownie do wymogow okreslonych odpowiednim przepisem ustawowym badanie uzyskato
pozytywna opinie Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Piastéw Slaskich.
(Nr KB — 764/2021) oraz pisemng zgode Komendanta 4 WSK (zatgczniki 1 i 2). Grupe badana
stanowig pacjenci Kliniki Chirurgicznej 4 Wojskowego Szpitala Klnicznego z Poliklinikg we
Wroctawiu leczeni operacyjnie z powodu raka jelita grubego w latach 2013-2014.
Zidentyfikowano i przeanalizowano wstepnie 124 historie choroby z rozpoznaniami
ICD-10: C18, C19 lub C20. Ze wzgledu na odmienng etiologie, prognoze i leczenie, pacjenci z
rakiem kanatu odbytu i odbytu (ICD-10 C21) nie zostali wtaczeni do badania. Po wstepnej
analizie i weryfikacji wtgczono do dalszego badania 106 pacjentéw. Z archiwum Zaktadu
Patomorfologii 4. Wojskowego Szpitala Klinicznego uzyskano bloczki parafinowe oraz
preparaty histopatologiczne wszystkich wtgczonych pacjentéw. Trudnosci natury technicznej
napotkane w trakcie procesu oznaczania ekspresji nektyn w preparatach histopatologicznych
spowodowaty, ze cze$é z nich nie nadawata sie do miarodajnej oceny. Ostatecznie do badania
zakwalifikowano 92 pacjentdw. Nastepnie przesledzono dalsze losy chorych uwzgledniajgc
daty i przyczyny zgondw, jesli wystgpity. Dla catkowitego czasu przezycia date korca
obserwacji przyjeto na dzien 25.02.2023 r. w ktérym otrzymano koficowy raport Urzedu Stanu

Cywilnego we Wroctawiu potwierdzajgcy status pacjentéw w badaniu.

Grupa badana

W grupie badanej znalazto sie 37 kobiet (40,22%) i 55 mezczyzn (59,78%) w wieku od
48 do 90 lat. (Tabela 7) Tylko 1 posréd 92 pacjentéw (1,08%) byt ponizej 50 roku zycia. Sredni
wiek pacjenta w chwili operacji wynosit 67,93 lat. Posrdd leczonych, 61 (66,3 %) miato raki
lewej potowy jelita grubego a 31 prawej potowy jelita grubego (33,7%). Przedstawiona

charakterystyka grupy badanej znajduje odzwierciedlenie w generalnej strukturze
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zachorowan pod wzgledem ptci, wieku, lokalizacji guza posrdd polskich pacjentéw w tym
czasie.®>%® Wszystkie przypadki wtaczone do badania dotyczyty gruczolakorakéw jelita

grubego.

Tabela 7. Statystyka opisowa

M SD Me
Wiek 67,93 10,21 66,00
BMI 25,48 4,45 24,59
n %
] Kobiety 37 40,22
Ptec e
Mezczyzni 55 59,78
Lewa potowa jelita grubego 61 66,30
Lokalizacja wa potow J_ I. grubes
Prawa potowa jelita grubego 31 33,70
. . Nie 56 60,87
Nikotynizm
Tak 36 39,13
Ni 86 93,48
Naduzywanie alkoholu ' ’
Tak 6 6,52
Brzuszno-kroczowe odjecie odbyticy 2 2,17
Przednia resekcja odbytnicy 43 46,74
i Hemikolektomia lewostronna 11 11,96
Typ zabiegu . )
Hemikolektomia prawostronna 29 31,52
Sigmoidektomia 4 4,35
Resekcja poprzecznicy 3 3,26
Zabieg laparoskopow Nie >9 64,13
&'ap powy Tak 33 35,87
1 27 29,35
Stopien zaawansowania 2 32 34,78
wg. AJCC 8. edycja 3 22 23,91
4 11 11,96
Dodatni wywiad rodzinny Nie 86 93,48
w kierunku RIG Tak 6 6,52

M — $rednia; SD — odchylenie standardowe; Me — mediana; n — liczebnos¢
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Ocena preparatdéw i badania immunohistochemiczne

Celem oceny ekspresji biatek Nectin 2, Nectin 3 i Nectin 4 wykorzystano metode
immunohistochemiczng. Bloczki parafinowe do badadn immunohistochemicznych
wytypowano na podstawie preparatdw histopatologicznych barwionych metodg HE. Z
kazdego przypadku wytypowano po jednym bloczku parafinowym. Z wybranych bloczkéw
przygotowano preparaty do barwien immunohistochemicznych przeciwko przeciwciatom:
Nectin 2 (Invitrogen, przeciwciato poliklonalne o numerze katalogowym PA5-82470,
zastosowane rozcienczenie 1:200), Nectin 3 (Invitrogen, przeciwciato poliklonalne o numerze
katalogowym PA5-82410, zastosowane rozciericzenie 1:75) i Nectin 4 (Invitrogen, przeciwciato
poliklonalne o numerze katalogowym PA5-98636, zastosowane rozcienczenie 1:250).
Barwienia immunohistochemiczne wykonano z zastosowaniem barwiarki Autostainer Link 48
(Dako). Celem uwidocznienia reakcji wykorzystano zestaw do wizualizacji Envision FLEX+
(Dako) oraz DAB (3,3'-diaminobenzydyna) jako chromogen. Zgodnie z instrukcjg producenta
przeciwciat zastosowano kontrole zewnetrzne:

e Dla nektyny 2 i 3 kontrole stanowita tkanka tozyska
e Dla nektyny 4 kontrole stanowit gruczolakorak trzustki

Do oceny ekspresji nektyn w preparatach histopatologicznych postugiwano sie 2
metodami:

1. metodg ilosciowag: na podstawie odsetka komdrek wykazujgcych ekspresje, z
podziatem ekspresji na negatywng (<50% komorek) i pozytywna (>50% komorek)

2. sytemem klasyfikacji IRS (immuno reactive score), na ktéry sktada sie iloczyn
punktowego odpowiednika odsetka komodrek prezentujgcych antygen i punktowego
odpowiednika intensywnosci wybarwienia preparatu.®’—>°

Wykorzystano nastepujgcy wzor:

% komoérek wykazujacych ekspresje X intensywno$S¢ wybarwienia = punkty IRS

Otrzymany wynik interpretowano zgodnie z kryteriami przedstawionymi w tabeli 8. W analizie
statystycznej wykorzystywano réwniez podziat na pacjentéw, u ktdérych nie wykryto w
preparatach ekspresji (IRS 0-1) oraz pacjentéw, u ktérych w preparatach wykryto ekspresje

(IRS 2-12).
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Tabela 8. Klasyfikacja IRS

0- Komorki nie wykazujg ekspresiji 0- brak barwnej reakgji

1- <10% komodrek 1- staba reakcja wybarwienia

2- 10-50% 2- umiarkowana reakcja wybarwienia
3- 51-80% 3- silna reakcja wybarwienia

4- >80%

0-1 -brak ekspresji
2-3 -staba ekspresja
4-8 -umiarkowana ekspresja

9-12 -silna ekspresja

Reakcje immunohistochemiczne oceniane byty wspdlnie przez dr n. med. Pawia
Gajdzisa (promotor pomocniczy doktoratu) oraz lek. Jakuba Kobeckiego (doktorant).
Wykorzystywano mikroskop swietlny (Olympus BX46) z cyfrowg kamerg (Olympus SC180) i
dodatkowy ekran zewnetrzny, ktéry pozwalat jednoczasowo oglgdaé preparaty. Oceniajacy
dokonywali indywidualnie przyznania punktéw w klasyfikacji IRS. W przypadku gdy punktacje
oceniajacych nie byty zgodne, wszystkie rozbieznosci dyskutowano i ustalano wspdlny,
odpowadajacy obu oceniajgcym wynik klasyfikacji IRS. W ocenianych preparatach nektyna 2
wykazywata gtéwnie ekspresje btonowg, a czesciowo btonowo-cytoplazmatyczna.
Obserwowane ekspresje nektyn 3 i 4 miaty gtdwnie charakter cytoplazmatyczny i czesciowo
btonowo-cytoplazmatyczny. W trakcie oceniania preparatéw histopatologicznych Wybrane
przyktady odpowiadajgce konkretnym stopniom ekspresji wg. Klasyfikacji IRS przedstawia

rycina 7.
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staba ekspresja umiarkowana ekspresja wysoka ekspresja

bez ekspres;ji

Nektyna 2 Nektyna 3 Nektyna 4

Rycina 7. Reprezentacja klasyfikacji IRS na przyktadowych preparatach grupy badanej.
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Analizowane czynniki

Utworzono baze danych o pacjentach grupy badanej zawierajgca nastepujgce czynniki:

Pteé (K/M)
Wiek (lata)
Waga (kg)
W?zrost (cm)

BMI (kg/m?)

U T A

Lokalizacja guza w jelicie grubym (wydzielone grupy: strona prawa/lewa oraz

prawa/lewa/odbytnica)

7. Wielkos$¢ guza (cm)

8. Wynik badania histopatologicznego:
- Ocena stopnia histologicznego zréznicowania (skala dwustopniowa: niski/wysoki)
- Stopien zaawansowania na podstawie klasyfikacji TNM (AJCC/UICC)
- Komponenta $luzowa (tak/nie)
- Stopien zaawansowania RJG (AJCC/UICC)

9. Narzad, w ktérym wykryto przerzuty, jesli wystepowaty

10. Nikotynizm (tak/nie)

11. Naduzywanie alkoholu (tak/nie)

12. Cholecystektomia w przesztosci (tak/nie)

13. Grupa krwi (uktad ABO i Rh)

14. Dodatni wywiad rodzinny w kierunku RJG (tak/nie)

15. Technika zabiegu operacyjnego (klasyczny/laparoskopowy)

16. Zakres resekciji jelita grubego (rodzaj zabiegu)

17. Data zabiegu operacyjnego

18. Data zgonu, jezeli wystagpit

19. Przyczyna $mierci (RJG/inna)

20. Catkowity czas przezycia liczony od dnia zabiegu (dni)

21. Czas przezycia do wznowy/progresji RIG (miesigce)

22. Przedoperacyjne stezenie antygenu rakowo-ptodowego CEA (ng/ml)
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23. Przedoperacyjne stezenie Ca-19.9 (U/ml)

24. Ekspresja nektyny 2, 3 i 4 w preparatach histopatologicznych pobranych podczas
zabiegdéw operacyjnych:
- procent komodrek wykazujgcych ekspresje (0-3)
- intensywnos¢ ekspresji (0-4)
- wynik IRS (iloczyn wynikéw intensywnosci ekspresji i procentowego udziatu komorek
wykazujgcych ekspresje
- ocena ekspresji na podstawie powyzszych zmiennych (brak ekspresji, niska, srednia,
wysoka)
-ocena ekspresji na podstawie odsetka komdrek wykazujacych ekspresje (<50% vs.

>50% komorek)
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Analiza statystyczna

W celu weryfikacji czasu przezycia pacjentéw w zaleznosci od zmierzonego stopnia
ekspresji nektyn w preparatach histopatologicznych przeprowadzono analizy
przezycia przy uzyciu estymacji funkcji przezycia Kaplana-Meiera. Pordéwnanie

krzywych Kaplana-Meiera wykonano za pomoca testu log-rank.

W celu weryfikacji réznic pomiedzy czynnikami mierzonymi za pomocg zmiennych
ilosciowych oraz porzadkowych przeprowadzono serie porédwnan przy uzyciu testu t

Studenta dla préb niezaleznych.

Z uwagi na ztamanie zatozen normalnosci rozktadéw zmiennych oraz wyraing
nierownolicznos¢ w poréwnywanych grupach parametryczne analizy zostaty

uzupetnione o nieparametryczne odpowiedniki (testy Manna-Whitney’a).

Analize wptywu zmiennych ilo$ciowych na przezywalnos¢ analizowano za pomocga
modelu hazardéw proporcjonalnych Coxa. Wyniki przedstawiono w postaci
wspotczynnikéw HR (hazard ratio, hazard wzgledny) z 95-procentowym przedziatem

ufnosci. Normalno$é rozktadu zmiennych badano za pomoca testu Shapiro-Wilka.

W analizie przyjeto poziom istotnosci 0,05 - wszystkie wartosci p ponizej 0,05
interpretowano jako $wiadczace o istotnych statystycznie zalezno$ciach.
W celu zagwarantowania rzetelnosci wynikéw badan i doboru wifasciwych metod

statystycznych nawigzano wspétprace z doswiadczonym statystykiem medycznym.
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Zastosowane oprogramowanie
e Analize statystyczng wykonano w programie SPSS Statistica wersja 28.0.1,
e Baze danych sporzadzono w arkuszach kalkulacyjnych Microsoft Excel, wersja 2.70.1

e Opracowanie tekstu wykonano w edytorze tekstu Microsoft Word, wersja 16.47, z

rozszerzeniem do obstugi cytowan Mendeley Cite, wersja 1.56.1

e Opracowanie rycin wykonano w programie Apple Preview, wersja 11.0 oraz Canva,

werjsa 1.64.0
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Wyniki

Ogdlna analiza przezycia pacjentéw

Tabela 9. Wskazniki przezycia dla przedziatéw czasowych

95% ClI
Przezycie npacjentdw nzgondw % przezycia M(miesigce) SE LLcr uLa
3-letnie 92 35 61,96% 28,91 1,13 26,70 31,13
5-letnie 92 42 54,35% 43,12 2,22 38,78 47,46
Ogodlne 92 60 34,78% 68,58 4,75 59,27 77,89

M — $rednia; SD — odchylenie standardowe; LL i UL — dolna i gérna granica 95% przedziatu

ufnosci
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Rycina 8. Funkcja catkowitego przezycia pacjentdw z grupy badane;.
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Analiza przezycia pacjentow w zaleznosci o mierzonej ekspresji nektyn 2,3 i 4

W celu weryfikacji réznic w funkcjach przezycia 5-letniego i catkowitego, wynikajgcych
z obserwowanej ekspresji wybranych nektyn, przeprowadzono odrebne serie analiz w
zaleznosci od przyjetej metody interpretacji badann immunohistochemicznych. W pierwszej
kolejnosci wykonano analize dla nektyn 2, 3 i 4 podzielonych ze wzgledu na odsetek komérek
wykazujacy ekspresje nektyn. Punktem odciecia dla preparatéw z pozytywng lub negatywng
ekspresjg nektyn byto stwierdzenie ponad 50% komodrek wykazujacych ekspresje (>50%). W
tabeli 13. zostaty zaprezentowane analizowane czestosci, srednie dtugosci przezycia wraz z
odchyleniami standardowymi, 95% przedziatami ufnosci oraz wynikami testéw log-rank.
Wynik testu okazat sie istotny statystycznie w modelach dla nektyny 3 oraz 4. Oznacza to, ze
funkcje przezycia réznig sie istotnie statystycznie. W modelach, pacjenci z pozytywng (>50%
komodrek) ekspresja nektyny 4 i negatywng (<50% komorek) ekspresja nektyny 3
charakteryzowali sie krétszym s$rednim czasem przezycia. Funkcje przezycia zostaty

zaprezentowane na rycinach 9, 10i 11.
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Tabela 10.Wyniki analiz przezycia catkowitego dla pozytywnej i negatywnej ekspresji nektyn

95% ClI
n n %
Nektyny M SE LLCl uLcl X
Ekspresja pacjentéw zgondw przezycia
2 Negatywna 68 43 36.76% 73.33 531 62.92 83.74
1.28
Pozytywna 23 16 30.43% 57.09 9.73 38.02 76.16
3 Negatywna 69 49 28.99% 63.50 5.37 5296 74.03
4,25%
Pozytywna 22 10 54.55% 86.14 9.12 68.25 104.02
4 Negatywna 29 12 58.62% 98.75 5.84 87.32 110.19
14.45%**
Pozytywna 62 48 22.58% 53.71 5.58 42.77 64.64

M —srednia; SD — odchylenie standardowe; LL i UL —dolna i gbrna granica 95% przedziatu ufnosci, x2—wynik testu chi-kwadrat
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Rycina 9. Funkcje catkowitego przezycia dla negatywnej i pozytywnej ekspresji nektyn 2
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Rycina 10. Funkcje catkowitego przezycia dla negatywnej i pozytywnej ekspresji nektyn 3.
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Rycina 11. Funkcje catkowitego przezycia dla negatywnej i pozytywnej ekspresji nektyn 4.
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W kolejnym kroku, w celu weryfikacji réznic w funkcjach przezycia 5-letniego i
catkowitego, wynikajgcych z negatywnej, niskiej, sredniej lub wysokiej ekspresji nektyn (2, 3 i
4) w oparciu o klasyfikacje IRS (immunoreactivity scoring system) przeprowadzono serie analiz
przezycia z wykresem Kaplan-Meier’a osobno dla ekspresji nektyn 2, 3 oraz 4. W tabeli 14
zostaty zaprezentowane analizowane czestosci, Srednie dtugosci przezycia wraz z odchyleniami
standardowymi, 95% przedziatami ufnosci oraz wynikami testow log-rank. Wynik testu log-
rank okazat sie istotny statystycznie jedynie w przypadku modelu dla ekspresji nektyny 4.
Oznacza to, ze funkcje przezycia réznity sie istotnie statystycznie. Pacjenci z wysokg ekspresja
nektyn 4 charakteryzowali sie najkrotszym $rednim czasem przezycia oraz najwieksza

Smiertelnoscig. Funkcje przezycia zostaty zaprezentowane na rycinach 12,13,14.

Tabela 11. Wyniki analiz przezycia 5-letniego dla ekspresji nektyn 2,3 i 4 wg. Klasyfikacji IRS

95% ClI
. Liczba Liczba % 5
Nektyna  Ekspresja o | L M SE LLCI uLci X
pacjentow zgondw  przezycia

Zerowa 38 13 65,79% 48,66 3,09 42,60 54,72

Niska 14 8 42,86% 39,29 5,07 29,35 49,22 5 o8
2 Srednia 32 15 53,13% 42,69 3,82 35,21 50,17 ’

Wysoka 7 5 28,57% 28,71 8,06 12,93 44,50

Zerowa 34 20 41,18% 38,35 3,82 30,86 45,85

Niska 26 11 57,69% 43,96 4,15 3582 52,10 517
3 Srednia 26 9 65,38% 47,73 3,73 40,42 55,04 ’

Wysoka 5 1 80,00% 52,20 6,98 38,53 65,87

Zerowa 11 1 90,91% 57,55 2,34 52,96 62,13

Niska 9 1 88,89% 56,78 3,04 50,82 62,73

, 31,90%**
4 Srednia 30 9 70,00% 50,17 3,16 43,98 56,35

Wysoka 41 31 24,39% 30,68 3,37 24,08 37,29
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Tabela 12. Wyniki analiz przezycia catkowitego dla ekspresji nektyn 2,3 i 4 wg. Klasyfikacji IRS

95% CI
0,
Nektyna Ekspresja o " A ) M SE LLCI uLcl X
pacjentéw zgondw przezycia
2 Zerowa 38 24 36,84% 78,67 6,81 65,33 92,01
Niska 14 9 35,71% 58,14 11,01 36,57 79,72 394
Srednia 32 20 37,50% 67,16 8,04 51,40 8291 ’
Wysoka 7 6 14,29% 40,29 14,85 11,19 69,39
3 Zerowa 34 26 23,53% 54,56 7,29 40,27 68,84
Niska 26 17 34,62% 68,78 8,62 51,88 85,68 7 67
Srednia 26 15 42,31% 81,60 8,57 64,81 98,40 ’
Wysoka 5 1 80,00% 93,00 16,10 61,45 124,56
4 Zerowa 11 2 81,82% 110,55 7,75 95,35 125,74
Niska 9 5 44,44% 92,14 8,49 75,49 108,79
3 . 39,27%**
Srednia 30 15 50,00% 84,43 7,67 69,40 99,47
Wysoka 41 38 7,32% 38,54 5,44 27,87 49,21
M — $rednia; SD — odchylenie standardowe; LL i UL — dolna i gérna granica 95% przedziatu ufnoéci, x> — wynik testu chi-
kwadrat
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Rycina 12. Funkcje catkowitego przezycia dla 4-stopniowej skali ekspresji nektyn 2.
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Rycina 13. Funkcje catkowitego przezycia dla 4-stopniowej skali ekspresji nektyn 3.

10 Ekspresja
’ nektyn 4
—I1Zerowa
—Niska
~I1Srednia
08 — 1 Wysoka
'% 06
3
2
-% 04
N
o
02 —
- 1
0.0
00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00

Czas [miesiace]

Wykres 14. Funkcje catkowitego przezycia dla 4-stopniowej skali ekspresji nektyn 4.
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Po analizie wczesniejszych wynikéw dla nektyny 3, zdecydowano na dodatkowg
weryfikacje réznic w funkcjach przezycia, opartg na klasyfikacji IRS z alternatywnym
podziatem. Pacjentéw podzielono na grupy bez ekspresji (ekspresja zerowa, IRS 0-1) i z
pozytywng ekspresjg (wczesniej jako niska, umiarkowana i wysoka, IRS 2-12). Przeprowadzono
serie analiz przezycia z wykresem Kaplan-Meier’a osobno dla ekspresji nektyn 2, 3 oraz 4. W
tabeli 14 zostaty zaprezentowane analizowane czestosci, srednie dtugosci przezycia wraz z
odchyleniami standardowymi, 95% przedziatami ufnosci oraz wynikami testéw log-rank.
Wynik testu log-rank okazat sie istotny statystycznie w przypadku modeli dla ekspresji nektyny
3 i 4. Oznacza to, ze funkcje przezycia rdéznity sie istotnie statystycznie. Pacjenci z wysoka
ekspresjg nektyn 4 charakteryzowali sie najkrotszym s$rednim czasem przezycia oraz

najwiekszg Smiertelnoscia. Funkcje przezycia zostaty zaprezentowane na rycinach 15, 16 i 17

Tabela 13. Wyniki analiz przezycia 5-letniego dla ekspresji nektyn wg. Klasyfikacji IRS (0-1) vs. (2-12)

95% Cl
Nektyna Ekspresig <203 Liczba M s ua w2
pacjentéw zgondw  przezycia

2 Zerowa 39 14 64.10% 47.44 3.25 41.07 53.80 556
Eskpresja 53 28 47.17% 39.94 294 34.18 45.70

3 Zerowa 34 20 41.18% 38.35 3.82 30.86 45.85 3.98*
Eskpresja 58 22 62.07% 4591 2.64 40.74 51.09

4 Zerowa 11 1 90.91% 57.55 2.34 5296 62.13 5 5ok
Eskpresja 81 41 49.38% 41.16 2.42 36.43 45.90

M —srednia; SD— odchylenie standardowe; LL i UL —dolna i gbrna granica 95% przedziatu ufnosci, x2—wynik testu chi-kwadrat

Tabela 14. Wyniki analiz przezycia catkowitego dla ekspresji nektyn wg. Klasyfikacji IRS (0-1) vs. (2-12)

95% CI
Nektyna Ekspresja Li'czba' LiCZI?a % . M SE LLCl  uLa X
pacjentéw zgondw przezycia

2 Brak 39 25 35,90% 76,67 6,92 63,12 90,23 0,87
Ekspresja 53 35 33,96% 62,24 6,28 49,94 74,55

3 Brak 34 26 23,53% 54,56 7,29 40,27 68,84 5,05*
Ekspresja 58 34 41,38% 76,61 591 6502 88,20

4 Brak 11 2 81,82% 110,55 7,75 95,35 125,74 g g5+
Eskpresja 81 58 28,40% 62,86 4,96 53,14 72,58
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Rycina 15. Funkcje catkowitego przezycia dla nektyny 2 i alternatywnej klasyfikacji IRS (0-1) vs. (2-12)
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Rycina 16. Funkcje catkowitego przezycia dla nektyny 3 i alternatywnej klasyfikacji IRS (0-1) vs. (2-12)
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Rycina 17. Funkcje catkowitego przezycia dla nektyny 4 i alternatywnej klasyfikacji IRS (0-1) vs. (2-12)

Przeprowadzono réwniez analize ekspresji nektyn 2,3 i 4, zgodnie z przyjetymi wczesniej

metodami podziatu, a ryzyka zgonu w okresie catej obserwacji. Analizowano za pomoca

modelu hazardéw proporcjonalnych Coxa. Wyniki przedstawiono w postaci wspdtczynnikéw

HR (hazard ratio, hazard wzgledny) z 95-procentowym przedziatem ufnosci. Zgodnie z

przedstawionymi wczesniej wynikami, obserwowane wieksze ryzyko zgonu wsréd pacjentéw

z wyiszg ekspresjg nektyny 2 nie ma istotnosci statystycznej. N

Tabela 15. Wspdtczynnik hazardu dla zgonu w zaleznosci od ekspresji nektyn (wg. wyrdznionych

podziatow) w catym okresie obserwacji.

(B) HR (95% Cl dla Test p
HR) walda
Ekspresja nektyny 2 IRS 0.17 | 1,2(0,9-1,6) 1.5 0.22
Ekspresja nektyny 3 wg. % -0.99 | 0,37 (0,16-0,87) 5.1 0.023*
Ekspresja nektyny 3 IRS -0.16 | 0,29 (0,3-0,76) 2.1 0.28
Ekspresja nektyny 3 IRS (0-1 vs.2-12) -0.61 | 0.54 (0.31-0.96) 4.4 0.036*
Ekspresja nektyny 4 wg. % 1.9 | 6,6 (2,6-17) 16 | <0.001***
Ekspresja nektyny 4 IRS 1.4 | 4(2,4-6,8) 27 | <0.001%***

64



Ekspresja nektyn 2,3 i 4 a pozostate mierzone zmienne

W celu weryfikacji zwigzkéw pomiedzy ekspresjg nektyn 2, 3 i 4 (klasyfikacja IRS) a
pozostatymi mierzonymi zmiennymi przeprowadzono analize korelacji ze wspotczynnikami rho
Spearmana oraz r Pearsona. Na podstawie wynikdow zaprezentowanych w tabeli 16.,
stwierdzono, ze ekspresja nektyny 3 byta ujemnie i stabo zwigzana ze stezeniem CEA w
surowicy pacjenta przed zabiegiem, z srednicg guza i stopniem zaawansowania RJG. Oznacza
to, ze wraz z wzrostem stezenia CEA, wzrostem $rednicy guza mierzonej w cm i wzrostem
stopnia zaawansowania RJG, malata ekspresja nektyny 3. W przypadku nektyny 4 stwierdzono,
ze jej ekspresja byta dodadnio i umiarkowanie zwigzana ze stezeniem CEA w surowicy pacjenta
przed zabiegiem i stopniem zaawansowania RJG. Oznacza to, ze wraz z wzrostem stezenia CEA
i stopnia zaawansowania RJG, obserwowana ekspresja nektyny 4 wzrastata. Korelacja

ekspresji nektyny 4 z cecha T byta na granicy istotnosci statystycznej.

Tabela 16. Wspdtczynniki korelacji ekspresji nektyn 2, 3 i 4 oraz pozostatych mierzonych zmiennych

Nektyny 2 Nektyny 3 Nektyny 4

Nektyna 2 rho Spearmana - -0,02 0,13
Istotnos¢ - 0,820 0,223
Nektyna 3 rho Spearmana -0,02 - -0,16
Istotnos¢ 0,820 - 0,137
Nektyna 4 rho Spearmana 0,13 -0,16 -
Istotnos¢ 0,223 0,137 -
Wiek rho Spearmana -0,06 -0,07 0,01
Istotnosc 0,546 0,535 0,962
BMI rho Spearmana -0,02 0,03 -0,08
Istotnosc 0,863 0,776 0,452
CEA rho Spearmana 0,13 -0,33" 0,45™
Istotnosc 0,233 0,003 <0,001
Cal9 rho Spearmana 0,15 -0,17 0,05
Istotnosc 0,278 0,229 0,713
Tumor size rho Spearmana -0,08 -0,30" 0,09
Istotnosc 0,478 0,003 0,386
Stage rho Spearmana 0,07 -0,28" 0,43
Istotnosc 0,485 0,007 <0,001
T rho Spearmana -0,02 -0,09 0,20
Istotnosc 0,867 0,382 0,053
Wiek rho Spearmana -0,06 -0,07 0,01
Istotnosc 0,546 0,535 0,962
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W celu weryfikacji zwigzkéw pomiedzy ekspresjg lub brakiem ekspresji nektyn 2, 3 oraz
4 a lokalizacja (guz prawe] potowy lub lewej potowy jelita grubego oraz jelito grube vs.
odbytnica), stopniem ztosliwosci histologicznej, ptcig, natogami, oraz T, N i M przeprowadzono
serie analiz przy uzyciu testu niezaleznosci chi-kwadrat. W pierwszej kolejnosci zweryfikowano
zwigzki dla ekspresji nektyny 2. Na podstawie wynikéw zaprezentowanych w tabeli 17
stwierdzono istotny statystycznie zwigzek ekspresji nektyny 2 z lokalizacjg; Na podstawie
skorygowanych reszt standaryzowanych stwierdzono, ze ekspresja nektyny 2 zwigzana byta z

lokalizacjg guza w prawej potowie jelita grubego.
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Tabela 17. Tabela krzyZowa dla ekspresji nektyny 2 oraz pozostatych zmiennych

Ekspresja nektyny 2

Brak Ekspresja X
Lewa potowa n 32 29
Jelita grubego % z ogétu 34,8% 31,5%
Lokalizacja 2.7) (2.7) 7.51**
Prawa potowa n 7 24
Jelita grubego % z ogétu 7,6% 26,1%
(-2,7) (2,7)
Niski n 33 49
% z ogbtu 35,9% 53,3%
St. ztosliwosci (-1,2) (1,2) 231
histologicznej Wysoki n 6 4 ’
(grading) % 2 ogbtu 6,5% 4,3%
(1,2) (-1,2)
Kobieta n 13 24
% z ogotu 14,10% 26,10%
-1,2 1,2
Ple¢ Mezczyzna n : 26 ) (29) 133
% z ogotu 28,30% 31,50%
(1,2) (-1,2)
Nie n 24 32
% z ogotu 26,10% 34,80%
Nikotynizm (0,1) (-0,1) 001
Tak n 15 21 '
% z ogotu 16,30% 22,80%
(-0,1) (0,1)
Nie n 36 50
% z ogotu 39,10% 54,30%
Naduzywanie alkoholu (-0,4) (0,4) 015
Tak n 3 3 )
% z ogbtu 3,30% 3,30%
(0,4) (-0,4)
Nie n 33 44
% z ogotu 35,90% 47,80%
Guz zlokalizowany (0,2) (-0,2)
w odbytnicy Tak ; . 5 0,04
% z ogbtu 6,50% 9,80%
(-0,2) (0,2)

Uwaga. W nawiasach zostaty podane skorygowane reszty standaryzowane.
*** _p<0,001; **-p<0,010; *—p < 0,050

67



Na podstawie wynikéw zaprezentowanych w tabeli 18 nie stwierdzono istotnych

statystycznie zwigzkdéw z cechami T, N i M.

Tabela 18. Tabela krzyzowa dla ekspresji nektyny 2 oraz cech T, Ni M

Ekspresja nektyn 2

Brak Ekspresja X
1 n 3 3
% z ogbtu 3,3% 3,3%
(0,4) (-0,4)
2 n 11 19
% z ogotu 12,0% 20,7%
T (-0,8) (0,8)
3 n 24 27 01>
% z ogotu 26,1% 29,3%
(1,0) (-1,0)
4 n 1 4
% z ogbtu 1,1% 4,3%
(-1,0) (1,0)
0 n 26 36
% z ogotu 28,3% 39,1%
(-0,1) (0,1)
1 n 9 9
N % z ogotu 9,8% 9,8% 0,84
(0,7) (-0,7)
2 n 4 8
% z ogbtu 4,3% 8,7%
(-0,7) (0,7)
0 n 36 43
% z ogbtu 39,1% 46,7%
(1,5) (-1,5)
M 1 n 3 10 231
% z ogbtu 3,3% 10,9%
(-1,5) (1,5)

Uwaga. W nawiasach zostaty podane skorygowane reszty standaryzowane.
*** _p<0,001; **-p<0,010; *—p < 0,050

Taka samg analize wykonano w przypadku ekspresji nektyn 3. Nie stwierdzono istotnych

statystycznie zwigzkéw analizowanymi czynnikami demograficznymi i klinicznymi (Tabela 19.).
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Tabela 19. Tabela krzyzowa dla ekspresji nektyny 3 oraz pozostatych zmiennych.

Ekspresja nektyn 3

Brak Ekspresja X
Lokalizacja n 24 37
Lewa strona % z ogobtu 26,1% 40,2%
(0,7) (-0,7)
n 10 21 044
Prawa strona %z ogétu 10,9% 22,8%
(-0,7) (0,7)
St. ztosliwosci n 30 52
Niski % z ogdtu 32,6% 56,5%
histologicznej (-0,2) (0,2)
p 4 . 0,05
Wysoki % z ogdtu 4,3% 6,5%
(grading) (0,2) (-0,2)
Pte¢ Kobieta n 1 26
% z ogotu 12,00% 28,30%
(-1,2) (1,2) 135
Mezczyzna n 23 32
% z ogotu 25,00% 34,80%
(1,2) (-1,2)
Palenie Nie n 22 34
% z ogotu 23,90% 37,00%
(0,6) (-0,6) .
Tak n 12 24
% z ogotu 13,00% 26,10%
(-0,6) (0,6)
Alkohol Nie n 32 54
% z ogotu 34,80% 58,70%
(0,2) (-0,2) .
Tak n 2 4
% z ogotu 2,20% 4,30%
(-0,2) (0,2)
Odbytnica Nie n 29 48
% z ogotu 31,50% 52,20%
(0,3) (-0,3) 01
Tak n 5 10
% z ogotu 5,40% 10,90%
(-0,3) (0,3)

Uwaga. W nawiasach zostaty podane skorygowane reszty standaryzowane.
*** _ p<0,001; ** - p<0,010; *-p < 0,050
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Stwierdzono natomiast istotny statystycznie zwigzek pomiedzy ekspresjg nektyny 3 a
obecnoscig przerzutdw. Na podstawie skorygowanych reszt standaryzowanych stwierdzono,

ze obecnosc¢ przerzutdw byta zwigzana z brakiem ekspresji nektyny 3 (Tabela 20).

Tabela 20. Tabela krzyzowa dla ekspresji nektyny 3 oraz T, Ni M
Ekspresja nektyn 3

Brak Ekspresja X
n 2 4
1  %zogdtu 2,2% 4,3%
(-0,2) (0,2)
n 11 19
2 %zogotu 12,0% 20,7%
T 0.0 (©0.0) 0,76
n 20 31
3 %zogotu 21,7% 33,7%
(0,5) (-0,5)
n 1 4
4  %zogdbtu 1,1% 4,3%
(-0,8) (0,8)
n 21 41
0 %zogotu 22,8% 44,6%
(-0,9) (0,9)
n 8 10
N 1  %zogdtu 8,7% 10,9% 0,80
(0,7) (-0,7)
n 5 7
2 %zogotu 5,4% 7,6%
(0,4) (-0,4)
n 26 53
0 %zogotu 28,3% 57,6%
M (2.0) (2.0) 3,93*
n 8 5
1  %zogdtu 8,7% 5,4%
(2,0) (-2,0)

Uwaga. W nawiasach zostaty podane skorygowane reszty standaryzowane.*** — p < 0,001; ** — p < 0,010; * — p < 0,050

W ostatnim kroku zweryfikowano zwigzki dla ekspresji nektyny 4. Na podstawie
wynikéw zaprezentowanych w tabeli 21. Stwierdzono istotny statystycznie zwigzek pomiedzy
ekspresjg nektyny 4 a stopniem ztosliwosci histologicznej guza. Na podstawie skorygowanych
reszt standaryzowanych stwierdzono, ze brak ekspresji nektyny 4 byt zwigzany z wysokim

poziomem ztosliwosci histologicznej.
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Tabela 21. Tabela krzyzowa dla ekspresji nektyny 4 oraz pozostatych zmiennych

Ekspresja nektyny 4

X
Brak Ekspresja
Lewa strona n 7 54
% z ogotu 7,6% 58,7%
(-Olz) (012)
Lokalizacja 0,04
Prawa strona p 4 27
% z ogbtu 4,3% 29,3%
(012) ('012)
Niski n 7 75
% z ogotu 7,6% 81,5%
St'. zfos’li'wos'ci (-2,9) (2,9)
histologicznej WvsoKi 8,38**
(gradeing) ysoKi n 4 6
% z ogbtu 4,3% 6,5%
(219) ('219)
Kobieta n 5 32
% z ogbtu 5,40% 34,80%
, (014) '0/4
Pted 0,14
Mezczyzna n 6 49
% z ogbtu 6,50% 53,30%
-0,4 0,4
Nie n 6 50
% z ogbtu 6,50% 54,30%
-0,5 0,5
Palenie 0,21
Tak n 5 31
% z ogotu 5,40% 33,70%
0,5 -0,5
Nie n 11 75
% z ogotu 12,00% 81,50%
0,9 -0,9
Alkohol 0,87
Tak n 0 6
% z ogotu 0,00% 6,50%
-0,9 0,9
Nie n 9 68
% z ogotu 9,80% 73,90%
-0,2 0,2
Odbytnica
Tak n 2 13
% z ogbtu 2,20% 14,10%
012 _0/2 0,03

Uwaga. W nawiasach zostaty podane skorygowane reszty standaryzowane. *** —p <0,001; ** — p < 0,010; * — p < 0,050



Na podstawie wynikow zaprezentowanych w tabeli 22 nie stwierdzono istotnych statystycznie
zwigzkdw nektyny 4 z cechami T, N i M.

Tabela 22. Tabela krzyzowa dla ekspresji nektyny 4 oraz T, Ni M

Ekspresja nektyn 4

Brak Ekspresja X
1 n 0 6
% z ogbtu 0,0% 6,5%
(-0,9) (0,9)
2 n 6 24
% z ogbtu 6,5% 26,1%
T 17) (17) 0,29
3 n 4 47
% z ogbtu 4,3% 51,1%
(-1,4) (1,4)
4 n 1 4
% z ogbtu 1,1% 4,3%
(0,6) (-0,6)
0 n 10 52
% z ogbtu 10,9% 56,5%
(1,8) (-1,8)
1 n 1 17
N % z ogbtu 1,1% 18,5% 0,19
(-0,9) (0,9)
2 n 0 12
% z ogbtu 0,0% 13,0%
(-1,4) (1,4)
0 n 11 68
% z ogbtu 12,0% 73,9%
M (1.4) (1.4) 2,06
1 n 0 13
% z ogbtu 0,0% 14,1%
(-1,4) (1,4)

Uwaga. W nawiasach zostaty podane skorygowane reszty standaryzowane. *** —p <0,001; ** — p < 0,010; * — p < 0,050
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Analiza przezycia pacjentéw a sktadowe klasyfikacji TNM

Tabela 23. Wyniki analiz przezycia dla przedziatow czasowych i cechy T

95% CI
" n %przezycia M SE LI ULC ¥
Przezycie T pacjentéw  zgondw
5-letnie 1 6 1 83.33% 5150 7.76 36.29 66.71
2 30 11 63.33% 4460 4.15 36.46 52.74 3.10
3 51 27 47.06% 41.26 2.87 35.64 46.87 '
4 3 40.00% 4320 8.54 26.46 59.94
Ogdlne 1 3 50.00% 84.67 15.45 5438 114.95
2 30 17 43.33% 7437 852 57.67 91.06 5 60
3 51 36 29.41% 63.31 6.20 51.16 75.47 '
4 5 4 20.00% 54.00 13.96 26.63 81.37
10 T T
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Rycina 18. Funkcje catkowitego przezycia dla 4-stopniowego T

73

120.00



Tabela 24. Wyniki analiz przezycia dla przedziatow czasowych i cechy N

95% Cl
0,
. 'n . n, A) . SE LLCI uLCl X
Przezycie N pacjentow zgondw  przezycia
5-letnie 0 62 21 66.13% 4855 2.40 43.84 53.26
1 18 13 27.78% 31.44 5.10 21.45 41.44 13.60***
2 12 8 33.33% 3258 6.09 20.66 4451
Ogdlne 0 62 33 46.77% 81.31 551 70.51 9212
1 18 15 16.67% 4396 9.77 24.81 63.12 19.36***
2 12 12 0.00% 39.58 9.48 21.01 58.16
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Rycina 19. Funkcje catkowitego przezycia dla N

Tabela 24. Wyniki analiz przezycia dla przedziatéw czasowych i cechy M

95% ClI
o)
.. 'n , n, A) . SE LLCI ULCl X
Przezycie M pacjentdw zgondéw  przezycia
-letni 0 79 29 63.29% 4757 2.19 43.29 51.85
5-letnie o 44.80%**
1 13 13 0.00% 16.08 2.06 12.05 20.11
4 0 79 47 40.51% 77.21 4.88 67.65 86.77
Ogolne ’ 43.92%**
1 13 13 0.00% 16.15 2.07 12.11 20.20
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Analiza przezycia pacjentdow w zaleznosci o stopnia zaawansowania RJG

Tabela 25. Wyniki analiz przezycia dla przedziatéw czasowych i stopnia zaawansowania (stage)

95% CI
o,
o o n 5 SELC  uLC %
Przezycie Stage pacjentow  zgondw przezycia
Ogdlne 1 27 13 51,85% 85,44 8,08 69,62 101,27
2 32 17 46,88% 82,92 7,29 68,64 97,21
49,23%**
3 22 19 13,64% 52,33 8,40 35,86 68,80
4 11 11 0,00% 15,27 1,93 11,49 19,06
5-letnie 1 27 77,78% 31,59 1,94 27,79 35,40
2 32 6 81,25% 32,44 1,42 29,66 35,22
47,27%%*
3 22 12 45,45% 27,36 2,45 22,56 32,16
4 11 11 0,00% 15,18 1,91 11,44 18,93

M —srednia; SD— odchylenie standardowe; LL i UL —dolna i gérna granica 95% przedziatu ufnosci, x2—wynik testu chi-kwadrat
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Rycina 21. Funkcje catkowitego przezycia w podziale na stopiert zaawansowania.

Analiza przezycia pacjentow w zaleznosci od lokalizacji, wielkosci guza i stopnia
ztosdliwosci histologicznej

W celu weryfikacji réznic w funkcjach przezycia, wynikajgcych z lokalizacji guza w
prawej lub lewej potowie jelita grubego, z wielkosci guza oraz stopnia ztosliwosci
histologicznej, przeprowadzono serie analiz przezycia z wykresem Kaplan-Meier’a osobno dla
ogolnego oraz 5-letniego okresu przezycia. W tabeli 26. zostaty zaprezentowane analizowane
czestosci, srednie dtugosci przezycia wraz z odchyleniami standardowymi, 95% przedziatami
ufnosci oraz wynikami testéw log-rank. Wynik testu w kazdym modelu okazat sie nieistotny
statystycznie. Oznacza to, ze funkcje przezycia nie réznity sie istotnie statystycznie. Wykresy

przezycia zostaty zaprezentowane na rycinach 21,22,23.
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Tabela 26. Wyniki analiz przezycia dla przedziatow czasowych i lokalizacji guza w jelicie grubym

95% CI
n N %
Przezycie M SE LLCl uLcl x>
lokalizacja pacjentow zgondéw przezycia
5-letnie Strona lewa 61 26 57,38% 45,34 2,51 40,43 50,26
1,26
Strona prawa 31 16 48,39% 38,74 4,24 30,44 47,05
Ogdlne Strona lewa 61 38 37,70% 72,62 566 61,53 83,72
1,41
Strona prawa 31 22 29,03% 60,10 8,32 43,78 76,41

M —srednia; SD— odchylenie standardowe; LL i UL —dolna i gérna granica 95% przedziatu ufnosci, x2—wynik testu chi-kwadrat
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Rycina 22. Funkcje catkowitego przezycia w zaleznosci od lokalizacji guza w jelicie grubym.

77



Tabela 27. Wyniki analiz przezycia dla przedziatow czasowych i lokalizacjq guza w odbytnicy

95% Cl
. . o
Przezycie  Odbytnica paI;chezr:)ti’Jw zlggit;?/v prze/ioycia SE tLel utd X
5-letnie Nie 77 36 53,25% 43,46 2,37 38,81 48,10 0.04
Tak 15 6 60,00% 41,40 6,06 29,52 53,28
Catkowite Nie 77 52 32,47% 68,00 5,07 58,06 77,94 038
Tak 15 8 46,67% 69,73 12,55 4513 94,33

M —srednia; SD— odchylenie standardowe; LL i UL —dolna i gérna granica 95% przedziatu ufnosci, x2—wynik testu chi-kwadrat
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120,00

Odbytnica

Rycina 23. Funkcje catkowitego przezycia w podziale na lokalizacje w odbytnicy i w pozostatej czesci

jelita grubego.
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Analiza przezycia w zaleznosci od wykorzystanej techniki operacyjnej

Tabela 28. Wyniki analiz przezycia dla przedziatow czasowych i techniki operacyjnej (laparoskopia vs. zabieg

klasyczny

95% ClI

Liczba Liczba %
M SE e uLe ¥
Przezycie Laparoskopia pacjentow zgondw przezycia

S5-letnie  Nie 59 28 52,54% 41,68 2,83 36,13 47,23
0,38

Tak 33 14 57,58% 45,70 3,50 38,84 52,55

Ogélne  Nie 59 39 33,90% 65,25 5,96 53,57 76,92
0,53

Tak 33 21 36,36% 74,64 7,77 59,41 89,86
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Rycina 24. Funkcje catkowitego przezycia w podziale na zabiegi laparoskopowe i klasyczne.
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Czas przezycia a pozostate mierzone zmienne

W celu weryfikacji zwigzkéw pomiedzy czasem przezycia (3-letni, 5-letni oraz ogdlny
okres) a pozostatymi mierzonymi zmiennymi przeprowadzono analize korelacji
ze wspétczynnikami  rho Spearmana oraz r Pearsona. Na podstawie wynikow
zaprezentowanych w tabeli X stwierdzono, ze czas przezycia byt ujemnie oraz umiarkowanie
zwigzany ze stezeniem CEA oraz Cal9-9 w surowicy pacjenta przed zabiegiem. Oznacza to, ze

wraz ze wzrostem wynikéw na skalach CEA oraz Cal9-9 malat czas przezycia pacjentow.

Tabela 28. Wspotczynniki korelacji czasu przezycia (okres 5-letni oraz catkowity) oraz pozostatych
mierzonych zmiennych

Przezywalnos¢ Przezywalnosé

5-letnia catkowita
Wielkos¢ guza r Pearson’a -0,10 -0,07
p 0,360 0,493
CEA r Pearson’a -0,39" -0,35™
p <0,001 0,001
Cal9-9 r Pearson’a -0,34" -0,31
p 0,013 0,026
Wiek r Pearson’a -0,05 -0,09
p 0,644 0,420
BMI r Pearson’a 0,10 0,04
p 0,334 0,675

W celu weryfikacji wptywu rozmiaru guza na ogdlng funkcje przezycia przeprowadzono
analize przy uzyciu regresji Coxa. Model okazat sie niewystarczajgco dobrze dopasowany do

danych, x?=0,21; p = 0,648.
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Dyskusja

Dane, na ktérych opiera sie ta rozprawa miaty gtéwnie charakter archiwalny. W
przypadku analizy retrospektywnej, badacz polega na informacjach, ktérych proces zbierania
i zapisywania czesto jest zupetnie niezalezny od niego. Ustalenie ram czasowych i dobér grupy
badanej podyktowane byto dostepnoscia i jakoscig informacji do dalszego analizowania. Rok
2013 przynidst zmiany w sposobie zbierania danych klinicznych w systemie informatycznym
szpitala. Typowo uzywane w analizie okresy przezy¢, czyli 3-, 5-i 10 letnie réwniez dyktowaty
dobdr populacji badanej. Niezbedne do ustalenia potencjalnych wiasciwosci prognostycznych
badanych nektyn, byto zachowanie minimum 5-letniego okresu od zabiegu operacyjnego.
Podjeto decyzje o mozliwie diugiej perspektywie czasowej, ktéra pozwala na dodatkowa
analize statystyczng, jednoczesnie nie wykluczajgc z przyjmowania krétszych interwatéw jako
mniej podatnych na wptywy czynnikdéw zewnetrznych. Liczba przypadkéw wigczonych do
badania podyktowana bytg takze ograniczeniami w ilosci dostepnych przeciwciat
monoklonalnych. Wzgledy finansowe nie pozwalaty na rozszerzenie populacji badanej o
kolejnych pacjentéw.

Obserwowany w grupie badanej odsetek przezy¢ 3- i 5-letnich wynidst odpowiednio
61,96% i 54,35%. Wyniki te mozna uznac za bardzo zblizone do danych ogdlnopolskich z
tamtego okresu (tabela 2.) oraz analiz przezycia dla wschodniej cze$ci Europy!®70.72,84387,95,96

Podobnie wyglgdajg wyniki analizy przezy¢ w zaleznosci od sktadowych systemu TNM
i stopnia zaawansowania RJG. W grupach pacjentéw z przerzutami weztowymi i odlegtymi
obserwowano istotnie gorsze wskazniki przezyé. Podobnie, funkcje przezycia wykazywaty
istotng rdznice w przypadku stopnia zaawansowania RJG. Zgodnie z powszechnie dostepna
wiedzg medyczng najwazniejszym czynnikiem rokowniczym w raku jelita grubego jest wiasnie
stopien zaawansowania choroby nowotworowej. Nie obserwowano istotnie statystycznych
réznic w przezyciach zwigzanych z cechg T w naszej grupie badanej. (Tabela 23.). W grupie
pacjentéw T1 i T4 byto odpowiednio 6 i 5 pacjentéw wiec wynik moze by¢ mocno ograniczony
wielkoscig préby.

Technika operacyjna to od zawsze popularny temat wielu publikacji naukowych. W
populacji badanej 33 pacjentéw (35,87%) operowanych byto technikami matoinwazyjnymi.
Nie wykazano rdinicy w 5-letnim i catkowitym przezyciu w poréwnaniu z pozostatymi

pacjentami operowanymi metodami klasycznymi. Odsetek przezy¢é w kazdym ocenianym
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okresie byt nieznacznie wyzszy w grupie pacjentdw operowanych laparoskopowo. Taki wynik
nie jest zaskakujgcy i odpowiada danym z duzych, prospektywnych badan klinicznych i z meta-
analiz, w ktérych pod wzgledem przezycia nie mozna wykaza¢ znamiennej statystycznie
réznicy lub obserwowana rdznica jest na korzysé zabiegéw laparoskopowych,00-105

Na podstawie dostepnej literatury nie mozna jednoznacznie okresli¢ uniwersalnych
kryteridw ekspresji tkankowej nektyn za pomoca IHC. Autorzy, w zaleznosci od studiowanych
tkanek i wybranej metody, zdajg sie, czesto w sposdb arbitralny, przyjmowac zatozenia
dotyczace ekspresji bazowej, wtasciwej, fizjologicznej lub patologicznej. Stad tez w naszych
wynikach mozna zauwazy¢ kilka réznych sposobdéw analizowania stopnia ekspresji. Brak
wystandaryzowanych narzadzi do oceny ekspresji nektyn w komérkach nowotworowych
powoduje, ze dyskurs naukowy i poréownywanie wynikdw pomiedzy (mato licznymi)
artykutami, staje sie jeszcze trudniejszy.

Dalszg cze$¢ dyskusji zdecydowano podzieli¢ sie pomiedzy konkretne nektyny. Pozwoli
to w bardziej czytelny sposéb przyjrzeé sie wynikom niniejszego badania oraz odnies¢ sie do
dostepne;j literatury, ktéra dodatkowo podkresla ztozong role, jakg nektyny odgrywajg w raku
jelita grubego i nie tylko.

Nektyna 2

W zaleznos$ci od zrédta, nektyna 2 jest wymieniana jako powszechnie wystepujgca lub
praktycznie nieobecna w zdrowych tkankach (w tym w jelicie grubym). Wielu autoréw zgadza
sie co do obecnosci ekspresji nektyny 2 w tkankach uktadu odpornosciowego. 17209 Liczne
publikacje wskazujg na obecng nadekspresje nektyny 2 w nowotworach pochodzenia
epitelialnego i w gruczolakorakach — w tym w RJG.1437:49,108,110-113

W dostepnej literaturze jest bardzo mata liczba publikacji na temat ekspresji nektyny
2 w RJG. Zhang et al. przeprowadzili badanie nad ekspresjg nektyny 2 w komérkach RJG oraz
jej roli w reakcji cytotoksycznosci zaleznej od komodrek NK. Stwierdzili ekspresje nektyny 2 w
52,4% przebadanych preparatéw metoda immunohistochemiczng oraz wyzsze stezenie
nektyny 2 w surowicy pacjentdw z RIG w porédwnaniu z grupg kontrolng. Nie stwierdzono
korelacji pomiedzy ekspresjg nektyny 2 a mierzonymi czynnikami kliniczno-patologicznymi.t
Karabulut et al. oceniali stezenia nektyny 2 w surowicy 140 pacjentéw z RIG.
Stezenie nektyny 2 miato charakter diagnostyczny (pacjentéw chorych na raka poréwnywano

z zdrowa grupa kontrolng) i wartos$¢ prognostyczng dla pacjentdw w stadiach zaawansowania
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od | do lll - poniewaz wysokie stezenie nektyny 2 w surowicy wigzato sie z statystycznie
istotnym, krétszym okresem przezycia bez progresji choroby nowotworowej (mediana 5,8 vs.
9,1 miesigca, odpowiednio dla grup z wysokim i niskim stezeniem nektyny 2 w surowicy p =
0.04). W przytaczanym badaniu nie stwierdzono zwigzku pomiedzy stezeniem nektyny 2 w
surowicy a catkowitym przezyciem w grupie badanej lub odpowiedzig na leczenie
adjuwantowe. Autorzy artykutu sugeruja, ze rdznica w bazowym stezeniu nektyny 2 w
surowicy pomiedzy pacjentami z RJG a zdrowg grupg kontrolng, moze wynika¢ z wiekszej
ekspresji tej czgsteczki w obrebie guza, czego jednak nie badali. 1> Erturk et al. dokonali oceny
stezenia nektyny 2 i 4 w surowicy 74 pacjentéw z rakiem ptuca. 1'® W poréwnaniu do grupy
kontrolnej, stezenia obu nektyn byto wyzsze w grupie pacjentdw z rakiem ptuca. Dalsza analiza
statystyczna potwierdzita wartos¢ diagnostyczng, z przewaga swoistosci i czutosci w przypadku
stezenia nektyny 2. Podobnie jak w przypadku RJG we wczesniej przytaczanych pracacach,
stezenie nektyny 2 i 4 nie miato zwigzku z ogdlnym przezyciem pacjentéw ani z ich
odpowiedzig na zastosowang chemioterapie.

W badanej przeze mnie populacji, nektyna 2, w zaleznosci od przyjetych kryteriéw
wystepowata w 25% (kryterium >50% komdrek wykazujacych ekspresje) lub 58,2% (>1 punkt
IRS) przebadanych preparatéw. W poréwnaniu do badania Zhang et al. jest to odpowiednio
wynik dwukrotnie mniejszy lub bardzo zblizony. Nadmienié nalezy, ze porédwnywanie
prezentowanych wynikéw narazone jest na bardzo duze przektamania. W samym raporcie nie
ma precyzyjnie okreslonej metodologii oceny ekspresji — wyfgcznie artykuty, ktérymi
inspirowat sie zespdt Zhang’a. Na ich podstawie mozna uznaé chociaz czesciowa
kompatybilnos¢ z naszg klasyfikacjg — w obu systemach punktowych przypadki kwalifikujgce
sie jako dodatnie musiaty spetniac kryterium >50% komérek wykazujgcych ekspresje lub co
najmniej $rednio intensywne wybarwienie preparatu.’’ Probe poréwnywania naszej grupy
badanej z grupami pacjentéow z rakiem jajnika, piersi i guzami neuroendokrynnymi trzustki,
utrudnia jeszcze wieksza odmiennos¢ metodologiczna — Oshima et al. przyjmowali za punkt
odciecia jakakolwiek zaobserwowang ekspresje btonowg nektyny 2 a Liang et al. jako
preparaty dodatnie przyjmowali te w ktérych minimum 25% komodrek wykazywato ekspresje
(niezaleznie od intensywnosci barwienia).1%®1%7 W przyszto$ci niezbedne jest stworzenie
przystepnego systemu immunohistochemicznej oceny ekspresji nektyny 2 w oparciu o
ekspresje w zdrowych i nowotworowych tkankach. Ciekawe bytoby wykonanie badanie

porownujgce wynik ekspresji tej samej populacji z wykorzystaniem réznych systeméw do
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oceny. Dostepne w literaturze interesujgce doniesienia o znaczeniu nektyny 2 w chorobie
nowotworowej zachecajg do dalszych badan w tym zakresie. Obiecujgce wyniki oznaczania
stezenia nektyny 2 w surowicy krwi wskazujg na kolejny interesujgcy kierunek przysztych
badan. Czy stezenie nektyny 2 w surowicy koreluje z ekspresjg nektyny 2 w guzie pacjenta z
RJG? Czy wysokie stezenie nektyny 2 w surowicy mierzone przed zabiegiem zmniejsza sie w
zaleznosci od radykalnosci operacji? Sg to pytania bez odpowiedzi w dostepnej literaturze.
Nektyna 2 oddziatuje rowniez z komdrkami uktadu odpornosciowego poprzez wigzanie
sie z wieloma receptorami, w tym CD226 (DNAM-1, czgsteczka pomocnicza DNAX-1), TIGIT (T
cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains) i PVIRG/CD112R.1*&11° poprzez interakcje z
receptorami limfocytow T CD8+ i komdrek NK (natural killer t-cell) moze mie¢ zaréwno
stymulujacy jak i hamujacy wptyw na ich aktywnos$é, w tym cytotoksycznosé. Poczatkowo,
wysoka ekspresja nektyny 2 moze dziata¢ stymulujgco na proces identyfikacji i lize komérek
nowotworowych z udziatem limfocytéw. Obserwowano réwniez mechanizmy przypominajgce
sprzezenie zwrotne w aktywnosci limfocytow T i komérek NK, ktére w sytuacji przedtuzonej i
intensywnej ekspozycji na ligandy stymulatorowe, ulegatly stopniowemu zahamowaniu
(exhausted phenotype) poprzez regulacje w goére receptoréow inhibitorowych na swojej
powierzchni (checkpoint inhibitory receptors).'?° Nadekspresja nektyny 2 w nowotworach
moze w ten sposdb wywiera¢ ochronny wptyw na komérki guza poprzez unikanie
cytotoksycznosci ze strony uktadu odpornos$ciowego. Z drugiej strony obecne sg opinie, ze to
wiasnie obnizona ekspresja nektyny 2 w nowotworze jest mechanizmem ucieczki przed
nadzorem immunologicznym organizmu. Huang et al. zaobserwowali obnizong ekspresje
nektyny 2 w rakach watrobowokomérkowych w porédwnaniu z otaczajacymi je tkankami.
Postulowany mechanizm wigze sie z mniejszg stymulacjg CD226 na powierzchni komérek
NK.12! Mozna przyjaé, ze spdjne obserwacje w tej kwestii zaprezentowat, wspomniany
wczesdniej zespot Zhang et al. - wykorzystanie przeciwciat skierowanych przeciwko nektynie 2,
doprowadzito do znacznego zahamowania cytotoksycznosci komdrek NK wobec komérek raka
okreznicy.!'* Lepiej reprezentowane, w literaturze dotyczacej nektyny 2, sg raki jajnika i piersi.
W badaniu immunohistochemicznym przeprowadzonym przez Oshima et al. stwierdzono
nadekspresje nektyny 2 w ponad 80% preparatach raka piersi i okoto 50% preparatach raka
jajnika. Dalsze eksperymenty z wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych przeciwko
nektynie 2 wykazaty supresje proliferacji w nowotworowych liniach komérkowych raka piersi

i jajnika.l% Autorzy badania wskazujg tez wptyw VEGF na nadekspresje nektyny 2 w
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komérkach guzéw, na obnizong ekspresje w komodrkach srédbtonka naczyn i na zaburzenia w
przepuszczalnosci $ciany naczyd co sprzyja otrzewnowemu rozsiewowi raka jajnika i
predysponuje do wodobrzusza.106:108

Immunoterapia w leczeniu choréb nowotworowych to rozwijajgca sie dziedzina
nastawiona na wspomaganie wtasnego uktadu odpornosciowego pacjenta w walce z
nowotworem.*?%122 W badaniach in vitro wykazywano, ze potfgczenie blokady TIGIT i PVIRG
zwieksza aktywno$é limfocytéw T przeciwko komérkom nowotworowym.'?* Badania nad
nektyng 2 w nowotworach wydajg sie by¢ rozwojowym kierunkiem badan, takze ze wzgledu
na jej udziat w regulacji odpowiedzi immunologicznej na chorobe nowotworowsa. Jeszcze raz
warto podkreslié, ze rzetelna analiza ekspresji, pozwalajgca na powtarzalng i poréwnywalng
analize wynikéw, stanowi podstawe do rozwoju nauki na tym obszarze. Warto réwniez
wspomniec o roli nektyny 2 jakg odgrywa w funkcjonowaniu $rédbtonka naczyn krwionosnych
— poprzez reakcje z nektyng 3 (jedyng nektyng obecng na powierzchni limfocytéw T) reguluje
proces przepuszczalnoéci $rédbtonka i ekstrawazacji limfocytéw.'?* Stanowi to ciekawy
element w dyskusji o inwazyjnosci i zdolnosci do przerzutowania nowotworéw. Na przyktadzie
pacjentdw z rakiem ptaskonabtonkowym przetyku wykazano zwigzek pomiedzy podwyzszong
ekspresjg nektyny 2 a stopniem zaawansowania choroby nowotworowej i stopniem
zréznicowania komdérkowego (pacjenci z wyzszg ekspresjg nektyny 2 mieli statystycznie wyzszy
stopien zaawansowania i mniej zréznicowane nowotwory). Dodatkowo, Li et al. wykazali w
badaniu in vitro, na nowotworowych liniach komérkowych, ze po zastosowaniu krétkich
interferujgcych RNA przeciwko nektynie 2 (wyciszenie ekspresji genéw kodujgcych nektyne 2)
zmniejsza sie istotnie zdolnos¢ do inwazji i migracji komédrek raka ptaskonabtonkowego
przetyku.1?> Badanie Liang et al. sugeruje, ze nektyna 2 jest zaangazowana w progresje
gruczolakoraka przewodowego trzustki. Dodatnia ekspresja nektyny 2 wigzata sie ze
statystycznie krétszym przezyciem i ztym rokowaniem u pacjentéw.%’

Z wykonanej w ramach tej pracy analizy wynika, ze wystepuje duza heterogenicznos$é
w ekspresji nektyny 2 w tkankach RJG. Na przyktadzie klasyfikacji IRS, u 41,8% pacjentdw nie
stwierdzono ekspresji nektyny 2 w badaniu IHC. Pomimo widocznego trendu w ogdlnym czasie
przezycia (wieksza $rednia przezytych miesiecy) w grupie cechujacej sie brakiem nektyny 2,
nie uzyskano statystycznie istotnej réznicy w catkowitym czasie przezycia pomiedzy tymi
grupami (tabele 11-14). Czynnikami ograniczajgcymi dla naszej analizy jest na pewno wielkos$¢

proby badaneji ocena pojedynczych preparatéw wykonanych z guzéw. Heterogenicznos¢ guza
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i réznice miedzyosobnicze mogg by¢ odzwierciedlone w zréznicowanej ekspresji biatek w
obrebie guza. Badanie wiecej niz jednego preparatu pobranego z kilku obszaréw guza i
uérednianie wynikéow lub tgczenie metod IHC z oceng ekspresji mMRNA mogtoby poprawié
precyzyjng ocene ekspresji nektyn.

Zaskakujgcym wynikiem byta korelacja pomiedzy ekspresjg nektyny 2 a lokalizacja
guza. Obecno$¢é ekspresji nektyny 2 korelowata dodatnio z proksymalng lokalizacjg RJG.
Zgodnie z dostepna literaturg, nowotwory prawej potowy jelita grubego wigzg sie z gorszym
rokowaniem.>”126:127 W niniejszym badaniu nie wykazano statystycznie istotnej réznicy w
catkowitym przezyciu pomiedzy grupami pacjentdw z nowotworem prawej i lewej potowy
jelita grubego (Tabela 26.). Na taki wynik moze mie¢ wptyw réwniez zbyt mata préba badana.
Bazujgc na aktualnej wiedzy dotyczgcej obserwowanych rdznic profilu molekularnego
pomiedzy rakami prawej i lewej potowy jelita grubego wydaje sie interesujgcym fakt, ze
ekspresja nektyny 2 rézni sie pomiedzy tymi lokalizacjami.'?® Zgodnie z mojg wiedzg, do tej
pory nie powstata zadna praca naukowa obejmujgca kwestie ekspresji nektyn w zaleznosci od
lokalizacji RIG. W analizie korelacji ekspresji nektyny 2 z pozostatymi mierzonymi czynnikami
kliniczno-patologicznymi nie byto znamiennie statystycznych wynikow.

W niniejszej pracy wykazalismy duzg niejednorodnosé¢ w ekspresji nektyny 2 w
komérkach RJG. Z punktu widzenia statystycznego, dodatnia ekspresja nektyny 2 jest bardziej
prawdopodobna w guzach prawej potowy jelita grubego. Na przyktadzie omawianej populacji
badanej nie stwierdzono zwigzku miedzy wskaznikami przezycia pacjentéw a ekspresja
nektyny 2. Na wynik nie miato wptywu przyjecie réznych sposobdw klasyfikacji ekspres;ji.
Niemniej jednak rola nektyny 2 w RIG wydaje sie byé stabo zrozumiana. Na podstawie
cytowanej literatury mozna przyjgé, ze nektyna 2 bierze udziat w regulacji
przeciwnowotworowej odpowiedzi uktadu odpornosciowego oraz zaangazowana jest procesy
takie jak inwazyjno$é i zdolnos¢ do przerzutowania komérek nowotworowych. Wskazane jest

dalsze badanie wtasciwosci diagnostycznych i prognostycznych nektyny 2 w RIG i nie tylko.
Nektyna 3

Nektyna 3 (znana réwniez jako CD113 i PVRL-3) obecna jest w zdrowych, dojrzatych
tkankach ludzkich (rowniez przewodu pokarmowego), wystepuje na powierzchni limfocytéw
T oraz odgrywa role w organogenezie narzgddw takich jak oko i kora mdzgowa. Cechuje sie

najszerszg zdolnoscig interakcji z pozostatymi nektynami i czgsteczkami podobnymi do
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nektyn.374%109,129 \Wspdlnie z nektyng 2 bierze udziat w procesie migracji limfocytéw T przez
$ciane naczyn krwionosnych do drugorzedowych narzagdow limfatycznych lub otaczajgcych
tkanek. Proces ekstrawazacji limfocytéw przypomina proces migracji i inwazyjnosci komérek
nowotworowych i moze ttumaczy¢ w niektérych przypadkach zwigzek pomiedzy obecnoscia
nektyn a nabywanymi wifasciwo$ciami przez komdrki raka. 2* Ponad 90% komérek raka
okreznicy z niestabilnoscig mikrosatelitarng (MSI) posiada mutacje genu receptora
transformujgcego czynnika wzrostu beta typu Il (TGFBR2). Lee et al. donoszg, ze rekonstytucja
TGFBR2 w linii komdrkowej raka jelita grubego HCT116, doprowadzita do zwiekszonej sialilacji
nektyny 3. Nie wptyneto to na obserwowalng zmiane w jej syntezie i ekspresji w badanych
komérkach.'*° Glikozylacja biatek ma jednak wptyw na ich wiasciwosci biochemiczne i funkcje
co udowadniane jest w licznych badaniach nad glikobiologig choréb nowotworowych. 3!

Dotychczas nie ma dostepnych badani nad klinicznym wykorzystaniem oceny ekspresji
nektyny 3 w RJG. Powyzej przytaczane badanie Lee et al. jest jedynym zwigzanym z szeroko
pojetym tematem nektyny 3 i nowotwordw jelita grubego. Z dostepnej literatury wynika, ze
obserwowana jest podwyzszona ekspresja nektyny 3 m. in. w nowotworach ptuc
(gruczolakorakach), jajnika i nosogardta. 13°

Nektyna 3 w warunkach fizjologicznych obecna jest na powierzchni komérek btony
Sluzowej jelita grubego. Z badan nad C. difficile wiemy, ze jest takze obligatoryjnym
receptorem dla toksyny B (TcdB). W przypadku gdy komérki jelita grubego pozbawione sg
ekspresji nektyny 3 lub obecna nektyna 3 ulegnie blokadzie za posrednictwem specyficznych
przeciwciat, nie obserwuje sie objawéw zwigzanych z toksycznoscig TcdB.3?

Maniwa et al. opublikowali badanie, w ktédrym oceniono ekspresje nektyny 3 w
gruczolakorakach ptuc. Nektyna 3 w warunkach fizjologicznych nie jest obecna w ptucach.
Stwierdzenie ekspresji w grupie badanej wigzato sie ze ztym rokowaniem. Co zaskakujace,
pacjenci, u ktdrych wykazano ekspresje nektyny 3 wraz z jednoczasowym wystepowaniem e-
kadheryny (obie czgsteczki wykazujgce charakter btonowy ekspresji) mieli lepsze wskaznik
catkowitego przezycia niz w przypadkach, kiedy ekspresje nektyny identyfikowano oddzielnie.
133 Nektyna 3, ktéra nie spetnia swojej funkcji w postaci rekrutacji E-kadheryny do tworzenia
potgczen zwierajgcych moze miec zwigzek ze zwiekszong ztosliwoscig nowotworu. W badaniu
przeprowadzonym przez Xu et al. wykazano, ze nadekspresja Nektyny-3 w raku jajnika wigze z
gorszym rokowaniem. Autorzy ponadto wskazujg, ze nadekspresja Nektyny-3 wspotwystepuje

ze zwiekszong iloscig i aktywnoscig metaloproteinaz macierzy 1i2 (MMP 1i 2). Prowadzg one
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do dezintegracji struktury macierzy zewnatrzkomaérkowej i zwiekszonej migracji i inwazyjnosci
komérek raka jajnika.t34

W raku nosogardta nektyna 3 rédwniez jest traktowana jako onkogen i wigze sie z
bardziej agresywnym charakterem guza. Zaobserwowano, ze gen ZNF582, kodujacy
transkrypcyjne biatko regulatorowe (zinc finger protein 582), czesto ulega wyciszeniu w
wyniku hipermetylacji w komodrkach raka nosogardta. Produkt ZNF582 odpowiada
bezposrednio za regulacje transkrypcji genéw kodujgcych nektyne 3 i neureksyne 3 (oba biatka
nalezg do rodziny czgsteczek adhezyjnych). W przypadku opisywanej hipermetylacji dochodzi
do zaburzenia ekspresji obu biatek i nadekspresji i regulacji w dét odpowiednio nektyny 3 i
neureksyny 3. Przywrdcenie funkcji ZNF582 w komdrkach raka nosogardta wigzato sie ze
zmniejszeniem adhezji komoérkowej, migracji i inwazyjnosci w liniach komérkowych raka
nosogardtfa.'®

Prace przytoczone powyzej jednoznacznie wskazujg zwigzek miedzy ekspresjg
nektyny 3 a fenotypem guza o gorszym rokowaniu. Badania te traktujg o guzach tkanek, ktére
w warunkach normalnych wykazujg niewielkg lub wcale nie wykazujg ekspresji nektyny 3.

Tymczasem obserwuje sie obnizong ekspresje nektyny 3 w gruczolakorakach i guzach
neuroendokrynnych trzustki oraz w raku piersi. W tych przypadkach, utrata ekspresji nektyny-
3 wigze sie z wyzszg ztosliwoscig i gorszym rokowaniem dla pacjentéw. Martin et al. wykazali
zmniejszenie ruchliwo$ci i inwazyjnosci komadrek raka piersi po wyindukowaniu nadekspresji
nektyny 3 poprzez wektor wirusowy. Zmierzony opdr stawiany przez utworzone za
posrednictwem nektyny 3 pofaczenia $ciste byt wiekszy. Nektyna 3 zdaje sie odgrywad
kluczowa role w tworzeniu potaczen komdrkowych i stanowi przypuszczalng czasteczka
supresorowa w raku piersi.'*?

Podobnych obserwacji dokonali Hirabayashi et al. w swoich badaniach nad ekspresjg
nektyny 3 w guzach neuroendokrynnych trzustki (PanNET). Utrata ekspresji nektyny 3 w
PanNET byta zwigzana z cechami klinicznymi o negatywnym rokowaniu - wiekszym rozmiarem
guza i jego naciekaniem (T), obecnoscig przerzutéw do weztdéw (N) i narzadow (M), wyzszym
wskaznikiem Ki-67, wyzszg ztosliwoscig histologiczng, nieczynnym hormonalnie guzem i
krotszym okresem przezycia bez progresji choroby. Autorzy przypuszczajg, ze wyzsze tempo
proliferacji komdrek moze by¢ promowane przez przerwanie interakcji trans miedzy nektyna

3 i biatkiem podobnym do nektyny 5.43°° W przypadku gruczolakorakéw trzustki doniesienia

dotyczace ekspresji nektyny 3 sg tozsame z wczesniej cytowanymi badaniami, w ktérych
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rozproszona ekspresja w komdrkach nowotworowych byta zwigzana z korzystniejszym
rokowaniem dla pacjentéw.!3¢

Zaobserwowano, ze w przypadku pacjentéw z RIG w prezentowanym badaniu, to
wiasnie utrata ekspresji lub jej obnizenie wigze sie z gorszym rokowaniem. W warunkach
fizjologicznych, w zdrowych komdrkach btony $luzowej jelita grubego obserwuje sie ekspresje
nektyny 3.143749,109113,137 \Wyniki omawianego badania sugeruja, ze utrata ekspresji nektyny 3
wigze sie z statystycznie krétszym okresem przezycia. Pordwnujgc grupy pacjentow
wyodrebnione na zasadzie ,brak ekspresji vs. obecna ekspresja” rdinica w przezyciu (w
kazdym analizowanym okresie) jest jeszcze bardziej zaznaczona i istotna z punktu widzenia
statystycznego (tabele 13 i 14).

Nalezy tutaj podkresli¢ po raz kolejny trudnosci zwigzane z brakiem jednomyslnosci
autorow dostepnych publikacji w zakresie metodologii badan immunohistochemicznych. Na
podstawie opiséw badani Hirabayashi oraz lzumi et al. mozna wnioskowaé, ze czynnikiem
decydujacym byt jedynie odsetek komdrek prezentujgcych antygen i w obu przypadkach, z
niewielkimi odmiennosciami, preparaty z wiecej niz potowg komdrek ,dodatnich” byty
klasyfikowane w grupach o ,wysokiej” lub ,dodatniej” ekspresji.>%13¢

W przeprowadzonej analizie korelacji wykazano m. in. zwigzek pomiedzy ekspresja
nektyny 3 a wielkoscig guza nowotworowego i stezeniem CEA przed wykonanym zabiegiem
operacyjnym. Wraz z obserwowanym w grupie badanej wzrostem wymiaru guza i stezeniem
CEA, ekspresja nektyny 3 malafa. Istotnie statystyczny byt rdwniez zwigzek miedzy stopniem
zaawansowania a ekspresjg nektyny 3, ktdrej spadek towarzyszyt wyzszym stopniom
zaawansowania RJG. Spadek ekspresji nektyny 3 ma cechy markera progresji RIG. Wielko$¢
guza i stezenie CEA przed zabiegiem stanowa w literaturze niezalezne czynniki prognostyczne
u pacjentéw RJG.88138-143 \Wykazane w niniejszej rozprawie umiarkowane, ujemne korelacje
wielkosci guza, stezenia CEA i stopnia zaawansowania z ekspresjg nektyny 3, uzupetniajg
szerszg perspektywe nakreslong przez funkcje przezycia pacjentdéw z niskg lub zerowa
ekspresjg nektyny 3, ktorzy statystycznie mieli gorsze wskazniki przezycia.

Nie obserwowalismy korelacji pomiedzy stopniem ekspresji nektyny 3 a sktadowymi
stystemu TNM tak jak to miato miejsce w przytaczanych badaniach Hirabayashi et al. o guzach
neuroendokrynnych trzustki. Odmienne obserwacje mogg wynika¢ chociazby z innego
charakteru nowotworu. Nie ma dostepnych prac pozwalajgcych na poréwnanie otrzymanych

przez nas wynikdw z grupami pacjentéw chorujgcych na RJG.
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Dostepna literatura dotyczgca nektyny 3 w chorobach nowotworowych nie jest spdjna.
Rola nektyny 3 w procesach zwigzanych z progresjg choroby nowotworowej, jak inwazja,
tworzenie przerzutdw i rokowanie, zdaje sie by¢ rézna w zaleznosci od typu histologicznego i
pochodzenia nowotworu. Warto rozwazy¢ poszerzenie zakresu badan nad znaczeniem
nektyny 3 w RIG. Ciekawg koncepcjg zdaje sie pordwnanie wtasciwosci komérek
nowotworowych z wyindukowang nadekspresjg nektyny 3 i po utracie ekspresji nektyny 3 (np.
przy uzyciu specyficznych siRNA). Z czego wynika tak rézny zwigzek pomiedzy ekspresja
nektyny 3 a rokowaniem w innych nowotworach? Czy rekonstytucja utraconej ekspresji
nektyny 3 wptynie na zahamowanie rozwoju RJG w modelu komdérkowym? Na te pytania

powinny odpowiedzie¢ przyszte badania nad nektyna 3.

Nektyna 4

Znana réwniez jako PVRL-4 i PRR-4, jest prawdopodobnie najszerzej badanym i
opisywanym cztonkiem tej rodziny biatek adhezyjnych. Dostepne s3 liczne publikacje o jej roli
w organizmie cztowieka — zaréwno w fizjologii i w chorobach. Nektyna 4 ma stabg ekspresje
lub jest niemal nieobecna w dorostych tkankach w warunkach prawidtowych.113:129,144
Nektyna 4 petni istotng role w trakcie okresu embrionalnego, bierze udziat w organogenezie.
Poza tozyskiem, gardtem, pecherzem moczowym, gruczotami piersiowymi, gruczotami
Slinowymi (przewodami) i skérg (naskérek i gruczoty potowe) praktycznienie wystepuje w
dojrzatych ludzkich tkankach.14#9113.145 7ngczenie Nektyny-4 podczas rozwoju zarodkowego
mozna zilustrowa¢ przyktadem dysplazji ektodermalnej z syndaktylig, ktéra zwigzana jest z
mutacjami zmiany sensu genu PVLR4 — kodujgcego wspomniang nektyne 4.

Dysponujemy licznymi raportami, ktore wskazujg, ze nektyna 4 ulega nadekspresji w
réznych typach nowotwordw — np. jelita grubego, zotgdka, przetyku, raku piersi, raku jajnika,
raku watrobowokokdérkowym, niedrobnokomérkowym raku ptuca i raku urotelialnym, raku
brodawkowatym tarczycy i nerki 1>:116:146-151 Rolg nektyny 4 jako onkogenu w tych chorobach
jest intensywnie badana, a niektére wyniki tych badan znajdujg zastosowanie w praktyce
klinicznej

Nektyna 4 zostata zidentyfikowana jako biomarker nowotworowych komérek
macierzystych — cancer stem cells (CSC). Uznaje sie, ze nabywana opornos¢ komoérek

nowotworowych na konwencjonalnie stosowane chemioterapeutyki moze byé zwigzana z
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wiasciwosciami CSC. Rozwdj nauki nad CSC wydaje sie kluczowy w kwestii lepszego
zrozumienia proceséw inicjacji i progresji choroby nowotworowej, poznania mechanizmow
opornosci na leczenie oraz przyczyn nawrotdw m. in raka jelita grubego.*271>4 Siddharth et al.
twierdzg, ze nektyna 4 jest biomarkerem CSC w modelu komdrkowym raka piersi. Delecja genu
kodujgcego nektyne 4 prowadzita do inhibicji proceséw przejscia EMT/MET, hamowata
kaskade sygnalizacyjng WNT/B-kateniny i wstrzymywata wzrost niezalezny od macierzy
zewnatrzkomérkowej (anchorage-independent growth).'®> Uwaza sie, ze zdolno$¢ do
samoregeneracji CSC indukowana przez ekspresje nektyne 4 jest odpowiedzialna za regulacje
EMT-MET i agresywny charakter nowotworu.

Komérki raka jelita grubego w badaniu in vitro inkubowane w obecnosci 5-
fluorouracylu (jednego z gtéwnych lekdw w chemioterapii RIG na catym swiecie) zwiekszyty
endogenng ekspresje nektyny 4. Co wiecej, obserwowana w badaniu wrazliwo$é na dziatanie
5-FU byta odwrotnie proporcjonalna stopnia ekspresji nektyny 4 w badaniach na liniach
komérkowych RIG. W zwigzku z tym, postuluje sie, ze nektyna 4 jest jednym z czynnikdéw
zwigzanych z opornoscig na 5-FU w RIG. Interakcje pomiedzy nektyng 4 a afadyng i pdzniejsza
indukcja wzrostu komérek, napedzana przez o$ Pi3k/Akt jest przypuszczalnie odpowiedzialna
za opornosci na terapie 5-FU w RIG. Potgczenie 1,3-Bis(2-chloroetyl)-1-nitromocznika (BCNU)
i resweratrolu (antyoksydant pochodzenia roslinnego) indukowato apoptoze w komadrkach
raka jelita grubego opornych na 5-FU przy obserwowalnym zmniejszeniu ekspresji nektyny
4,156

Na podstawie dostepnej literatury mozna zaryzykowaé stwierdzenie, ze nektyna 4
zostata powigzana z kazdym etapem choroby nowotworowej — od inicjacji do stadium
uogdlnionego rozsiewu. Liczne badania wskazujg na silng dodatnig korelacje pomiedzy
stopniem ekspresji nektyny 4 a zaawansowaniem procesu nowotworowego i gorszym
rokowaniem. 111.116148151,155157-161  \Njekszg ekspresje nektyny 4 obserwowano w
nowotworach nawrotowych.#

W badanej przez nas populacji nektyna 4 wystepowata najczesciej sposréd wybranych
nektyn. Zaobserwowano 68,13 % ,dodatnich” preparatéw przyjmujac klasyfikacje zalezng od
odsetka komérek wykazujgcych ekspresje (> 50 %) lub az 87,9 % uwzgledniajac klasyfikacje
IRS. W pordéwnaniu z dostepng literaturg sg to wyzisze odsetki niz raportowane przez
pozostatych badaczy. W badaniu przeprowadzonym przez Challita-Eid et al. oceniano

ekspresje nektyny 4 w 2394 przypadkach wybranych nowotworéw.'®> Biorgc pod uwage
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réznice w metodzie oceny ekspresji nektyn (H-score vs. IRS), mozna przyjac zatozenie, ze punkt
odciecia dla wykrycia ekspresji nektyny 4 w obu badaniach bedzie zblizony. W granicznych
przypadkach mowimy o co najmniej 15% komdrek wykazujgcych stabg intensywnos¢
barwienia i co najmniej 10% komodrek wykazujgcych stabg intensywnos¢ barwienia
odpowiednio dla H-score i IRS. Podobnie w przypadku detekgji silnej intensywnosci barwienia,
konieczny odsetek komodrek dla H-score to 4% i <10% dla IRS. We wspomnianym badaniu
stwierdzono najwiekszy odsetek dodatnich preparatéw w grupie raka pecherza — 83 % a
najmniejszy w rakach ptuca i przetyku — 55%. Posrdd studiowanych nowotwordéw nie byto
przypadkow RIG. Uwzgledniajgc uzyskane przez nas wyniki nalezy uznac, ze odsetek guzéw
ekspresjg nektyny 4 w RJG jest co najmniej pordwnywalny z analizowanymi przez Challita-Eid
et al. nowotworami. Moretto et al. wykorzystali preparaty pacjentéw z rozpoznanym
rozsianym RJG z badania TRIBE2 do zbadania ekspresji nektyny 4 i jej zwigzku z
obserwowanymi cechami klinicznymi i demograficznymi. 192 Autorzy zwracajg uwage na
réznorodnosc ekspresji nektyny 4 i podkreslajg, ze ewentualne stosowanie terapii celowane;j
powinno byé poprzedzone badaniem w kierunku ekspresji nektyny 4. Przyjeta interpretacja
wyniku H-score przez autoréw sprawia trudnos¢ w poréwnaniu wynikéw z naszym badaniem.

Interesujgcym zjawiskiem zwigzanym z nektyng 4 jest mimikra naczyniowa (VM —
vasculogenic mimicry) bedgca odmiennym modelem nowotworowej angiogenezy. VM polega
na tworzeniu mikrokrazenia poprzez kanaty wyscietane przez komérki inne niz srédbtonek.
Kanaty w VM sg tworzone poprzez pluripotencjalne embrionalne komorki macierzyste,
wysoce inwazyjne komorki nowotworowe oraz macierz zewngtrzkomdrkowg w agresywnych
guzach pierwotnych i przerzutowych. Wytworzone kanaty zapewniajg odpowiednie ukrwienie
dla dynamicznie rosngcych komdérek nowotworowych, 163164

Zhang et al. opisali silny zwigzek miedzy ekspresja mRNA nektyny 4, przerzutami i
zaawansowanym stadium choroby u pacjentéw z RIG. W badaniu wykryto ekspresje w 70,6%
posréd 68 preparatdow. Uzyskane wyniki poréwnano z danymi 372 przypadkéw RIG
znajdujgcymi sie w The Cancer Genome Atlas Program (TCGA). Ekspresja mRNA korelowata z
wynikami kohorty pacjentéw poddanej badaniom IHC w kierunku ekspresji nektyny 4. W
przypadku badan IHC nie stwierdzono statystycznego zwigzku pomiedzy ekspresjg nektyny a
przerzutami raka w weztach chtonnych, tak jak miato to miejsce przy analizie bazy genetyczne;.
Badacze zaobserwowali réwniez zwigzek miedzy obecnoscig VM, nektyny 4 i integryny-R1

(ITGB1). Ponadto, wspdlna obecnos¢ nektyny 4, ITGB1 i VM korelowaty dodatnio z cechg N, M
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i stopniem zaawansowania RJG. Wszystkie korelujgce czynniki w przytoczonym badaniu, maja
witasciwosci prognostyczne w RIG. '*° Do oceny ekspresji wykorzystano, podobnie jak w
niniejszym badaniu, klasyfikacje IRS jednak interpretacja wynikdow réznita sie od naszej,
poniewaz przyjeto, ze kazdy wynik IRS >1 swiadczy o obecnosci ekspresji nektyny 4. W obu
grupach nie stwierdzono zwigzku miedzy ekspresjg nektyny 4 i cechg T. Podobnie w naszej
grupie pacjentdw nie wykazano takiego zwigzku. Moze to miec¢ zwigzek m.in. z ogdlng
konstrukcja klasyfikacji TNM i oczywiscie z metodologig oceny ekspresji nektyn.

W warunkach niedotlenienia dochodzi do rozdzielenia nektyny 4 za pomoca
konwertazy czynnika martwicy nowotwordéw alfa (TACE) na podjednostki sktadajgce sie z
domen wewnetrznej i zewnetrznej.'®> Siddharth et al. zbadali role rozpuszczalnej zewnetrznej
domeny nektyny 4 w mikrosrodowisku guza. Stwierdzili, ze poprzez bezposrednig interakcje z
integryng-B4 srédbtonka naczyn, aktywujgc kaskade Src/P13K/Akt/iNOS, pobudza tworzenie
naczyn wtosowatych.'®® Chatterjee et al. dostarczyli eksperymentalnych dowoddéw na to, ze
dochodzi do przemieszczenia domeny wewnetrznej nektyny 4 za pomocg importyny-a
(karioferyny-a2) do jadra komérkowego. Nagromadzenie wewnetrznej domeny nektyny 4 w
jadrze aktywuje naprawe DNA i nasila proliferacje komérek. Ponadto wykazano, ze
nanokrystaliczna postaé mepakryny hamuje dziatanie obu rozdzielonych domen nektyny 4 w
testach in vitro.'®” W badaniach dos$wiadczalnych zaobserwowano réwniez zahamowanie
procesu naprawy DNA zwigzanej z nektyng 4 poprzez kurkumine i weliparyb (inhibitor aPARP)
— obie substancje wykazujg dziatanie antyangiogenne in vitro.®8 Zaréwno nektyna 4 jak i TACE
zdajg sie by¢ obiecujgcymi celami dla nowych terapii przeciwnowotworowych.

Kedashiro et al. doniesli, ze nektyna 4 i p95-ErbB2 (jeden z wariantéw splicingu
receptora HER2 opornego na trastuzumab) wspdlnie aktywowaty zalezng od sygnalizacji Hippo
ekspresje genu SOX2 w komdrkach raka piersi T47D, hodowanych w formie zawiesiny bez
podtoza. To kolejny dowdd na to, ze nektyna 4 zwieksza proliferacje komérek w sposéb
niezalezny od zakotwiczenia w macierzy.'®9179 Wykazano réwniez, ze 0$ sygnalizacyjna SOX2-
B-katenina/Beclinl/autofagia-apoptoza zwieksza chemooporno$é, indukuje przejscie
epitelialno-mezenchymalne i jest odpowiedzialna za wtaéciwosci CSC w komdrkach RIG. 71

Przetrwanie z dala od macierzy zewnatrzkomérkowej i zdolno$é do namnazania sie we
krwi jest jedng z kluczowych cech komérek nowotworowych zdolnych do przerzutowania.
Skupiska krgzacych komdrek nowotworowych zidentyfikowano réwniez w préobkach krwi

172

pacjentdw z rakiem jelita grubego. Potencjalny udziat nektyny 4 we wspomnianych
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powyzej procesach nie zostalty jednoznacznie wyjasniony w badaniach na liniach
komérkowych RIG.

Z badan przeprowadzonych przez Sethy et al. na prébkach pobranych od pacjentek z
rakiem piersi wynika, ze nektyna 4 odgrywa dominujgcg role w promowaniu indukowanej
przez nowotwoér limfangiogenezy poprzez zwiekszanie gestosci naczyn limfatycznych (LVD -
lymphatic vessel density) i aktywacje osi chemokin (CXCR4/CXCL12).!>® Wymieniane
mechanizmy badano réwniez w innych typach nowotwordéw — np. raku trzustki.}’® Ponadto,
LVD w tkankach otaczajgcych guz wigze sie z wystepowaniem nawrotéw miejscowych i
krotszym czasem przezycia bez progresji choroby wsréd pacjentéw z RIG.174 To, czy Nektyna-
4 indukuje limfangiogeneze w raku jelita grubego, jest interesujgcym tematem dla przysztych
badan.

Zaobserwowalismy wiecej interesujgcych wynikéw podczas analizy przezycia
pacjentdw. Wykazano istotne réznice w przezyciach dla okreséw 5-letniego i catkowitego w
zaleznosci od stopnia ekspresji nektyny 4. (Tabela 10-15) Pacjenci z wyzszg ekspresjg nektyny
4 w komérkach RJG mieli statystycznie gorsze rokowanie w kazdym poréwnywanym okresie.
Wykresy funkcji przezycia wyraznie pokazujg réznice pomiedzy brakiem ekspresji a ekspresja
stabg, umiarkowang i wysokg na podstawie klasyfikacji IRS. Podobnie uzyskano statystycznag
réznice w przezyciach pacjentdéw z podziatem ekspresji jedynie na podstawie odsetka komérek
wykazujacych ekspresje. W tym przypadku wykresy funkcji nie wykazujg tak ewidentnych
réznic jak w przypadku klasyfikacji IRS. W zwigzku z prezentowanymi wynikami mozna zatozyc,
ze ekspresja nektyny 4 wigze sie z gorszym rokowaniem na podstawie przezycia w
analizowanych okresach. Ekspresja nektyny 4 posiada wartos¢ prognostyczng dla pacjentéw z
RJG. Ekspresja nektyny 4 jest zwigzana ze statystycznie wiekszym ryzykiem zgonu w badanym
okresie (HR=4; B=1,4; 95% Cl, p<0.001). Na przyktadzie nektyny 4 mozna przyznaé, ze przyjeta
przez nas klasyfikacja IRS jest odpowiednia dla wydzielenia grup o stopniowo wiekszej
ekspresji nektyny 4 odpowiadajgce] istotnym statystycznie rdéznicom w prognozowanym
przezyciu. Uzyskane przez nas wyniki znajdujg odzwierciedlenie w niedawno opublikowanej
meta-analizie wtasciwosci prognostycznych nektyny 4 w réinych nowotworach.'’”> W
analizowanych artykutach nie znalazt sie niestety ani jeden o grupie pacjentéw z rakiem jelita
grubego. Wspominani wczes$niej Moretto et al. nie stwierdzili zwigzku pomiedzy ekspresja
nektyny a przezyciem wolnym od progresji choroby lub catkowitym przezyciem. 162 Nie

zaobserwowano réowniez roznicy w odpowiedzi na chemioterapie w grupach o réznej ekspresji
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nektyny 4. Nalezy zwrdci¢ uwage na przyjete w tym badaniu punkty odciecia dla grup z niska,
$rednig i wysoka ekspresjg nektyny 4 — w grupie o niskiej ekspresji znajdujg sie zaréwno
pacjenci z $ladowg lub zerowa ekspresjg jak i przypadki uzyskujgce wynik 100/300 w
klasyfikacji H-score, tym samym hipotetyczni chorzy o lepszej odpowiedzi na chemioterapie
(brak ekspresji) mogg zosta¢ ,niezauwazeni” w heterogennej grupie. Na podkreslenie
zastuguje wykryty przez ten sam zespdt zwigzek pomiedzy ekspresjg nektyny 4 a guzem
pierwotnym zlokalizowanym w lewej potowie jelita grubego. W naszej grupie badanej nie
obserwowano podobnego zwigzku. Podobnie jak w przypadku zwigzku nektyny 2 z guzami
prawej potowy jelita grubego - otwiera to miejsce na ciekawg dyskusje pomiedzy profilem
ekspresji nektyn a lokalizacjg RJG i jego rokowaniem.

Brakuje wiekszej ilosci dostepnych badan, ktére skupiatoby sie na analizie ekspres;ji
nektyny 4 i przezyciach pacjentéw z RJG. Ma to szczegblne znaczenie w obliczu potencjalnego
zastosowania dostepnego, celowanego leczenia przeciwnowotworowego.

Enfortumab wedotyny (PADCEV) sktada sie z w petni ludzkiego przeciwciata IgG1 kappa
skierowanego przeciwko nektynie 4. Przeciwciato sprzezone jest z cytotoksycznym srodkiem
niszczagcym mikrotubule, monometylo aurystatyng E (MMAE), za posrednictwem tgcznika
rozszczepianego przez proteaze. Jest to lek przeciwnowotworowy z klasy ADC (antibody-drug
coniugate) dopuszczony do stosowania przez FDA i EMA w przypadku miejscowo
zaawansowanego i rozsianego raka uroterialnego.> PADCEV stanowi doskonaty przyktad
praktycznego zastosowania dotychczasowych badan nad nektynami w chorobach
nowotworowych. Jego skutecznos$¢ w leczeniu innych rodzajéw nowotwordw, wykazujgcych
ekspresje nektyny 4, jest przedmiotem aktualnych badari klinicznych.'’® Ze wzgledu na
obserwowany wysoki odsetek komérek RIG w naszej grupie badanej, wykazujgcych ekspresje
nektyny 4 wydaje sie zasadne rozwazenie badania klinicznego z udziatem pacjentéw z rakiem
jelita grubego. Na podstawie doswiadczenn innych badaczy nalezy mie¢ na uwadze, ze
heterogenicznos$¢ guza i réznice miedzyosobnicze mogg by¢ odzwierciedlone w zréznicowane;j
ekspresji biatek, co skutkuje zmiennymi wzorami barwienia immunohistochemicznego.
Zmiany w ekspresji wystepowaé¢ mogg réwniez pomiedzy guzem pierwotnym a guzami
przerzutowymi co w przypadku ADC moze mieé kluczowe znaczenie w kwestii skutecznosci
terapii. Bicycle Toxin Coniugates (BTC) opierajg sie na podobnym mechanizmie co ADC, jednak
sg znacznie mniejszymi od przeciwcial monoklonalych czgsteczkami, ulegajgcymi lepszej

dystrybucji tkankowej.”” W badaniach przedklinicznych, BT8009 potgczony z MMAE wykazat
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co najmniej takg sama skuteczno$é co PADCEV. 178 Wystepujg oczywiscie przypadku opornosci
na leczenie z wykorzystaniem Enfortumabu wedotyny. Wptyw na to ma miedzy innymi zbyt
niska ekspresja czgsteczek gwarantujgcych internalizacje leku. Poza potencjalnie zmienng
ekspresjg w obrebie populacji komdrkowej guza pierwotnego, wystepowaé moze takze
zupetnie odmienny profil antygenowy w zmianach metastatycznych. Okreslenie ekspresji
nektyny 4 za pomocg IHC moze byé¢ niewykonalne w kazdej zmianie przerzutowej, stad
poszukiwane sg sposoby na nieinwazyjng detekcje czynnika predykcyjnego dla skutecznosci
leczenia PADCEV — czyli ekspresji nektyny 4.17°

Trwajg takze prace nad wykorzystaniem przeciwciat monoklonalnych skierowanych
przeciwko nektynie 4 w produkcji radioznacznikéw onkofilnych do komputerowej tomografii
emisyjnej pojedynczych fotonéw (SPECT), dzieki ktérym mozliwa bedzie wizualizacja guza i
przerzutdw wykazujgcych ekspresje nektyny 4. 18

Jak wspomniano juz we wstepie niniejszej rozprawy, nektyna 4 stuzy jako receptor
wejscia wirusa odry (Measles Virus) (Tabela 1.). Daje to mozliwos¢ wykorzystania
onkolitycznych witasciwosci MV w leczeniu raka wykazujgcego ekspresje nektyny 4. W
dostepnej literaturze opisywano terapeutyczne wykorzystanie MV przeciwko komérkom
chtoniaka Burkitta i raka pfaskonabtonkowego zwigzanego z chtoniakami nieziarniczymi.®!
Sugiyama et al. wykorzystali naturalny efekt niszczenia komoérek przez MV w leczeniu
indukowanego raka piersi u myszy. Ich odkrycia wykazaty, ze rekombinowany MV specyficznie
wigze sie z nektyng 4 na powierzchni komdérek nowotworowych, a dodatkowo moze by¢
podobnie skuteczny w kilku innych nowotworach zto$liwych, w tym RIG. 182

Prawdopodobnie najbardziej aktualnym doniesieniem w temacie klinicznego
zastosowania nektyny 4 jest opublikowany raport z eksperymentu polegajgcego na
wytworzeniu komérek CAR-T skierowanych przeciwko nektynie 4 w terapii przeciwko
komérkom nowotworowym in vitro. Na mysim modelu raka jelita grubego uzyskano bardzo
obiecujgce efekty terapeutyczne w potaczeniu limfodeplecji cyklofosfamidem
z terapig CAR-T skierowang przeciwko nektynie 4,183

Nektyna 4 jako pierwsza wkroczyta do Swiata praktycznych zastosowan i stopniowo
umacnia swojg pozycje jako obiekt licznych badan klinicznych. Pozostaje bardzo wiele
zagadnien zwigzanych z nektyng 4 i jej znaczeniem w RJG, ktdre wymagajg dalszych wyjasnien.
Ujednolicenie sposobu detekcji ekspresji nektyny 4, ocena heterogenicznosci ekspresji

wewnatrz guza i miedzy zmianami przerzutowymi, skutecznos¢ celowanych terapii
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przeciwnowotworowych opartych na nektynie 4 w modelach komérkowych RIG to tylko
niektére z nich. Nie mozna zaprzeczy¢, ze istnieje wiele dowoddédw naukowych na istotng role
jaka nektyny odgrywajg w szeroko rozumianej chorobie nowotworowej. Pomimo wielu
ograniczen dotyczacych metodologii niniejszej pracy, wyniki jakie uzyskano stanowig ciekawy
element dyskusji i mam nadzieje, ze bedg stanowi¢ dobry materiat do poréwnan dla kolejnych

0s0b decydujacych sie na badania w przysztosci.
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Whnioski

1. Ekspresje nektyny 2, 3 i 4 zaobserwowano odpowiednio w 58%, 62,6%, 87,9%,

badanych preparatéw. Ekspresja wybranych nektyn wystepuje w wiekszosci

analizowanych przypadkow i ma charakter heterogeniczny.

2. Ekspresje nektyn 3 i 4 sg czynnikami prognostycznymi w raku jelita grubego

Pacjenci z wyzszg ekspresjg nektyny 4 w tkankach raka jelita grubego mieli
istotnie statystycznie gorsze wskazniki przezycia w kazdym z analizowanych
okreséw w pordwnaniu z pacjentami z nizszg ekspresja.

Pacjenci z RIG, ktérych komérki nie wykazywaty ekspresji nektyny 3 mieli
istotnie statystycznie gorsze wskazniki przezycia w kazdym z analizowanych
okresow.

Pacjenci z wyzszg ekspresjg nektyny 2 mieli gorsze wskazniki przezy¢ w
analizowanych okresach, jednak réznica pomiedzy nimi nie byta statystycznie

istotna.

3. Zaobserwowano korelacje pomiedzy ekspresjami nektyn a czynnikami kliniczno-

patologicznymi:

Wykazano dodatnig korelacje pomiedzy ekspresjg nektyny 4 i stezeniem CEA
oraz wyzszym zaawansowania raka jelita grubego.

Wykazano ujemng korelacje pomiedzy ekspresjg nektyny 3 a stezeniem CEA,
wymiarem guza i stopniem zaawansowania RJG. Obserwowano zwigzek
pomiedzy brakiem ekspresji nektyny 3 a obecnoscig przerzutéw odlegtych.
Guzy prawej potowy jelita grubego statystycznie czesciej wykazujg pozytywng

ekspresje nektyny 2 w porédwnaniu z guzami lewej potowy jelita grubego.
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Streszczenie
Rak jelita grubego (RJG) jest bardzo powazinym problemem zdrowotnym na catym

Swiecie. Wg. WHO w 2020 r. zdiagnozowano 1,93 miliona nowych przypadkéw i odnotowano
935 000 zgondéw spowodowanych RJG. Pomimo rozwoju medycyny, wskazniki 5-letnich
przezy¢ u pacjentédw chorujgcych na RJG nie ulegajg zadowalajgcej poprawie na przestrzeni
ostatnich lat. Nektyny nalezg do immunoglobulinopodobnych czasteczek adhezyjnych, ktére
odpowiadajg za tworzenie potgczen miedzykomodrkowych oraz regulujg podstawowe funkcje
komoérkowe, takie jak proliferacja, ruchliwos$¢ czy apoptoza. W chorobach nowotworowych
obserwuje sie zaburzenia ekspresji nektyn w komadrkach guza. Pomimo rosngcej liczby badan
nad nektynami, poziom zrozumienia ich roli w rozwoju i progresji choroby nowotworowej jest
daleki od petnego.

Celem niniejszej pracy jest ocena ekspresji wybranych nektyn w guzach
nowotworowych jelita grubego, ich zwigzku z obserwowanymi zmiennymi socjo-
demograficznymi i klinicznymi oraz ocene wykorzystania nektyn jako czynnikow
prognostycznych dla pacjentéw leczonych operacyjnie z powodu RJG.

W badaniu przeanalizowano dane medyczne 92 pacjentéw operowanych z powodu
RJG w latach 2013 i 2014 oraz ponownie oceniono preparaty histopatologiczne z dodatkowa
oceng ekspresji nektyn 2, 3 i 4 za pomocg metod immunohistochemicznych.

Wykazano heterogeniczng ekspresje nektyn 2, 3 i 4 w odpowiednio w 58%, 62,6% i
87,9% ocenianych preparatach. Zaobserwowano zwigzek pomiedzy wyzszg ekspresjg nektyny
4 a gorszym 5-letnim i catkowitym czasem przezycia. Ekspresja nektyny 4 jest negatywnym
czynnikiem rokowniczym (HR = 4, 95% Cl: 2.4-6.8, p <0.001). W przypadku nektyny 3
obserwowano, ze utrata ekspresji wigzata sie gorszym rokowaniem dla pacjentéw z RIG
(HR = 0.54; 95% Cl: 0.31-0.96; p =0.036). Analiza wykazata dodatnig korelacje pomiedzy
ekspresjg nektyny 4 a stezeniem CEA i stopniem zaawansowania RJG. Stwierdzono réwniez
ujemng korelacje pomiedzy stezeniem nektyny 3, a stezeniem CEA, wielkoscig guza
nowotworowego, obecnoscig przerzutdow odlegtych i stopniem zaawansowania RJG. Guzy
prawej potowy jelita grubego statystycznie czesciej wykazujg ekspresje nektyny 2 w
poréwnaniu z guzami lewej potowy.

Niniejsza praca podkresla znaczenie nektyn w RIG jako czynnikdw prognostycznych i
markeréw progresji choroby. Duzy odsetek komérek wykazujgcych ekspresje nektyny 4 daje

nadzieje na skuteczne wykorzystanie terapii celowanych w RJG.
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Abstract
Title: Role of selected nectins as prognostic factors in colorectal cancer.

Colorectal cancer (CRC) is a serious worldwide health problem with over 1.9 million
new cases estimated in 2020. Globally, CRC is the third most diagnosed cancer in both sexes
combined. It is estimated that CRC is the second most common cause of cancer-related
mortality and accounts for approximately 930 thousand deaths around the world in 2020.
Nectins are members of immunoglobulin-like adhesion molecules that play a significant role
in intercellular adhesion formation and basic cell function regulation. Disturbed nectin
expression patterns are observed in cancer. Despite the growing number of studies on nectins,
our level of understanding of their role in the development and progression of cancer is far
from complete.

The aim of this study was to assess the expression of selected nectins in colorectal
cancer tumors, to investigate their relationship with the observed clinicopathological factors,
and to verify the use of nectins as prognostic factors for CRC patients undergoing resection.

The study was based on the medical history data of 92 CRC patients, surgically treated
in 2013 and 2014, with subsequent re-evaluation of tumor specimen in order to assess nectin
expression with immunohistochemistry staining methods.

Study revealed heterogeneous expression of nectins 2, 3 and 4 in 58%, 62.6% and
87.9% of specimen respectively. A relationship between higher expression of nectin 4 and
worse 5-year and overall survival was observed. Higher nectin expression had a negative
prognostic value (HR = 4, 95% Cl: 2.4-6.8, p <0.001). Results suggest that the loss of nectin 3
expression was associated with a worse prognosis for CRC patients (HR = 0.54; 95% Cl: 0.31-
0.96; p = 0.036). A positive correlation was observed between the expression of nectin 4 and
the concentration of CEA and the more advanced stage of disease. A negative correlation was
found between nectin 3 expression and CEA concentration, tumor size, distant metastases
presence and stage of disease. Tumors of the right half of the colon are statistically more likely
to express nectin 2 than tumors of the left half.

This dissertation highlights the importance of nectins in CRC as prognostic factors and
markers of disease progression. A large percentage of cells expressing nectin 4 gives hope for

targeted therapies development.
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Opinia Komisji Bioetycznej

KOMISJA BIOETYCZNA

przy
Uniwersytecie Medycznym

we Wroctawiu
ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ Nr KB — 764/2021

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroclawiu, powotana
zarzadzeniem Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu nr 278/XVI R/2020 z dnia
21 grudnia 2020 r. oraz dziatajaca w trybie przewidzianym rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja 1999 r. (Dz.U. nr 47, poz. 480) na podstawie
ustawy o zawodzie lekarza z dnia 5 grudnia 1996 r. (Dz.U. nr 514 2 2020 r.) w skladzie:

dr Joanna Birecka (psychiatria)

dr Beata Freier (onkologia)

dr hab. Tomasz Fuchs (ginekologia, potoznictwo)

prof. dr hab. Dariusz Janczak (chirurgia naczyniowa, transplantologia)
dr hab. Krzysztof Kaliszewski (chirurgia endokrynologiczna)

dr prawa Andrzej Malicki (prawo)

dr hab. Marcin Maczynski, prof. UMW (farmacja)

Urszula Olechowska (pielggniarstwo)

prof. dr hab. Leszek Szenborn (pediatria, choroby zakazne)

prof. dr hab. Andrzej Szuba (choroby wewngtrzne, angiologia

ks. prof. Andrzej Tomko (duchowny)

prof. dr hab. Mieszko Wieckiewicz (stomatologia)

dr hab. Andrzej Wojnar, prof. nadzw. (histopatologia, dermatologia) przedstawiciel
Dolnoslgskiej Izby Lekarskiej)

dr hab. Jacek Zielinski (filozofia)

pod przewodnictwem
prof. dr hab. Jerzego Rudnickiego (chirurgia, proktologia)

Przestrzegajac w dzialalnoci zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsinskiej,
po zapoznaniu si¢ z projektem badawczym pt.:

,,Rola wybranych nektyn jako czynnikéw prognostycznych w raku jelita grubego i odbytnicy”

zgloszonym przez lek. Jakuba Kobeckiego doktoranta w Katedrze Pielggniarstwa i
Poloznictwa, Zaklad Pielegniarstwa Anestezjologicznego i Zabiegowego Uniwersytetu
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Medycznego we Wroclawiu oraz ztozonymi wraz z wnioskiem dokumentami, w tajnym
glosowaniu postanowila wyrazi¢ zgod¢ na przeprowadzenie badania w Katedrze
Pielegniarstwa i Poloznictwa, Zaklad Piel¢gniarstwa Anestezjologicznego i Zabiegowego
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu pod nadzorem dr hab. Mariusza Chabowskiego,
prof. UMW, pod warunkiem zachowania anonimowosci uzyskanych danych.

Pouczenie: W ciagu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystuguje prawo
odwolania do Komisji Odwolawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej UM we
Wroctawiu.

Opinia powyzsza dotyczy projektu badawczego bedacego podstawg rozprawy doktorskiej.

Przewodniczacy Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie l\égd.ycﬁym

_
%/baﬁ erzy Rudnicki

e

Wroctaw, dnia g pazdziernika 2021 r.
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Zgoda Komendanta 4 Wojskowego Szpitala Klinicznego we Wroctawiu

4. Wojskowy Szpital Kliniczny v J’
z Poliklinika SPZOZ we Wroctawiu /L\ e

ul. Rudolfa Weigla 5, 50-981 Wroctaw

N D
by \ Wroctaw, 18.01.2022

l) KOMENDANT
4. Wojskowego Szpitala Klinicznego
z Poliklinikg SPZOZ we Wroctawiu
(w miejscu)

Dotyczy: wyrazenia finalnej zgody na udostepnienie dokumentacji medycznej oraz
przeprowadzenie badania naukowego, retrospektywnego prowadzonego na materiale
pacjentéw Kliniki Chirurgicznej 4. Wojskowego Szpitala Klinicznego z Poliklinikqg SP Z0OZ

Szanowny Panie Komendancie,

W zataczeniu przedktadam Panu Komendantowi kserokopie zgody Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu (Uchwata KB 764/2021 z dnia 8 paZdziernika
2021 r.) w sprawie wniosku lek. Jakuba Kobeckiego, rezydenta Kliniki Chirurgicznej
4.Wojskowego Szpitala Klinicznego z Poliklinikg SP ZOZ w sprawie przeprowadzenia badania pt.:
,Rola wybranych nektyn i biatek podobnych do nektyn jako czynnikéw prognostycznych
w raku jelita grubego i odbytnicy” na materiale pacjentéw Kliniki Chirurgicznej 4.Wojskowego
Szpitala Klinicznego z Poliklinika SP ZOZ, bedacego elementem rozprawy doktorskiej.

Informuje, ze Pan Jakub Kobecki otrzymat wstepng zgodg w przedmiotowej sprawie
(wstepna zgoda w zafaczeniu).

W zwiazku z powyzszym, proponuje wyrazi¢ finaing zgode na prowadzenie projektu
badawczego jw. Pan Jakub Kobecki dopetnit obowigzku dostarczenia zgody Komisji Bioetycznej
z uwzglednieniem 4. Wojskowego Szpitala Klinicznego z Poliklinika SPZOZ we Wroctawiu jako

miejsca prowadzenia badania.

Z powazaniem

ERCWNIK
Zaday i Analiz
i{iinnowacji

ragr Aneta Velulik

Za zgodno$¢
Zatgczniki 2 na 3 str.:

Zat.1.: Opinia Komisji Bioetycznej — 2 strony J.po,(‘wka_

Zat.2: Wstepna zgoda Komendanta 4. WSK z Poliklinika SPZOZ we Wroctawiu — 1 strona

KIEROWNIK
Dziatu Badar i Analiz

Osrodka Badp i lppowvacji
mgr Andta Walulik

Aneta Walulik, tel. 261-660-167
18.01.2022
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