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1. WPROWADZENIE

1.1. RAK JELITA GRUBEGO

Rak jelita grubego (ang.: colorectal carcinoma, CRC) stanowi obecnie drugg
co do czestosci przyczyne zgondw z powodu choroby nowotworowej, ustepujgc
jedynie rakowi ptuc. Obserwuje sie zarowno wzrost samej liczby chorych, jak
i Smiertelnosci z powodu tego nowotworu. W roku 2013 zdiagnozowano okoto 1,2
miliona przypadkéw raka jelita grubego na swiecie (Brenner i in., 2014), a w roku
2018 nowotwor ten stanowit juz trzecig pod wzgledem czestosci przyczyne zgonow
w grupie chorob nowotworowych (Rawla i in., 2019). Zaledwie dwa lata pdzniej,
w roku 2020 zdiagnozowano juz blisko 1,9 miliona przypadkéw - co stanowito 10%
wszystkich rozpoznanych nowotworéw ztosliwych oraz odnotowano 915 880
zgonéw z powodu raka jelita grubego (9,4% wszystkich zgonéw spowodowanych
chorobg nowotworowg) (Sung i in., 2021).

Rak jelita grubego stanowi wyzwanie nie tylko medyczne, ale
i socjoekonomiczne. Za 2-letnig terapie jednego pacjenta w Stanach Zjednoczonych
w latach 1999, 2003 i 2006 ptacono odpowiednio 38724 $, 51715 $i1 56839 $ (Dinan,
2010). W Europie w samym 2015 roku wydano na leczenie chorych z rakiem jelita
grubego 9,1 miliarda Euro (Henderson i in., 2021), a w kazdym przypadku sumy te
nalezy powiekszy¢ o wydatki zwigzane z opiekg domowg i koszty wytgczenia z zycia
zawodowego.

Standaryzowane wzgledem wieku, swiatowe wskazniki zachorowalnosci na
raka jelita grubego na 100000 ludnosci wynoszg aktualnie u mezczyzn 22,9,
a u kobiet 15,6 (Sung i in., 2021). Szacuje sie, ze w roku 2040 liczba nowych
przypadkow tego nowotworu na swiecie wyniesie 3,2 miliona (Xi & Xu, 2021). Skala
problemu i jej wzrostowa tendencja, czynig raka jelita grubego jednym z wiodgcych
wyzwan naszych czaséw, ujawniajgc potrzebe jeszcze gtebszego poznania biologii
tego nowotworu, a wysoka smiertelno$¢ majgca swojg przyczyne takze w péznym

rozpoznawaniu tego typu zmian, wskazuje na koniecznos¢ poszukiwania nowych,
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takze interdyscyplinarnych metod o potencjalnym znaczeniu diagnostycznym
I prognostycznym.

1.1.1. Historia i wspétczesnosé nowotworoéw jelita grubego

Nowotwory ztosliwe jelita grubego nie sg problem tylko naszych czaséw ani
tylko ludzi. Udokumentowano, ze sg patologig towarzyszgca cztowiekowi od tysiecy
lat, najstarszy artefakt - rak odbytnicy, ujawniono w strupieszatych zwiokach
z okresu ptolemejskiego (200—400 n.e.), znalezionych w oazie Dakhla (Rehemtulla,
2010). W literaturze dostepne sg réwniez badania potwierdzajgce wystepowanie
raka jelita grubego takze u zwierzat, m.in. u psow (Church i in., 1987), makakdéw
krolewskich (Uno i in., 1998), szczuréw (ljzermans i in., 1987) oraz kotéw
(Slawienski i in., 1997).

Wspotczesnie raka jelita grubego uznaje sie za nowotwor typowy dla
mieszkancéw krajdw wysoko rozwinietych. Czesto$¢ wystepowania tego
nowotworu rézni sie znaczgco w zaleznosci od regionu geograficznego. CRC
najczesciej rozpoznawany jest w krajach europejskich, w Ameryce Potnocnej oraz
Australii i Nowej Zelandii, a w przypadku samego raka odbytnicy réwniez we
Wschodniej Azji. Najmniej przypadkéw odnotowuje sie w Afryce i Azji Potudniowo-
Srodkowej (Sung i in., 2021).

Rak jelita grubego, jest zdecydowanie najczestszym nowotworem ztosliwym
tego narzadu, a sam typ gruczotowy, stanowigcy ponad 90% wszystkich zmian
(Fleming iin., 2012) jest niemal synonimem CRC. W grupie nowotworéw ztosliwych
pochodzenia nabtonkowego wyrdznia sie takze raki neuroendokrynne (ang.:
neuroendocrine carcinoma, NC), jednak czesto$s¢ ich wystepowania jest
zdecydowanie nizsza niz raka gruczotowego (Warsinggih i in., 2020). Guzy
neuroendokrynne jelita grubego (ang.: neuroendocrine tumor, NET) sg rzadkie
w poréwnaniu z rakami gruczotowymi, dla przyktadu: NET odbytnicy stanowig mniej
niz 1% wszystkich przypadkow nowotwordw ztosliwych w tej lokalizacji (T. R. André
iin., 2018).
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Poza wyzej wymienionymi, w jelicie grubym opisano obecnos¢ innych, takze
rzadkich, nowotworow ztosliwych tj.: naczyniakomiesaka (Kamocki i in., 2012),
miesniakomiesaka gtadkokomodrkowego (J. Yang, 2018), ttuszczakomiesaka (Choi
i in., 2010), chtoniaka (Pandey i in., 2019) oraz czerniaka (Raja i in., 2017).

Wsrdd nowotwordw tagodnych w jelicie grubym podobnie dominujg zmiany
pochodzenia nabtonkowego - gruczolaki, scharakteryzowane blizej w kolejnych
rozdziatach, a rzadziej w tej lokalizacji stwierdza sie guzy mezenchymalne:
ttuszczaki, ttuszczakomiesniaki oraz naczyniaki, te ostatnie mogg niekiedy by¢

przyczyng masywnych krwawien (Schofield & Jones, 1992).

1.1.2. Klasyfikacja raka jelita grubego wedtug Swiatowej Organizacji

Zdrowia

Najnowsza Klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang.: World Health
Organization, WHO) (5. edycja) ztosliwych nowotworéw nabtonkowych okreznicy
i odbytnicy wyréznia trzy gtdwne grupy nowotworow ztosliwych tych narzgdow, tj.
raki gruczotowe, NOS (ang.: adenocarcinoma, not otherwise specified, NOS), guzy
neuroendokrynne, NOS (ang.: neuroendocrine tumor, NOS) oraz raki
neuroendokrynne, NOS (ang.: neuroendocrine carcinoma, NOS). Uproszczona
klasyfikacja, skupiajgca sie na raku gruczotowym, bedgcym przedmiotem niniejsze;j

pracy, zostata przedstawiona w tabeli 1.
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Tabela 1. Uproszczona klasyfikacja ztosliwych nowotworéw nabtonkowych
okreznicy i odbytnicy wg WHO, 5. edycja, nomenklatura oryginalna.

~ Adenocarcinoma,NOS

Serrated adenocarcinoma

Adenoma-like adenocarcinoma

Micropapillary adenocarcinoma

Mucinous adenocarcinoma

Poorly cohesive carcinoma

Signet-ring cell carcinoma

Medullary adenocarcinoma

Adenosquamous carcinoma

Carcinoma undifferentiated, NOS

Carcinoma with sarcomatoid component

Neuroendocrine tumor, NOS

Neuroendocrine carcinoma, NOS

1.1.3. Czynniki ryzyka raka jelita grubego

Wiedza na temat zmian i stanéw patologicznych, ktére predysponujg do
rozwoju raka jelita grubego, stwarza mozliwos¢ wytonienia pacjentéw z grup ryzyka
i wdrozenia postepowania majgcego na celu zapobiezenie powstania choroby lub
wykrycie zmian nowotworowych na jak najwczesniejszym etapie ich rozwoju.

Do czynnikéw ryzyka raka jelita grubego zalicza sie: pte¢ meska, wiek,
obecno$¢ gruczolakédw lub wczesniejszego raka jelita grubego, nieswoiste
zapalenia jelit (ang.: inflammatory bowel disease, IBD) oraz czynniki genetyczne -
zespoty polipowatosci, wrodzonego niepolipowatego raka jelita grubego (zesp&t
Lyncha), w przebiegu ktérego dochodzi do mutacji w obrebie homologu genu MutL
E. Coli 1 (ang.: MutL homolog 1, MLH 1), homologu genu MutS 2 oraz 6 (ang.: MutS
homolog 2 and 6, MSH 2, MSH 6) oraz homologu genu PMS1 2 (ang.: PMS1 Protein
Homolog 2, PMS2). Do zespotow polipowatosci zalicza sie rodzinng polipowatos¢
gruczolakowatg, w ktorej dochodzi do mutacji genu gruczolakowatej polipowatosci

okreznicy (ang.: adenomatous poliposis coli, APC), polipowato$¢ zwigzang z genem
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bedacym homologiem MutY Escherichia coli (ang.: Escherichia coli MutY homolog,
MUTYH) oraz zespoty polipowatosci hamartomatycznej, do ktérych nalezy zespot
Peutza-Jeghersa, zwigzany z mutacjg genu kinazy treoninowo-serynowej 11
(serine/threonine kinase 11, STK11) oraz zespo6t polipowatosci mtodzienczej,
w ktérym dochodzi do mutacji genu receptora biatka morfogenetycznego kosci typu
1A (ang.: bone morphogenetic protein receptor type 1A, BMPR1A) lub genu matki
przeciwko homologowi dekapentapletycznemu 4 (ang.. mothers against
decapentaplegic homolog 4, SMAD4). Ws$rdd czynnikéw srodowiskowych, do
wystgpienia CRC predysponujg: spozywanie czerwonego miesa, dieta
bogatottuszczowa, niskie spozycie btonnika, otyto$¢, siedzgcy tryb zycia, cukrzyca,
palenie tytoniu i spozywanie alkoholu (Cunningham i in., 2010; Jassem & Kordek,
2019).

Gruczolaki jelita grubego sg najczestszymi nowotworami tagodnymi tego
narzadu. Czestos¢ wystepowania tych zmian rozni sie w poszczegolnych krajach,
wykazujgc silng dodatnig korelacje z zapadalnoscig na raka jelita grubego. Wiedza
na temat gruczolakow poszerzyta sie znaczgco dzieki badaniom endoskopowym,
podczas ktérych nie tylko mozna ujawni¢ obecnos$¢ tych przybierajgcych postac
polipéw - zmian, ale i wycig€ je pozyskujac materiat do badan histopatologicznych.
Obecnie wyréznia sie grupe gruczolakéw konwencjonalnych oraz zmiany
zgbkowane. Do pierwszej z wymienionych grup nalezg gruczolaki cewkowe,
kosmkowe oraz mieszane cewkowo-kosmkowe. Zmiany te sg zréznicowane pod
wzgledem wielko$ci i formy, prezentujg formy ptaskie, wypukte, uszyputowane lub
siedzgce. Ich cechg charakterystyczng jest obecnos¢ dysplazji komérek nabtonka
gruczotowego, w kierunku ktorego nowotwory te sie rdéznicujg, cecha ta jest
oceniania w skali dwustopniowej: jako dysplazja matego (ang.: low-grade) lub
duzego stopnia (ang.: high-grade). Poza gruczolakami konwencjonalnymi w jelicie
grubym wystepujg takze zmiany zgbkowane, wsrdéd ktérych wyrdzniamy
tradycyjnego gruczolaka zgbkowanego (ang.: traditional serrated adenoma, TSA)
oraz siedzgce zmiany zgbkowane (ang.: sessile serrated lesion, SSL). SSL sg

czestsze i rozpoznawane w 3-9% polipow jelita grubego, natomiast TSA stanowig
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jedynie ok. 0,56-1,9% wszystkich przypadkéw (Bettington & Chetty, 2015; Yamane
iin., 2014)

Obecnos¢ zaréwno konwencjonalnych gruczolakéw, jak i zmian
zgbkowanych wigze sie z ryzykiem rozwoju gruczolakoraka, jest ono jednak inne
dla poszczegolnych zmian. Wptywa na to kilka czynnikow, takich jak: wielkosc
zmiany, jej typ histologiczny oraz stopien dysplazji komoérek nabtonka. Wsrod
konwencjonalnych gruczolakéw dane prezentujg sie nastepujgco: gruczolaki
cewkowe stanowig 75-85% polipow gruczolakowych, a ryzyko ich zeztosliwienia
szacuje sie na mniej niz 5%, gruczolaki cewkowo-kosmkowe stanowig 10-15%
zmian i w 20- 25% przypadkdéw prowadzg do rozwoju raka, gruczolaki kosmkowe
stanowigce 5-10% przypadkéw wykazujg 35-40% ryzyko transformacji (Amersiiin.,
2005).

Gruczolaki zwykle nie dajg objawow, sg ujawniane i usuwane podczas
kolonoskopii wykonywanej z innych powoddéw. W badaniu histopatologicznym
pozyskanego w ten sposéb materiatu rozpoznaje sie charakter zmiany. Poza
rutynowg oceng mikroskopowg, biologia gruczolakéw jelita grubego jest nadal
przedmiotem wielu badan, zaréwno dotyczgcych diagnostyki (Aziz iin., 2019; Liang
i in., 2020; Murakami i in., 2018), jak i ich leczenia (Bulut i in., 2019; Dumoulin &
Hildenbrand, 2019).

Obecnos¢ przewlektych choréb zapalnych jelit sprzyja karcynogenezie,
a chorzy zmagajg sie nie tylko z objawami choroby podstawowej, ale réwniez
z udokumentowanym zagrozeniem rozwojem nowotworu ziosliwego. Zaréwno
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego (ang.: ulcerative colitis, UC), jak i choroba
Lesniowskiego — Crohna (ang.: Crohn disease, CD), zwiekszajg ryzyko wystgpienia
raka jelita grubego. Ryzyko to jest 2,4-2,7 wieksze niz w populacji ogélnej w UC
oraz 1,9-2,6 w CD (WHO Classification of Tumours Editorial Board, 2019). Ponadto,
wzrasta ono wraz z czasem trwania choroby, rozlegtoscia zmian oraz
wystepowaniem innych proceséw zapalnych, np. stwardniajgcego zapalenia drég
z6fciowych (Ullman & Itzkowitz, 2011). Rak jelita grubego zwigzany z IBD stanowi
1-2% wszystkich przypadkow tego nowotworu, jednak zajecia okreznicy

w przebiegu IBD jest jednym z trzech gtéwnych czynnikow ryzyka rozwoju raka jelita

11|Strona



grubego (Mattar i in., 2011). Rak na tle UC pojawia sie u mtodszych pacjentéw,
zmiany sg czesto wieloogniskowe, dominujg raki sluzowe i sygnetowatokomorkowe
(Yashiro, 2014). W przeciwienstwie do sporadycznych przypadkéw, u pacjentéw
z IBD nie uwidocznia sie charakterystycznej patogenezy w sekwencji gruczolak —
gruczolakorak. Rozw¢j dysplazji wigze sie w tym przypadku ze zwiekszonym
obrotem komorek nabtonka oraz obecnoscig przewlekiego procesu zapalnego
(Rogler, 2014).

Dziedziczne podtoze stwierdza sie w 2-5% rakow jelita grubego (Jasperson
iin., 2010). Najczesciej wystepujgcym zaburzeniem molekularnym jest zespot
Lyncha, dziedziczony autosomalnie dominujgco, w ktorym dochodzi do mutaciji
gendw odpowiedzialnych za rekonstrukcje DNA - naprawe niesparowanych zasad,
takich jak MLH1, MSH2, MSH6 oraz PMS2. Zespot ten wigze sie ze zwiekszonym
prawdopodobienstwem wystepowania wielu nowotworow, w tym nowotwordw
uktadu pokarmowego. CRC zwigzany z zespotem Lyncha stanowi 2-3%
przypadkow tego typu zmian (Resnick i in., 2009). Chorzy z zespotem Lyncha
obarczeni sg 50-70% ryzykiem zachorowania na raka jelita grubego (Sehgal i in.,
2014). Do powstania raka jelita grubego predysponujg takze zespoty polipowatoSci.
Najwazniejszym z nich jest rodzinna polipowato$¢ gruczolakowata (ang.: familial
adenomatous polyposis, FAP), ktéra spowodowana jest mutacjg genu APC, na
chromosomie 5qg21, dziedziczona autosomalnie dominujgco. Czestosé
wystepowania FAP wynosi ok. 1/8300 urodzen, jednakze rak jelita grubego z nig
zwigzany stanowi mniej niz 1% przypadkow tego nowotworu (Half i in., 2009).
Morfologicznie polipowatos¢ rodzinna charakteryzuje sie obecnoscig bardzo
licznych, nawet do kilku tysiecy, gruczolakow w okreznicy i odbytnicy, pojawiajgcych
sie u nastoletnich chorych, co wigze sie z niemal 100% ryzykiem rozwoju raka jelita
grubego okoto czterdziestego roku zycia (Carr & Kasi, 2020). Kolejng grupa
zaburzen mogacych prowadzi¢ do rozwoju raka jelita grubego jest polipowatos¢
hamartomatyczna. Do tej kategorii nalezy zespdt Peutza — Jeghersa, w ktorym
dochodzi do mutacji w obrebie genu STK11. Zespét ten charakteryzuje sie
wystepowaniem przebarwien skory i btony $luzowej oraz obecnoscig licznych

polipdw hamartomatycznych zotgdka i jelit. Ryzyko wystgpienia nowotworu
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ztosliwego nie ogranicza sie jedynie do raka jelita grubego, jednak w tym przypadku
jest najwyzsze i wynosi 39% (M. Wu & Krishnamurthy, 2022). Zespotem
polipowatosci hamartomatycznej jest réwniez polipowatos¢ mitodziencza (ang.:
juvenile polyposis syndrome, JPS). Zaburzenie jest dziedziczone autosomalnie
dominujgco, a mutacji ulega gen BMPR1A lub gen SMAD4, czego efektem jest
obecnos¢ licznych polipdbw mtodzienczych przewodu pokarmowego. Ryzyko
wystgpienia raka jelita grubego u chorych z polipowatoscig tego typu ocenia sie na
39% (Brosens i in., 2011). Na tle wszystkich zespotéw polipowatosci wyrdznia sie
polipowato$¢ zwigzana z genem MUTYH (ang.: MUTYH-associated polyposis,
MAP) ze wzgledu na autosomalny recesywny mechanizm dziedziczenia powigzany
ze wzrostem ryzyka rozwoju raka jelita grubego. Dochodzi w niej do mutacji genu
MUTYH odpowiedzialnego za naprawe kwasu deoksyrybonukleinowego (ang.:
deoxyribonucleic acid, DNA) (Tomlinson, 2015). Ryzyko powstania CRC szacuje sie
w takich przypadkach na 19-43% (Kidambi i in., 2019).

Podsumowanie dotyczgce zespotow dziedzicznych zwiekszajgcych ryzyko

rozwoju raka jelita grubego przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Podsumowanie informacji dotyczgcych zespotow zwiekszajgcych ryzyko
rozwoju raka jelita grubego.

Nazwa zespotu Gen Sposob Ryzyko
ulegajacy dziedziczenia wystgpienia
mutacji CRC
MLH1
B MSH2 Autosomalny 700
Zespot Lyncha MSHE dominujgcy 50-70%
PMS2
Zespoty polipowatosci
Rodzinna polipowatosé¢ Autosomalny 100%
gruczolakowata APC dominujgcy
Polipowatos¢é zwigzana z genem MUTYH Autosomalny 19-43%
MUTYH recesywny
Zespot Autosomalny 39%
Zespoly Peutza - SKT11 dominujacy
polipowatosci Jeghersa
hamartomatycznej [ polipowatosé | BMPR1A | Autosomalny 39%
miodziencza | SMAD4 dominujacy
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1.1.4. Patogeneza raka jelita grubego

Patogeneza raka jelita grubego wigze sie przede wszystkim z klasyczng
Sciezkg gruczolak-gruczolakorak, w ktérej w kilku mechanizmach dochodzi do
zaburzenia prawidlowego rozwoju komorek, czego efektem jest powstanie
i progresja nowotworu. Obserwuje sie duzg heterogennos¢ powyzszego procesu.
Zmiany genetyczne obserwowane sg w obrebie gendw supresorowych, takich jak
gen APC, gen usuniety w raku jelita grubego (ang.: deleted in colorectal carcinoma,
DCC), gen biatka guza 53 (ang.: tumor protein 53, TP53), gen matki przeciwko
homologowi dekapentapletycznemu 2 (ang.: mothers against decapentaplegic
homolog 2, SMAD2) oraz SMAD4, protoonkogenach KRAS (ang.: Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog), NRAS (ang.: neuroblastoma RAS viral oncogene
homolog) oraz genach naprawy DNA, takich jak gen naprawy niesparowanych
zasad (ang.. mismatch repair, MMR) oraz gen MUTYH (Arvelo i in., 2015).
Najczestsza sekwencja zaburzen w patogenezie raka jelita grubego to akumulacja
mutacji, obejmujgca mutacje genu supresorowego APC a nastepnie mutacje gendéw
KRAS, TP53, SMAD2 i SMAD4. Gitéwng cechg tego szlaku jest niestabilnosé
chromosomalna (ang.: chromosomal instability, CIS). Opisany cigg zdarzen ilustruje
rycina 1. Drugim ze znanych szlakéw jest szlak niestabilnosci mikrosatelitarnej
(ang.: microsatellite instability, MSI), zwigzany z mutacjami m.in. w obrebie
homologu genu MLH 1 oraz MSH 2, odpowiedzialnych za naprawe niesparowanych
zasad DNA, z nastepczg akumulacjg mutacji, m.in. w obrebie genu BRAF (ang.: V-
raf murine sarcoma viral oncogene homolog B). Szlak ten jest charakterystyczny dla
zmian zgbkowanych. W przypadku raka sporadycznego, wiekszos¢, bo az 85%
przypadkow wykazuje niestabilnos¢ chromosomalng, w pozostate 15%

niestabilnoscig mikrosatelitarng (Nguyen & Duong, 2018).

l4|Strona



APC DCC TPS53

Ryc. 1. Klasyczna transformacja gruczolak-gruczolakorak w szlaku niestabilnosci
chromosomalnej (mutacje genow APC, KRAS, DCC, SMAD4, TP53). llustracja
wykonana przez autorke.

Legenda: A — prawidtowa bfona sluzowa jelita, B — poczgtkowy okres rozwoju gruczolaka,
C — zaawansowany okres rozwoju gruczolaka, D — gruczolakorak.

1.1.5. Obraz kliniczny raka jelita grubego

Objawy raka jelita grubego sg niespecyficzne i czesto ujawniajg sie dopiero
w zaawansowanej chorobie nowotworowej. Ws$réod dolegliwosci najczesciej
zgtaszanych przez pacjentow sg obecnos¢ krwi w stolcu oraz bdl brzucha. Inne
objawy to zmiany w rytmie wyprdznien, zarowno biegunki jak i zaparcia,
a w badaniach laboratoryjnych takze niedokrwistos¢ z niedoboru zelaza, klinicznie
objawiajgcg sie przewlektym zmeczeniem i blado$cig wynikajgca z utraty krwi
(Holtedahl i in., 2021; Ploug i in., 2021). Ponadto stwierdza sie r6znice w objawach
klinicznych CRC w zaleznos¢ od pierwotnej lokalizacji zmiany. W przypadku guzéw
prawostronnych dominujg objawy ogdlne, takie jak anemia mikrocytarna, ciemne
zabarwienie stolca, bdle brzucha oraz utrata masy ciata. W guzach zlokalizowanych
w dystalnej czesci jelita grubego (lewostronnych) pacjenci zgtaszajg gtdéwnie
krwawienie z dolnego odcinka przewodu pokarmowego oraz zmiane rytmu
wypréznien, w rakach odbytnicy do objawow nalezy uczucie niepetnego
wyprézniania, stolce otdbwkowate oraz $wieza krew w stolcu (Jassem & Kordek,
2019; J. Yangiin., 2016). Charakter objawow i ich pojawienie sie w pdznym okresie
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choroby sprawia, ze diagnoza stawiana jest dopiero w zaawansowanym stadium
raka. Zjawisko to dotyczy rowniez mtodszych pacjentow (Berut i in., 2013). W takim
przypadku guz moze by¢ nawet wyczuwalny podczas badania palpacyjnego jamy
brzusznej. Wydaje sie, ze istnieje zwigzek pomiedzy obecnoscig poszczegdinych
objawow z zaawansowaniem klinicznym nowotworu. Badania wykazaly, ze
obecnos¢ krwi w stolcu byta istotnie zwigzana z nizszym stopniem zaawansowania
klinicznego choroby nowotworowej (ang.: stage) wg systemu TNM (ang.: Tumor-
Node-Metastasis), podczas gdy bodl brzucha, objawy ogdlne i stany ostre byly
zwigzane z wyzszym stagingiem (Alexiusdottir i in., 2012). Nie potwierdzono
zwigzku miedzy czasem trwania objawdéw a lokalizacjg nowotworu w obrebie jelita
oraz stadium zaawansowania klinicznego choroby (Oztiirk i in., 2019).

Uniwersalna ewaluacja stagingu przeprowadzana jest rutynowo w oparciu
o system TNM, obejmuje ona: ocene gtebokosci nacieku nowotworowego (T),
zajecia regionalnych weztéw chtonnych (N) oraz obecnosci przerzutéw odlegtych
(M), szczegoty przedstawiono w tabeli 3.

Elementy systemu TNM oceniane przez patomorfologa w badaniu
mikroskopowym oznaczane sg matqg literg ,p” poprzedzajgcg elementy akronimu
(pTNM). Kategorie pT oraz pN odpowiadajg tym z systemu klinicznego, natomiast
w przypadku oceny przerzutdw odlegtych, w odniesieniu do pM wyréznia sie jedynie
pM1, oznaczajgcg przerzuty odlegte potwierdzone w badaniu histopatologicznym.
Ocena cech systemu TNM umozliwia okreslenie stopnia zaawansowania
klinicznego choroby nowotworowej u danego chorego, zgodnie z podziatem

przedstawionym w tabeli 4.
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Tabela 3. TNM raka jelita grubego.

Guz pierwotny (T)

TX Guz pierwotny nie moze by¢ oceniony

TO Brak cech guza pierwotnego

S Rak in situ, wewngtrz nabtonka lub naciek blaszki wtasciwej btony
Sluzowej

T1 Guz nacieka warstwe podsluzéwkowa

T2 Guz nacieka miesnidwke wtasciwg

T3 Guz nacieka warstwe podsurowiczg lub niepokryte otrzewng tkanki

okotookreznicze lub okotoodbytnicze
T4 T4a | Guz powoduje perforacje otrzewnej trzewnej

T4b | Guz bezposrednio nacieka inne narzady lub struktury anatomiczne
Regionalne wezty chionne (N)

NX Regionalne wezty chtonne nie mogg by¢ ocenione

NO Brak przerzutu w regionalnych weztach chtonnych

Nla | Przerzut w 1 regionalnym wezle chtonnym

N1 N1b | Przerzut w 2-3 regionalnych weztach chtonnych
N1lc | Depozyt nowotworowy (depozyty nowotworowe)
N2 N2a | Przerzuty w 4-6 regionalnych weztach chtonnych

N2b | Przerzuty w co najmniej 7 regionalnych weztach chtonnych
Przerzuty odlegte (M)

MO Przerzut odlegty nieobecny

Mla | Przerzuty ograniczone do jednego narzgdu

M1 M1b | Przerzuty w wiecej niz jednym narzgdzie bez przerzutéw do otrzewnej

Mlc | Przerzuty do otrzewnej z lub bez zajecia innych narzgdow
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Tabela 4. Stopnie zaawansowania klinicznego choroby nowotworowej (stage)
w przypadku raka jelita grubego.

Stage Cechy TNM

0 TisNOMO
I T1-2NOMO
A T3NOMO
| 1B T4aNOMO
lIc T4bNOMO
A T1-2N1MO lub TIN2aMO
1 B T3-4aN1MO lub T2-3N2aMO lub T1-2N2bMO
nc T4aN2aMO lub T3-4aN2bMO lub T4bN1-2MO
IVA Kazde T, kazde N, M1a
\V/ VB Kazde T, kazde N, M1b
IVC Kazde T, kazde N, M1c

Obraz makroskopowy raka jelita grubego jest zréznicowany. Obserwuje sie
guzy egzofityczne, guzy o wzroscie okreznym oraz typ wrzodziejgcy. Obecnosc¢
nowotworu czesto prowadzi do zwezenia Swiatta jelita. Guzy zlokalizowane
proksymalnie czesciej wykazujg wzrost egzofityczny, natomiast te o lokalizacji
dystalnej majg tendencje to przyjmowania form endofitycznych lub okreznych
(Aaltonen i in., 2000). Przyktadowy obraz makroskopowy raka jelita grubego

0 wzroscie egzofitycznym przedstawiono na fotografii 1.
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Fot. 1. Obraz makroskopowy raka jelita grubego. Zdjecie z archiwum autorki.
Legenda: A — guz; B — jelito makroskopowo bez zmian.

W obrazie mikroskopowym dominuje rak gruczotowy (adenocarcinoma NOS
wg WHO) stanowigcy 90% wszystkich przypadkow. W badaniu histopatologicznym
oceniany jest takze stopien ztosliwosci histologicznej nowotworu (ang.: grade).
Uprzedni, trojstopniowy grading raka jelita grubego zostat obecnie zastgpiony

dwustopniowym. Podziat na raki o niskim stopniu ztosliwosci - low-grade (dawnej
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okreslane jako dobrze i Srednio zroznicowane) oraz o wysokim stopniu ztosliwosci -
high-grade (dawnej raki stabo zr6znicowane) dokonywany jest w oparciu o ocene
histoformatywnosci. Obecnosc struktur gruczotowych w 50% utkania nowotworu lub
wiecej pozwala na zakwalifikowanie zmiany jako raka o niskim stopniu ztosliwosci,

natomiast ponizej 50% odpowiada wysokiemu stopniowi ztosliwosci.

1.1.6. Badania przesiewowe i diagnostyka raka jelita grubego

Gtownym celem badan przesiewowych jest zmniejszenie umieralnosci,
a kandydatami do ich przeprowadzenia pacjenci bez objawéw choroby
z najwiekszym ryzykiem wystgpienia raka jelita grubego (Jassem & Kordek, 2019).
Screening oparty jest o wykonywane raz do roku badania na krew utajong w kale,
zalecane osobom powyzej 50. roku zycia. Jest to prosty i mozliwy do wykonania
przez pacjenta samodzielnie w warunkach domowych test. Nalezy zauwazy¢, ze
badanie to daje pozytywny wynik nie tylko w przypadkach istnienia raka jelita
grubego, ale takze u chorych z krwawieniem w przewodzie pokarmowym na innym
tle oraz w innych sytuacjach np. w 2zwigzku z przyjmowaniem lekow
przeciwkrzepliwych. Ponadto dodatni test choé potwierdza obecnos$¢ krwi, nie
umozliwia lokalizacji zrodta krwawienia, wiec w przypadku pozytywnego wyniku
konieczne sg dalsze badania. Pomimo tych ograniczen wprowadzenie testu na krew
utajong jako badania przesiewowego w kierunku raka jelita grubego zaowocowato
spadkiem umieralnosci z powodu tego nowotworu 0 16% (Jassem & Kordek, 2019).

W przypadku pojawienia sie objawow nasuwajgcych podejrzenie istnienia
raka jelita grubego istotne jest jak najszybsze rozpoczecie diagnostyki. Wykonane
badania per rectum w podstawowej opiece zdrowotnej, u pacjentéw z guzem
odbytnicy, charakteryzuje sie czutoscig 0,762 oraz swoistoscig 0,917 (Ang i in.,
2008). Negatywnym wynik takiego badania nie jest jednoznaczny z brakiem procesu
nowotworowego i konieczne jest wykorzystanie dodatkowych narzedzi (Jassem
& Kordek, 2019).
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Metodg, rutynowo wykorzystywang w diagnostyce raka jelita grubego, jest
badanie endoskopowe. Wykonanie kolonoskopii stuzgcej ocenie zaréwno
odbytnicy, jak i okreznicy, jest okreslane ztotym standardem w diagnostyce CRC
(Vega i in., 2015). Do stosowanych badan endoskopowych nalezg réwniez
sigmoidoskopia (ocena koncowych 60cm jelita grubego) oraz rektoskopia (ocena
odbytnicy). Zaletg badan endoskopowych jest mozliwos¢ pobrania materiatu do
badan histopatologicznych.

W Polsce od roku 2000 istnieje ,Program badan przesiewowych raka jelita
grubego”, bedacy przyktadem prewencji wtérnej, oparty na profilaktycznych
badaniach kolonoskopowych, ktorych celem jest wykrycie stanow przedrakowych
oraz raka jelita grubego na wczesnym etapie rozwoju, a co za tym idzie wczesne
wdrozenie leczenia i w konsekwencji poprawe wskaznikdw przezywalnosci
i zmniejszenie umieralnosci (Klimczak i in.,, 2014). Pomimo niepodwazalnych
korzysci, nadal co najmniej 40% osob kwalifikujgcych sie do programu z uwagi na
wiek, nie bierze udzialu w badaniach przesiewowych (Bray i in., 2017).
W przeprowadzonych badaniach, wsréd grupy pacjentéw z CRC, wykazano, ze
Swiadomos¢ na temat dostepnosci badan przesiewowych jest wyzsza wsrdd kobiet,
ale maleje wraz ze wzrostem wieku wsréd wszystkich pacjentéw (Dziki i in., 2015).
Tymczasem udokumentowano, ze jednorazowe przeprowadzenie kolonoskopii
zmniejsza umieralnos¢ z powodu raka jelita grubego o 80% (Jassem & Kordek,
2019).

Do badan obrazowych wykorzystywanych w diagnostyce raka jelita grubego
zalicza sie ultrasonografie przezodbytniczg, tomografie komputerowg oraz
rezonans magnetyczny miednicy, bedacy najdoktadniejszym narzedziem oceny
zaawansowania raka odbytnicy. Wykorzystuje sie takze badania radiologiczne
metodg podwdjnego kontrastu, polegajgce na podaniu $rodka kontrastujgcego
(baryt) oraz gazu do swiatta jelita (Jassem & Kordek, 2019).

Do markeréw raka jelita grubego zalicza sie czynniki w surowicy krwi oraz
markery wykrywane bezposrednio w tkankach. Do pierwszej grupy nalezg antygen
rakowo-ptodowy (ang.: carcinoembryonic antygen, CEA), antygen weglowodanowy

19-9, (ang.: carbohydrate antygen 19-9, CA19-9), antygen weglowodanowy 72-4
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(ang.: carbohydrate antygen 72-4, CA72-4) oraz antygen weglowodanowy 125
(ang.: carbohydrate antygen 125, CA125). Do markeréw tkankowych zaliczamy
wystepowanie niestabilnosci mikrosatelitarnej, a takze mutacje genéw KRAS
i BRAF.

Najszerzej stosowanym markerem jest CEA, badany w surowicy krwi. Po raz
pierwszy opisali i wyizolowali go z komoérek raka jelita grubego Gold i Freedman
w roku 1965 (Gold & Freedman, 1965). Jest to glikoproteina zwigzana nie tylko
z rozwojem ptodowym, ale réwniez wystepujgca w komérkach nowotworowych
(Gan i in., 2011). Nie jest jednak markerem specyficznym dla raka jelita grubego,
jego podwyzszony poziom obserwuje sie rowniez w innych nowotworach,
szczegolnie wywodzgcych sie z przewodu pokarmowego, ale takze w procesach
zapalnych, jak np.: wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego, zapaleniu ptuc
wywotanym infekcjg drugim koronawirusem ciezkiego ostrego zespotu
oddechowego (ang.: severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-
2) oraz u palaczy papieroséw (Gardner i in., 1978; Sajid i in., 2007; C. Yang i in.,
2020). Z tego powodu zastosowanie CEA jest ograniczone gtéwnie do planowania
i monitorowania leczenia oraz wykrywania choroby po leczeniu u bezobjawowych
pacjentow, np. pojawienia sie przerzutéw odlegtych (Duffy, 2001; Hall i in., 2019).
U okoto 70-85% pacjentéw z guzami jelita grubego to witasnie wzrost CEA jest
pierwszg oznakg nawrotu nowotworu (Ballesta i in., 1995; Konishi i in., 2018).
Kolejny z markerow jest gtébwnie kojarzony z rakiem trzustki, ale pomiar jego
stezenia znalazt rowniez zastosowanie w przypadku raka jelita grubego. CA19-9
jest glikoproteing, ktéra moze wchodzi¢ w sktad btony komorki nowotworowej lub
moze by¢ wydzielana do krwi. CA19-9 wykorzystywany jest do monitorowania
skutecznosci leczenia, jednak podobnie jak CEA, nie jest specyficzny dla
konkretnego narzadu lub typu histologicznego nowotworu (Partyka i in., 2010).
CA19-9 moze réwniez stuzy¢ jako dodatkowy marker do sledzenia procesu
chorobowego u pacjentow z rakiem jelita grubego, u ktorych nie obserwuje sie
wzrostu poziomu CEA (Stiksma i in., 2014). Zaréwno CEA jak i CA19-9 sg
antygenami nowotworowymi, ktére sg pdéznymi markerami kancerogenezy, ze

znacznie podwyzszonymi stezeniami w surowicy w przypadku raka jelita grubego
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z przerzutami (Vukobrat-Bijedic i in., 2013). Jednoczasowe wykorzystanie obydwu
markerow moze zwiekszy¢ czuto$¢ przeprowadzanych oznaczen. Kolejnym ze
znanych markerow jest CA72-4, bedacy glikoproteing znajdujgcg sie na powierzchni
komorek nowotworowych, obecnych w licznych narzgdach, takich jak jelito grube,
jajnik, trzustka oraz zotadek (Yanqging i in., 2018). W przypadku raka jelita grubego
wzrost poziomu CA72-4 wystepuje w 25% przypadkow (Carpelan-Holmstrom i in.,
2002). Kolejnym z szeroko stosowanych markeréw nowotworowych jest CA125, to
glikoproteina gtownie kojarzona z rakiem jajnika. Znalazta jednak swoje
zastosowanie rowniez w przypadku nowotworow przewodu pokarmowego, w tym
raka jelita grubego. Wykorzystywana jest m. in. do oceny rozsiewu nowotworowego
do otrzewnej, gdzie wydaje sie by¢ skuteczniejsza niz CEA (C.-J. Huangiin., 2016).
Celowym wydaje sie ustalenie, ktory z markeréw jest najbardziej uzyteczny
I przyniesie najwiecej korzysci pacjentom z CRC. Badania pokazuja, ze przy uzyciu
pojedynczego markera najwiekszg czutos¢ wykazuje CEA, przed CA72-4, CA19-9
i CA125. Przy fgczeniu markeréw nowotworowych na szczycie listy wystepuje
skojarzone wykorzystanie CEA z CA72-4 (Gao i in., 2018).

Do markerow tkankowych, ktore znalazty zastosowanie w raku jelita grubego
nalezy niestabilnos¢ mikrosatelitarna. Wedtug definicji jest to zmiana zachodzgca
w niektérych komaorkach (takich jak komorki rakowe), w ktérych liczba powtdrzonych
zasad DNA w mikrosatelicie (krotka, powtérzona sekwencja DNA) rézni sie od tej,
jaka miata miejsce w momencie dziedziczenia mikrosatelity’. Okoto 15-20% rakow
jelita grubego wykazuje niestabilno$¢ mikrosatelitarng (Nojadeh i in., 2018),
a stwierdzenie jej obecnosci wptywa nie tylko na wybor metody leczenia, ale
réwniez na rokowanie (Halling i in., 1999; Koenig i in., 2019; Thibodeau i in., 1993).
Kolejnym z markerdéw tkankowych jest mutacja genu KRAS, ktory nalezy do grupy
onkogenow. U pacjentow z rakiem jelita grubego jest spotykana w okoto 30-40%
przypadkéw. Obecnos¢ nieprawidiowego biatka K-RAS prowadzi do opornosci

nowotworu na wybrane strategie terapeutyczne (Dinu i in., 2014). Do pozostatych

Ihttps://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/microsatellite-instability,
16.01.2021
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markerow tkankowych zalicza sie mutacje genu BRAF, wystepujgcg u okoto 10%
chorych i definiujgcg okreslony podtyp, charakteryzujgcy sie ztym rokowaniem,
z mediang przezycia ponizej 12 miesiecy, m. in. z powodu duzego stopnia opornosci
na przeciwciala monoklonalne przeciwko receptorowi nabtonkowego czynnika
wzrostu (ang.: epidermal growth factor receptor, EGFR) (Caputo i in., 2019; Lech
iin., 2016).

Poszukiwanie i oznaczanie markerow nowotworowych, zarowno tkankowych
jak i obecnych w surowicy krwi pozwala wybra¢ odpowiednig strategie
terapeutyczng, okresli¢ rokowanie oraz na wczesnym etapie wychwyci¢ nawrét
choroby. Nalezy jednak pamigtac, ze zaden z nich nie jest narzedziem idealnym.

Proces diagnostyczny w przypadku raka jelita grubego czesto w praktyce jest
dtugotrwaty, a droga od zauwazenia pierwszych symptomow, poprzez badanie
lekarskie u lekarza podstawowej opieki zdrowotnej i specjalisty zajmujgcego sie
rakiem jelita grubego, oczekiwanie na odpowiednie procedury i testy diagnostyczne,
po ocene histopatologiczng, powinna by¢ mozliwie jak najkrotsza, aby nie

powodowac dodatkowych op6znien w rozpoczeciu leczenia (Vega i in., 2015).

1.1.7. Leczenie raka jelita grubego

Wybdr sposobu leczenia pacjentow z rakiem jelita grubego zalezy od stopnia
zaawansowania choroby nowotworowej, lokalizacji guza i obecnosci okreslonych
mutaciji.

Ztotym standardem i podstawowg metodg leczenia jest operacja chirurgiczna
(Matsuda i in., 2018; Rentsch i in., 2016). Radykalna procedura polega na wycieciu
guza wraz z czescig prawidtowego jelita oraz krezkg, a w przypadkach raka
odbytnicy takze mezorektum (Jassem & Kordek, 2019). Moze zosta¢ ona wykonana
technikg otwartg Ilub metodg laparoskopowg. Wykazano, ze leczenie
laparoskopowe sprzyja krotszej hospitalizacji, wczesniejszemu powrotowi
prawidtowego rytmu wypréznien oraz zmniejsza ryzyko zakazen operowanej okolicy
(Chungiin., 2021; Y.-M. Huang i in., 2020; Park i in., 2020). Wykorzystanie metody
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laparoskopowej przez doswiadczonego chirurga, przestrzegajgcego standardéw
chirurgii onkologicznej, zostato okreslone przez ekspertow mianem najlepsze;j
praktyki (Lorenzon i in., 2018). Wielkos¢ oraz lokalizacja guza wptywajg na
rozlegtosc¢ resekcji. W przypadku niewielkich zmian wystarczajgce moze okazac sie
wyciecie z odpowiednim marginesem tkanek zdrowych, jednak w przypadku duzych
guzéw zabieg bedzie zdecydowanie bardziej rozlegty. Przyktadem takiej operacji
jest kolektomia, catkowita lub czesciowa. Kolektomia catkowita polega na resekcji
okreznicy w catosci, a wskazaniami do jej wykonania jest wspotistnienie z rakiem
chorob z grupy IBD, FAP, zespotu Lyncha, guzow synchronicznych i stanéw nagtych
(Carlomagno i in., 2014). Do kolektomii czesciowej zalicza sie hemikolektomie
prawostronng, w ktorej resekcji podlega koncowa czes¢ jelita cienkiego, katnica,
wstepnica, 1/3 poprzecznicy, hemikolektomie lewostronng, ktéra obejmuje 1/3
poprzecznicy oraz zstepnice, ponadto przeprowadza sie resekcje poprzecznicy,
sigmoidektomie, gdzie resekcji podlega okreznica esowata, resekcje przednig
odbytnicy oraz amputacje brzuszno-kroczowg odbytnicy z wytonieniem statej
przetoki jelitowej (Jassem & Kordek, 2019). W niektérych przypadkach wskazane
moze by¢ wykonanie proktokolektomii, bedacej wycieciem okreznicy wraz
z odbytnicg, szczegdlnie u pacjentéw z UC, u ktérych wystgpit rak jelita grubego
(M’Koma i in., 2011). Podczas operacji nalezy réwniez usungé¢ regionalne wezty
chtonne. Jesli choroba nowotworowa jest rozsiana, a przerzuty znajdujg sie
w watrobie lub ptucach podejmuje sie probe ich resekcji. Wyciecie tych zmian
stanowi jedyng szanse dla chorego na przezycie w dtuzszej perspektywie. Celem
operacji usuniecia przerzutow jest wyciecie wszystkich ognisk z ujemnym
marginesem histologicznym przy zachowaniu wystarczajgcego funkcjonalnego
migzszu watroby (Akgul i in., 2014). Takie same zasady dotyczg przerzutéw
zlokalizowanych w ptucach (Guerrera i in., 2016). W sytuacji, w ktorej wykonanie
resekcji guza nie jest mozliwe, wykonywane sg zabiegi paliatywne, majgce na celu
poprawe jakosci zycia pacjentdw oraz zapobiegajgce krwawieniom
i niedroznosciom.

Chemioterapia nalezy to metod leczenia systemowego raka jelita grubego

imoze byC stosowana jako leczenie uzupetniajgce, po wykonaniu resekcji
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chirurgicznej, standardowo u pacjentow w stopniu Ill wg TNM lub tez jako terapia
neoadjuwantowa. Chemioterapia uzupetniajgca jest stosowana u chorych po
radykalnej resekcji chirurgicznej nowotworu i ma na celu zniszczenie komorek
nowotworowych, ktore pozostaty w organizmie pacjenta i zapobiegnieciu
wytworzenia przerzutéw. Ze wzgledu na szereg dziatan niepozgdanych zwigzanych
ze stosowaniem chemioterapii, decyzja o jej wtgczeniu powinna by¢ oparta na
doktadnej ocenie ryzyka oraz stopnia zaawansowania nowotworu. Korzysci
wynikajgce z chemioterapii uzupetniajgcej zostaty wykazane u chorych z Il stadium
klinicznego zaawansowania choroby (T. André i in., 2004), nie jest jednak pewne,
czy jej stosowanie powinno by¢ réwniez standardem u chorych z Il stopniem
klinicznego zaawansowania nowotworu (Jalaeikhoo i in., 2019). Do lekéw
stosowanych podczas chemioterapii nalezg 5-fluorouracyl, kapacytabina,
oksaliplatyna oraz irinotekan, podawane w $cisle okreslonych schematach.
Chemioterapia neoadiuwantowa w przypadku miejscowo zaawansowanego raka
okreznicy moze potencjalnie prowadzic do zmniejszenia guza, eradykaciji
mikroprzerzutow i zapobiegania ztuszczaniu sie komdérek guza podczas operacji,
a pacjenci z zaawansowang chorobg nowotworowg wykazujg lepsze wskazniki
przezycia w poréwnaniu z pacjentami leczonymi chemioterapig uzupetniajgcg (de
Gooyer i in., 2020 Dehal i in., 2018; Jakobsen i in., 2015). U chorych, u ktérych
wyleczenie nie jest mozliwe, stosowana jest chemioterapia paliatywna, ktéra ma na
celu wydtuzenie czasu przezycia oraz poprawe jego jakosci. Zawsze konieczna jest
indywidualna ocena ryzyka nawrotu choroby nowotworowej i podjecie decyzji
o0 wdrozeniu chemioterapii, czasie jej trwania oraz stosowanych schematach
leczenia.

Kolejng z metod leczenia raka jelita grubego jest radioterapia, ktéra
wykorzystywana jest szczegolnie w przypadku raka odbytnicy. Adjuwantowa
radioterapia po miejscowym wycieciu moze zmniejszy¢ ryzyko wznowy,
a jednoczes$nie zachowac korzysci ptyngce z miejscowego wyciecia z zachowaniem
odbytnicy (Jones & Cunningham, 2019).

Wazng role w leczeniu raka jelita grubego odgrywa obecnie leczenie

biologiczne. Ta metoda terapeutyczna bezposrednio oddziatuje na uktad
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odpornosciowy gospodarza, a stosowane substancje powstajg dzieki wykorzystaniu
inzynierii genetycznej (Eisenberg, 2012). Wsrod stosowanych lekéw wymienic
nalezy panitumumab, ktéry jest przeciwciatem anty-EGFR. Jest skutecznym
sposobem leczenia przerzutowego raka okreznicy i odbytnicy KRAS wild-type
(Duan & Wang, 2019). Kolejnym lekiem stosowanym u pacjentow z rakiem jelita
grubego jest cetuksymab. To rekombinowane chimeryczne przeciwciato
monoklonalne immunoglobuliny G1 (ang.: immunoglobulin G1, IgGl) jest
inhibitorem receptora naskérkowego czynnika wzrostu. Jest on wdrazany u chorych
z przerzutowym rakiem jelita grubego wild-type z ekspresjg EGFR (Fornasier i in.,
2018). Do grupy lekoéw biologicznych nalezy réwniez bewacyzumab. Odgrywa on
istotng role w leczeniu przerzutowego raka jelita grubego. Jest to przeciwciato
monoklonalne skierowane przeciwko czynnikowi wzrostu srodbtonka naczyniowego
(ang.: vascular endothelial growth factor, VEGF) (Rosen i in., 2017). Badania
wykazaty, ze zastosowanie bewacyzumabu w raku jelita grubego jest skuteczne
i bezpieczne (Qu i in., 2015). Jego uzycie wykazato korzysci w zakresie przezycia
po dodaniu do chemioterapii u pacjentéw z przerzutowym rakiem okreznicy (Jang
iin., 2017).

Ze wzgledu na szerokie spektrum opcji terapeutycznych, wybér odpowiedniej

metody leczenia powinien by¢ dobrany indywidualnie (Augestad i in., 2017).

1.1.8. Czynniki rokownicze w raku jelita grubego

Rokowanie w przypadku raka jelita grubego opiera sie przede wszystkim na
ocenie klinicznego zaawansowania choroby nowotworowej wedtug systemu TNM
zgodnie ze standardami Miedzynarodowej Unii do Walki z Rakiem (ang.: Union for
International Cancer Control, UICC) i Amerykanskiego Wspdlnego Komitetu ds.
Raka (ang.. American Joint Committee on Cancer, AJCC). W ostatnim
dziesiecioleciu przezycie pacjentow z zaawansowanym, przerzutowym rakiem jelita
grubego znaczgco sie poprawito, co zawdzieczamy pojawieniu sie nowych lekow

i terapii celowanych. Mediana catkowitego przezycia wzrosta z okoto 12 miesiecy
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w potowie lat dziewiecdziesigtych do okoto 30 miesiecy w latach dwutysiecznych
(De Divitiis i in., 2014).

Czynnikami prognostycznymi ocenianymi w badaniu mikroskopowym sg
gtebokos¢ naciekania (pT), status weztéw chtonnych (pN), stopien histologicznej
ztosliwosci guza (grade) oraz naciekanie naczyn (Zlobec & Lugli, 2008). W ocenie
histopatologicznej znaczenie majg nie tylko typ i podtyp nowotworu oraz jego
histoformatywnos¢, ale réwniez obecnos¢ komérek sygnetowatych, ktorych
ujawnienie pogarsza rokowanie (Makino i in., 2006). Jednym z najhowszych
czynnikow prognostycznych ewaluowanych w badaniu mikroskopowym jest ocena
radialnego marginesu resekcji chirurgiczne,;.

Lokalizacja guza pierwotnego ma istotne znaczenie rokownicze. Nowotwory
0 umiejscowieniu lewostronnym rokujg lepiej niz zlokalizowane po stronie prawej
(Caiiin., 2018; Zheng i in., 2019). W przypadku lokalizacji raka w prawej czesc
jelita grubego wiek pacjentow jest wyzszy, a wymiary guza wieksze. Stwierdzano
réwniez wiecej weztow chtonnych z przerzutami (Mik i in., 2017).

Wiele markeréw obecnych w tkankach (KRAS, BRAF, niestabilnosc
mikrosatelitarna) ocenia sie z wykorzystaniem technik biologii molekularnej. Majg
one istotne znaczenie i korelujg z cechami histologicznymi u czesci chorych
(Compton, 2003; Marzouk & Schofield, 2011; I. H. Song i in., 2019; Washington,
2008).

W ostatnich latach poszukiwanie potencjalnych powigzan miedzy ekspresjg
biatek a rozwojem nowotworéw, ich odpowiedzig na stosowang terapie
i rokowaniem stato sie dynamicznie rozwijajgcym sie obszarem wiedzy.
W przypadku nowotworow ztosliwych, w tym takze raka jelita grubego na znaczeniu
zyskujg badania okreslajgce ekspresje poszczegdlnych biatek w komérkach
nowotworu i tkankach go otaczajgcych. Zbadano m. in. status ekspresji i znaczenia
klinicznego biatka, bedgcego homologiem fosfatazy i tensyny (ang.: phosphatase
and tensin homolog, PTEN) oraz keratyny 15 (ang.: keratin 15, KRT15) i wykazano,
ze biatka te mogg by¢ przydatnym markerem prognostycznym w CRC (Rao i in.,
2020; Zhang i in., 2017).
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1.2. BIALKA WYKORZYSTANE W BADANIU

1.2.1. PD-1

Biatko programowanej smierci — 1 (PD-1) jest immunoreceptorem nalezgcym
do rodziny antygenu roznicowania komorkowego 28 (ang.: cluster of differentiation
28, CD28) / antygenu - 4 cytotoksycznych limfocytow T (ang.: cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4, CTLA-4), kodowany jest przez gen biatka
programowanej Smierci komorkowej 1 (ang.: programmed cell death protein 1,
PDCD1), o locus 2g37.3 (Ishida i in., 1992; Okazaki & Honjo, 2007; Shinohara i in.,
1994). Biatko PD-1 posiada dwa ligandy: ligand programowanej $mierci — 1 (ang.:
programmed death ligand-1, PD-L1) oraz ligand programowanej $mierci — 2 (ang.:
programmed death ligand-2, PD-L2). Jest ono odpowiedzialne za regulacje
odpowiedzi immunologicznej poprzez hamowanie proliferacji limfocytow T,
wytwarzania interferonu gamma (ang.: interfeson gamma, INF-y), interleukiny-2
(ang.: interleukin-2, IL-2) oraz interleukiny-10 (ang.: interleukin-10, IL-10).
Mechanizm ten chroni przed wystepowaniem choréb autoimmunologicznych,
a sama czagsteczka PD-1 petni role immunologicznego punktu kontrolnego (Jiang
iin., 2019). Szlak PD-1/PD-L1 jest wykorzystywany przez komaorki nowotworowe dla
ostabienia odpowiedzi immunologicznej organizmu - jego aktywacja prowadzi do
utrzymania sie przewlektej infekcji i rozwoju choroby nowotworowej (Keir i in., 2008).
Ekspresja biatka PD-1, bedgcego  cztonkiem nadrodziny  biatek
immunoglobulinopodobnych, jest szczegdlnie widoczna na aktywowanych
limfocytach T, limfocytach B oraz monocytach. Ekspresja PD-1 na komérkach Ti B
reguluje tolerancje obwodowg i autoimmunizacje (Kuol i in., 2018). Duze
zainteresowanie wzbudzajg badania roli biatka PD-1 w chorobie nowotworowej oraz
mozliwosci terapii nowotwordéw ztosliwych za pomocg przeciwciat skierowanych
przeciwko receptorowi PD-1. Za badania dotyczgce terapii nowotworow ztosliwych
poprzez hamowanie negatywnej regulacji immunologicznej, w tym blokady
receptora PD-1 przyznano w roku 2018 Nagrode Nobla w dziedzinie medycyny

Jamesowi Allisonowi oraz Tasuku Honjo.
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PodwyZzszona ekspresja PD-1 zostata zaobserwowana na nieprawidtowych
komdérkach T, znajdujgcych sie w mikrosrodowisku guza (Meng i in., 2018). Komorki
nowotworéw ztosliwych mogg unika¢ oraz ostabia¢ odpowiedz immunologiczng
poprzez aktywacje immunologicznych biatek punktéw kontrolnych, w tym PD-1 oraz
PD-L1. Zablokowanie aktywnosci tych biatek przeciwciatami monoklonalnymi, a tym
samym przywrocenie funkcji komorek T, przyczynito sie do powstania
przetomowych terapii przeciwnowotworowych (Zak i in., 2017). Badania
przeprowadzano m. in. u chorych z rakiem drobnokomorkowym ptuca, czerniakiem
oraz rakiem nerkowokomoérkowym nerki (Topalian i in., 2012). Wykorzystanie
przeciwciat w terapii przeciwnowotworowej znalazto zastosowanie w obecnej
praktyce klinicznej (Meng i in., 2018; Naidoo i in., 2015). W literaturze obecne sg
jedynie nieliczne badania na temat roli biatka PD-1 w raku jelita grubego, a ich wyniki

nie sg jednoznaczne (Wyss i in., 2019; Yaghoubi i in., 2019).

1.2.2. PD-L1

Ligand programowanej smierci — 1 (ang.: programmed death ligand-1, PD-
L1) jest najwazniejszym ligandem biatka PD-1 (De Sousa Linhares i in., 2019).
Kodowany jest przez gen antygenu réznicowania komoérkowego 274 (ang.: cluster
of differentiation 274, CD274), o locus 9p24.1. Jest biatkiem btony komorkowej,
ktore po zwigzaniu sie z czgsteczkg PD-1, prowadzi do zahamowania proliferacji
limfocytow T. W warunkach fizjologicznych interakcja PD-1/PD-L1 jest kluczowa
w rozwoju tolerancji immunologicznej poprzez regulacje aktywnosci limfocytéw T,
ktéra zapobiega nadmiernej aktywacji komorek uktadu odpornosciowego, ktéra
z kolei moze prowadzi¢ do niszczenia tkanek i autoimmunizacji (Kythreotou i in.,
2018). Ekspresja czasteczki PD-L1 obserwowana jest na komorkach
nowotworowych i prowadzi do unikania przez nie uktadu odpornosciowego. Biatko
PD-L1 wchodzi w interakcje z czgsteczkg PD-1 na limfocytach T, co sprawia, ze nie
atakujg one komorek nowotworowych, a sam guz moze wzrasta¢ bez przeszkod

(Kythreotou i in., 2018; Wei i in., 2019). Interakcje pomiedzy ukfadem
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odpornosciowym a komoérkg nowotworowg przedstawiono na rycinie 2 oraz rycinie
3. Ostatnie badania wykazaty, ze komorki nowotworowe wykazujg wysoki poziom
ekspresji PD-L1, ktéry ma dziatanie immunosupresyjne i moze powodowac
niepowodzenie terapeutyczne (Sun i in., 2020). Zrozumienie wyzej wymienionych
mechanizmdéw umozliwito wprowadzenie terapii opartych na stosowaniu przeciwciat
przeciw czgsteczkom szlaku PD-1/PD-L1. Badania ekspresji biatek szlaku PD-
1/PD-L1 prowadzono w wielu nowotworach, m. in. w czaszkogardlaku, raku
ptaskonabtonkowym gtowy iszyi zwigzanym z infekcjg wirusem brodawczaka
ludzkiego (ang.: Human Papillomavirus, HPV), chtoniakach, szpiczaku mnogim,
raku piersi, ptuca, tarczycy, jajnika, szyjki macicy, jezyka i czerniaku (Abiko i in.,
2015; Ahniin., 2017; Audrito i in., 2017; Coy i in., 2018; W.-J. Lii in., 2018; Lyford-
Pike i in., 2013; Saglam & Conejo-Garcia, 2018; Santini & Hellmann, 2018; Schutz
iin., 2017; Tamura i in., 2020; Yoshida i in., 2018). Nalezy jednak pamietac, ze 0$
PD-1/PD-L1 nie odgrywa roli tylko i wytgcznie w chorobie nowotworowej. Badania
prowadzono réwniez w przypadku choroby Pageta (Mauzo i in., 2019) oraz
autoimmunologicznych chorobach tarczycy (Alvarez-Sierra i in., 2019). Przeciwciata
blokujgce szlak PD-1/PD-L1 dostarczajg nowych narzedzi w terapii pacjentéw

z bardzo zréznicowanym spektrum zaburzen.
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Komorka
nowotworowa

Ryc. 2. O$ PD-1/PD-L1 na przyktadzie komorki nowotworowej oraz limfocytu T.
Receptor limfocytu T (ang.: T-cell receptor, TCR). Gtéwny uktad zgodnosci
tkankowej (ang.: major histocompatibility complex Il, MHC II). llustracja wykonana
przez autorke.

Komoérka
nowotworowa

Ryc. 3. Zablokowanie szlaku PD-1/PD-L1 za pomocg przeciwciat przeciw PD-1 oraz
PD-L1 w chorobie nowotworowej. llustracja wykonana przez autorke.
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1.3. SPEKTROMETRIA MAS

1.3.1. Historia spektrometrii mas

Spektrometria mas (ang.: mass spectrometry, MS) jest technikg analityczna,
ktora opiera sie na pomiarze stosunku masy do tadunku jonow. Poczatki
spektrometrii mas siegajg drugiej potowy XIX wieku. W roku 1886 niemiecki fizyk,
Eugene Goldstein, w swoim laboratorium w Berlinie, odkryt promieniowanie
anodowe (kanalikowe). Odkrycie to zapoczgtkowato serie dalszych badan, w tym
prowadzonych przez Wilhelma Wiena, niemieckiego fizyka, laureata Nagrody Nobla
w dziedzinie fizyki w 1911r. Zaobserwowat on, ze promieniowanie anodowe ulega
odchyleniu w polu magnetycznym, co pozwala na badanie jego zachowan
z wykorzystaniem efektdw magnetycznych i pola elektrycznego. Badacz ten
stworzyt urzgdzenie, nazwane pozniej separatorem Wiena, ktére umozliwiato
rozdzielanie jonow w zaleznos¢ od ich masy oraz fadunku. Kolejnym naukowcem
zwigzanym z historig spektrometrii mas jest Sir Joseph John Thomson, ktéry
przeprowadzat pomiary mas czgsteczek obdarzonych fadunkami, co zaowocowato
odkryciem elektronu, a samemu naukowcowi przyniosto Nagrode Nobla
w dziedzinie fizyki w roku 1906. Thomson zauwazyt takze mozliwos¢ odchylenia
wigzki elektronow przez pole elektrostatyczne, co umozliwito stworzenie prekursora
wspotczesnego spektrometru mas, nazwanego przez jego tworce, spektrografem
masowym. Dzieki temu urzadzeniu, w roku 1913, Thomson odkryt izotopy neonu.
Wspotpracownik Thomsona, Francis William Aston, udoskonalit spektrograf
masowy, w wyniku czego powstat spektrometr mas o duzej rozdzielczosci, ktory
pozwalat na badanie izotopéw oraz doktadne okreslenie stosunku masy do tadunku
(ang.: mass-to-charge ratio, m/z). Za swoje badania Aston otrzymat Nagrode Nobla
w dziedzinie chemii w 1922 roku. Rownolegle i niezaleznie do Astona, swoje
badania prowadzit amerykanski fizyk, Arthur Jeffrey Dempster. Udoskonalit on
analizator magnetyczny w spektrografie masowym oraz opracowat technike

jonizacji elektronami (ang.: electron ionization, EI).
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Poczgtkowo spektrometria mas wykorzystywana byta przede wszystkim do
okreslania izotopow pierwiastkbw chemicznych. Sam Aston powiedziat: ,Po
okresleniu wszystkich izotopdw pierwiastkdw chemicznych w uktadzie okresowym,
nie bedzie juz potrzeby wykorzystania spektrometrii mas” (Sparkman, 2000). Dzisiaj
wiemy jednak, jak bardzo sie mylit. Thomson, Aston i Dempster uwazani sg za ojcow
spektrometrii mas, jednak w kolejnych dziesiecioleciach metoda ta ulegata dalszym
udoskonaleniom. W latach czterdziestych XX wieku, wprowadzono do uzytku
analizator czasu przelotu (ang.: time of flight, TOF) oraz analizator cyklotronowego
rezonansu jondéw (ang.: ion cyclotron resonance, ICR). W poréwnaniu do
pierwotnego spektrometru mas, metody te byly tansze oraz prostsze w stosowaniu.
W tym okresie rozpoczeto rowniez komercyjne wykorzystanie spektrometru mas.

Nie mozna réwniez zapomnie¢ o chromatografie gazowym, wynalezionym
w 1952 roku przez Anthony’ego Jamesa oraz Archera Martina, ktoérego
wykorzystanie potgczono ze spektrometrem mas w roku 1958. Umozliwito to
rozdzielanie ztozonych mieszanin organicznych na poszczegolne zwigzki
chemiczne. Owczesnie pojawity sie takze nowe techniki jonizacji, m. in. jonizacja
chemiczna (ang.: chemical ionization, Cl). Lata osiemdziesigte i dziewieCdziesigte
XX wieku to czas powstawania nowych technik jonizacji: desorpcji laserowej
z udziatem matrycy (ang.: matrix - assisted laser desorption/ionization, MALDI) oraz
elektrorozpylania (ang.: electrospray ionization, ESI). Metody te umozliwity badanie
polimeréw organicznych oraz biopolimeréw (Sparkman, 2006). Za swoje badania
Japonczyk Koichi Tanaka (MALDI) oraz Amerykanin John Fenn (ESI) w roku 2002
otrzymali Nagrode Nobla w dziedzinie chemii.

Podstawowym narzedziem spektrometrii mas jest spektrometr masowy.
Urzadzenie to zbudowane jest z pieciu gtdwnych elementéw tj. uktadu
wprowadzajgcego, zrodta jonow, analizatora, detektora oraz systemu przetwarzania
danych. W celu wykonania pomiaréw nalezy dokonac jonizacji czgsteczek lub
atomow badanego materiatu. W toku analizy z wykorzystaniem spektrometru
masowego otrzymujemy wynik nazywany widmem mas. Pomiar stosunku

izotopowego jest niezwykle precyzyjny (Peterson & Fry, 1987).
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1.3.2. Zastosowanie spektrometrii mas

Wykorzystanie spektrometrii mas jako techniki analitycznej ulegato ewolucji.
Poczatkowo do jej gtdbwnych zadan nalezata identyfikacja zwigzkow chemicznych
z ustaleniem ich sktadu pierwiastkowego. Dostepne sg specjalne biblioteki widm
jonizacji z bazami danych, umozliwiajgce interpretacje otrzymanego wyniku.
Spektrometria mas pozwala ustali¢ skfad izotopowy pierwiastkéw chemicznych,
a takze okresli¢ strukture molekularng badanych zwigzkéw. Ze wzgledu na swdj
potencjat spektrometria mas cieszy sie wielkim zainteresowaniem badaczy
interdyscyplinarnych. Mozliwosci, ktére daje ta technika analityczna znajdujg
zastosowanie w wielu dziedzinach nauki, w szczegélnosci fizyce, chemii, biologii,
aod stosunkowo niedawna réwniez w medycynie. Spektrometria mas
wykorzystywana jest w chemii klinicznej (Duncan i in., 2016), endokrynologii (Ketha
iin., 2017), farmakologii (Reyzer i in., 2003) oraz badaniach lipidéow (Ellis i in., 2018;
Hu & Zhang, 2018). Spektrometria mas jest szeroko wykorzystywana w proteomice
(Domon & Aebersold, 2006; X. Han i in., 2008). Stosuje sie jg w badaniach
nowotwordw ztosliwych (Bednarczyk i in., 2019; Caldwell i in., 2005) i podkreSla
mozliwos¢ korelacji wynikébw 2z rutynowymi badaniami histopatologicznymi
(Chaurandiin., 2004; Rémpp i in., 2010).

1.3.3. lzotopy pierwiastkéw chemicznychiizotopowa spektrometria mas

|zotopy to odmienne formy atomoéw danego pierwiastka chemicznego,
réznigce sie od siebie liczbg neutronéw w jgdrze atomowym, a w konsekwencji
réwniez liczbg masowg. I1zotopy mogg wystepowac w formie izotopdw stabilnych
(nieulegajgcych samoistnym przemianom w inne izotopy lub pierwiastki) oraz
radioizotopow, ktorych jgdra atomowe spontanicznie ulegajg przemianom
promieniotwérczym. Od lat 90. XX wieku badania metaboliczne radioizotopow
malejg, natomiast badania izotopéw stabilnych wykazujg tendencje wzrostowg

(Lehmann, 2017). lzotopy stabilne wegla, azotu, siarki oraz tlenu sg czestym
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obiektem badan w wielu dziedzinach nauki, w tym najszerzej obecnie
wykorzystanych badaniach srodowiska (Elsner, 2010; Kobayashi i in., 2021,
Michener & Lajtha, 2008), a takze w biologii (Ball, 2011; Barboza & Parker, 2006),
paleontologii (Hedges & Reynard, 2007; M. P. Richards & Hedges, 1999),
paleoklimatologii (Rozanskiiin., 1997) oraz medycynie (Katzenberg & Lovell, 1999;
Mekota i in., 2006). Zainteresowanie naukowcéw sktadem izotopowym obejmuje nie
tylko kule ziemska, ale takze przestrzen kosmiczng. Badano probki pochodzace z
Ksiezyca, Marsa, ale rowniez mniejszych elementow, jak np. asteroidy i komety
(Hoefs, 2009). W wiekszosci przypadkow ciezszy izotop pierwiastka chemicznego
wystepuje rzadziej niz izotop lzejszy (Ben-David & Flaherty, 2012). Badania
izotopow  pierwiastkbw  chemicznych  dostarczajg licznych  informacji
wykorzystywanych w wielu obszarach wiedzy.

Izotopowa spektrometria mas (ang.: isotope-ratio mass spectrometry, IRMS)
jest technikg analityczng z grupy spektrometrii mas, ktéra pozwala ustali¢ sktad
izotopowy wybranych pierwiastkbw chemicznych. Bazuje ona na pomiarze
stosunkéw izotopowych pierwiastkow lekkich: wegla, azotu, siarki, tlenu i wodoru,
naturalnie wystepujgcych w $rodowisku i organizmach zywych, ale takze
w probkach wzbogaconych izotopowo. Stosunek izotopowy jest stosunkiem
ciezszych do Izejszych izotopoéw w badanym materiale. W wiekszosci przypadkow
stosunek izotopowy ma niewielkg warto$¢ i z tego powodu stosowany jest wzgledny
typ pomiaru tj. sktad izotopowy badanej prébki poréwnywany jest ze sktadem
izotopowym standardu po ich naprzemiennym zmierzeniu w spektrometrze
masowym. Réznica wzgledna zwyczajowo wyrazana w promilach okreslana jest
jako delta (8). Analiza jest mozliwa dla substancji w fazie gazowej. W celu uzyskania
prostych pierwiastkéw i zwigzkéw nieorganicznych, takich jak N2, CO2, H20, SOz,
konieczne jest poddanie probek organicznych procesowi spalania w wysokiej
temperaturze w obecnosci katalizatora. W nowszych urzgdzeniach istnieje
mozliwos¢ wykorzystania procesu pirolizy. Probke umieszcza sie w izotopowym
spektrometrze mas, gdzie czgsteczki gazéw poddawane sg jonizacji, a nastepnie
rozdzielane pod wzgledem masy, czesto wykorzystywanym analizatorem jest

separator magnetyczny. Nastepnie, rozdzielone wigzki jonoéw dostajg sie do
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detektora, np. puszki Faradaya, gdzie po wytworzeniu prgdu nastepuje jego pomiar

przez system komputerowy?.

1.3.3.1. Azot

Azot zostat odkryty w roku 1772 przez szkockiego fizyka i chemika Daniela
Rutherforda. Jest pierwiastkiem chemicznym nalezgcym do grupy niemetali. Jest to
bezbarwny, bezwonny gaz, ktory jest gtdbwnym sktadnikiem ziemskiej atmosfery
(78% objetosci). Azot jest réwniez pierwiastkiem stanowigcym 16% masy biatek,
wchodzgcych w sktad organizmow zywych. Potozony jest w 15 grupie uktadu
okresowego pierwiastkbw chemicznych. W jgdrze atomowym tego pierwiastka
znajduje sie 7 protonow, a jego liczba masowa wynosi 14,007. Azot wystepuje
w postaci dwoch izotopow stabilnych: *N — ktorego jgdro atomowe sktada sie z 7
protondw i 7 neutronow (czesto$¢ wystepowania tej postaci wynosi 99,63%) oraz
izotopu °N — ktérego jadro atomowe sktada sie 7 protonéw i 8 neutronéw (stanowi
on 0,37% form izotopowych). Promieniotworcze izotopy azotu sg sztucznie

wytwarzane przez cztowieka i charakteryzujg sie krétkim okresem péttrwanias.

1.3.3.2. Wegiel

Wegiel jako pierwiastek chemiczny znany byt juz w starozytnosci. Jest to
niemetal, potozony w 14 grupie uktadu okresowego pierwiastkobw chemicznych.
Liczba atomowa wegla wynosi 6, a liczba masowa - 12,011. Wystepujg dwa stabilne
izotopy wegla: '°C, stanowigcy 98,93% oraz 3C, stanowigcy 1,07%. Wsrod

radioaktywnych izotopow wegla na uwage radioaktywnych izotopéw wegla na

http://www.ftj.agh.edu.pl/~Rozanski/IRMSI.pdf, 28.11.2020
3https://www.britannica.com/science/nitrogen, 23.11.2020
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uwage zastuguje izotop “C, o czasie potowicznego rozpadu wynoszacym ok. 5730
lat. Wegiel wystepuje w kilku odmianach alotropowych, z ktérych najbardziej znane
to grafit, diament i fuleren. Wegiel tworzy wiecej zwigzkéw chemicznych niz
wszystkie pozostate pierwiastki chemiczne razem wziete. Jest on sktadnikiem wielu
mineratow, m. in. wapieni, marmurow oraz magnezytow. Znalez¢ go mozna rowniez

w paliwach kopalnych, takich jak wegiel kamienny, ropa naftowa i gaz ziemny*.

1.3.3.3. Frakcjonowanie izotopowe

Frakcjonowanie izotopowe polega na rozdzielaniu izotopéw danego
pierwiastka chemicznego, pod wzgledem réznicy masy jader atomowych, na skutek
zachodzacych naturalnie proceséw. Z powodu réoznych wiasciwosci fizycznych
izotopoéw danego pierwiastka zachodzi proces frakcjonowania izotopowego.
Lzejsze izotopy, ktére sg bardziej mobilne i posiadajg stabsze wigzania, sg usuwane
czesciej w porownaniu do izotopow ciezszych. Frakcjonowanie zachodzi podczas
reakcji chemicznych, transportu (dyfuzja), jak rowniez zmiany fazy (topnienie,
parowanie). Wyrdznia sie frakcjonowanie kinetyczne oraz rownowagowe.
Frakcjonowanie kinetyczne jest procesem nieodwracalnym, niekompletnym
i jednokierunkowym. W tym przypadku nie mozemy mowi¢ o réwnowadze
izotopowej. Przyktadami frakcjonowania kinetycznego sg m.in. absorpcja i dyfuzja
gazéw oraz rozktad materii organicznej. Natomiast frakcjonowanie réwnowagowe
jest przyktadem reakcji chemicznej, w ktorej wystepuje wymiana izotopow. Izotopy
mogg przechodzi¢ ,tam i z powrotem”, a stan réwnowagi zostaje osiggniety

w momencie, w ktérym stosunki izotopowe nie ulegajg juz zmianom >,

4 https://www.britannica.com/science/carbon-chemical-element, 23.11.2020
Shttps://www.encyclopedia.com/science/dictionaries-thesauruses-pictures-and-press-
releases/isotope-fractionation, 14.12.2020
®https://www.pgi.gov.pl/psh/psh-2/baza-wiedzy-hydrogeologicznej/9066-hydrologia-i-
hydrogeologia-izotopowa.html, 14.12.2020
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1.3.3.3.1. Zmiana sktadu izotopowego w srodowisku naturalnym

Zmiana sktadow izotopowych w Srodowisku naturalnym jest zjawiskiem
powszechnym, moze by¢ wykorzystana do pozyskiwania informacji na temat
badanych substancji. Niezwykle liczne sg pomiary majgce okresli¢ nawyki
zywieniowe badanych gatunkow zwierzat. Badano zaréwno gatunki wodne, jak np.
rozwielitka wielka (Adams & Sterner, 2000) i tilapie nilowe (Gaye-Siessegger i in.,
2003), jak i lgdowe, poczynajagc od niewielkich owadow, jakimi sg termity (Boutton
iin., 1983) i chrzgszcze malinowe (Scrimgeour i in., 1995), po duze ssaki np.
renifery (Barboza & Parker, 2006) i szympansy. U tych ostatnich, skfad izotopowy
szkliwa zebow oraz kolagenu kosci pokazuje roznice w stosunku izotopow
stabilnych wegla i azotu miedzy osobnikami mtodymi, dorostymi, a takze miedzy
samcami i samicami. U mtodych samic wartosci 3C sg wyzsze w poréwnaniu z
nowo urodzonym potomstwem, co nie jest obserwowane u mtodych samcow. Moze
to wynikac z réznic w diecie osobnikdw meskich i zenskich, jak réwniez z faktu, ze
szympansy pici meskiej czesciej dozywajg wieku dorostego (Smith i in., 2010).
Sktad izotopowy wegla i azotu pozwala nie tylko okresli¢ rodzaj spozywanych
pokarmow, ale réwniez umiejscowic siedliska badanych zwierzat oraz ich zaleznos¢
od wody (Ambrose & DeNiro, 1986). Mozliwos¢ okreslenia rodzaju pozywienia nie
dotyczy jedynie organizmdw zyjgcych obecnie, ale réwniez tysigce lat temu.
Prowadzono badania majgce na celu okreslenie diety ludzi zyjgcych w okresie
mezolitycznym (M. P. Richards & Hedges, 1999), neolitycznym, az do okresu
poznorzymskiego (Hedges & Reynard, 2007).

Ocena skfadu izotopowego jest wykorzystywana réwniez w ekologii (Moore
& Semmens, 2008; Tieszen i in., 1983). Analiza izotopow stabilnych pozwala
rozwigzywac wiele problemow natury biogeochemicznej w ekosystemie. Pierwiastki
wegla, azotu, siarki i wodoru posiadajg wiecej niz jeden izotop, wiec wystepujg
w réznych sktadach w srodowisku naturalnym. Badania stabilnych izotopdéw sg
uzyteczne w rekonstrukcji paleoklimatu (McCarroll & Loader, 2004; Rozanski i in.,
1997). Analiza naturalnej zmiennosci sktadoéw izotopowych izotopéw stabilnych

w ekosystemach z tgcznym wykorzystaniem paleoekologii i wspotczesnej wiedzy
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pozwala odtworzy¢ przeszto§¢ oraz Sledzi¢ procesy ekologiczne. Postep
w genetyce, profilowaniu biochemicznych i analizie przestrzennej wraz z progresem
w badaniach izotopowych umozliwia poszerzenie zakresu badan w ekologii (Jbiin.,
2006).

Poza izotopami wegla i azotu badano réwniez stosunek izotopowy izotopow
zelaza. Zainteresowanie geochemig izotopow stabilnych Zelaza jest zwigzane
z mozliwoscig jej wykorzystania w ustalaniu biosygnatur, szczegdlnie w osadach
Ziemi i Marsa. Badania izotopow Zzelaza mogg by¢ rowniez wykorzystywane
w oceanografii, geochemii Ziemi oraz w biomedycynie (Anbar, 2004). Poznawanie
sktadu izotopowego nie jest domeng jedynie ludzi. Niewielki owad - muszka
owocowa (Drosophila melanogaster), potrafi za pomocg zmystu wechu odréznic¢ od

siebie izotopy wodoru - deuter i prot (Ball, 2011).

1.3.3.3.2. Zmiana skladu izotopowego w przebiegu proceséw patologicznych

Zwrotnym punktem w historii spektrometrii mas byto jej wprowadzenie
w obszar medycyny. Poczgtkowo w poszukiwaniu nowych informacji o stanach
patologicznych bazowano na materiatach archeologicznych np. zbadano mumie
sudanskich Nubijczykdéw i wykazano, ze wsrod chorych z osteopenig, czestg w tej
populacji, kobiety miaty podwyzszone wartosci delta °N i powigzano ten fakt nie
tylko z czynnikami zywieniowymi, lecz rowniez fizjologicznymi — réznicg w wydalaniu
mocznika oraz usuwaniu wapnia i fosforu drogg nerek (White & Armelagos, 1997).
Z czasem badania zaczety obejmowac wspétczesne populacje i coraz to wieksze
spektrum stanéw patologicznych. Ocena sktadow izotopowych byta réwniez
wykorzystana u pacjentek cierpigcych na jadtowstret psychiczny (Mekota i in.,
2006), a takze u dzieci wentylowanych mechanicznie, hospitalizowanych na
oddziale intensywnej terapii, z zespotem ogolnoustrojowej reakcji zapalnej (Boriosi
iin., 2014).

W ostatnich latach zastosowano izotopowg spektrometrie mas w badaniach
tkanek transformowanych nowotworowo (Taran, Frgczek, Kaminski, i in., 2015).
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W roku 2015 po raz pierwszy udokumentowano roznice w sktadzie
izotopowym tkanek nowotworowych i zdrowych ,in vivo” oraz fakt zmiany stosunku
izotopowego azotu w przebiegu choroby nowotworowej, a ponadto stwierdzono
przetom w sktadzie izotopowym azotu w momencie uogolniania sie choroby
nowotworowej (Taran, 2015).

Poddano takze ocenie sktad izotopowy miesaka prgzkowanokomorkowego
(ang.: rhabdomyosarcoma, RMS) oraz watrobiaka ptodowego. Zaobserwowano
zwiekszone wystepowanie izotopu °N w typie zarodkowym RMS. (Taran, Frgczek,
Sitkiewicz, i in., 2015), a w przypadku hepatoblastoma ujawniono réznice w biologii
podtypdw histologicznych tego guza (Taran, Fraczek, Sitkiewicz, i in., 2016).

Kolejne badania dotyczyty: u dorostych - raka piersi (Tea i in., 2016), w grupie
zmian wieku rozwojowego - guza Wilmsa (Taran i in., 2016), w ktoérych potwierdzono
istnienie réznicy w sktadzie izotopowym pomiedzy guzem a otaczajgcymi tkankami
oraz w przypadku guza Wilmsa takze réznice w sktadzie izotopowym wegla i azotu
zaréwno pomiedzy typami histopatologicznymi tego nowotworu, jak i w kolejnych
stadiach procesu nowotworowego. Badanie to pozwolito zaobserwowac nieznang
do tej pory czes¢ biologii nefroblastoma oraz moze przyczyni¢ sie do odkrycia
potencjalnego nowego biomarkera tego nowotworu i mie¢ wptyw na proces leczenia

guza Wilmsa (Taran, Frgczek, Sikora-Szubert, i in., 2016).

1.3.4. Materiat wykorzystany do badan izotopowych

Materiat wykorzystywany do badan izotopowych jest niezwykle réznorodny.
Stanowi¢ go moga sktadniki materii nieozywionej, jak np. woda (Rozanskiiin., 1997)
i skaty (W. Han i in., 2017; Roelofse & Horstmann, 2008) lub ozywionej: drzewa
(McCarroll & Loader, 2004) i elementy organizméw zwierzecych. W tym ostatnim
przypadku, najczesciej wykorzystuje sie kosci (Ambrose, 1991; Ambrose & DeNiro,
1986; Hedges & Reynard, 2007; M. P. Richards & Hedges, 1999; Schoeninger
& DeNiro, 1984) oraz szkliwo (Smith i in., 2010). Zaréwno kosci jak i zeby sg to

materiaty bardzo trwate i ich badania mogg dostarczy¢ informacji zaréwno
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0 czasach obecnych, jak i tych minionych. Futro, miesnie, watroba i krew
organizmow zywych réwniez zostaty wykorzystane do badan z uzyciem izotopowe;j
spektrometrii mas (Roth & Hobson, 2000). Badano takze pidra ptakéw (Bearhop
iin., 2002). Istniejg rowniez mozliwosci pozyskania materiatu do badan drogg
catkowicie nieinwazyjng. Przyktadem jest badanie sktadu izotopowego
wydychanego powietrza (Boriosi i in., 2014a). Réwniez analiza stosunkow
izotopowych izotopdw stabilnych w ludzkich wiosach jest nieinwazyjng metoda,
dzieki ktorej mozna uzyskac informacje o dtugotrwatym przyjmowaniu pewnych
sktadnikéw odzywczych, nawykach zywieniowych, a takze wykorzystac
w diagnostyce choréb, w ktérych wystepujg zaburzenia rownowagi azotowej
(Petzke i in., 2010). W medycynie sgdowej w celu ustalenia pochodzenia szeregu
substancji, badano glebe, narkotyki, materiaty wybuchowe, waluty, koS¢ stoniowg
oraz rég nosorozca (Roelofse & Horstmann, 2008). W przemysle identyfikacja
obejmuje substancje spozywcze np. wino z winorosli Pinot Noir (Spangenberg i in.,
2017) oraz kofeine wyekstrahowang z lisci herbaty (C. Wu i in., 2012). Obecnie
w centrum zainteresowan naukowcow sg materiaty biologiczne w przebiegu chorab,
w tym zmienione nowotworowo tkanki (Boriosi i in., 2014; Taran, 2015; Taran,
Fraczek, Sikora-Szubert, i in., 2016; Taran, Fraczek, Sitkiewicz, i in., 2015, 2016;
Teaiin., 2016).

1.3.5. Ograniczenia zastosowania izotopowej spektrometrii mas

Izotopowa spektrometria mas pomimo ogromu mozliwosci, ktére oferuje, jak
kazda metoda ma takze swoje ograniczenia. Duzym problemem, mogacym
znaczgco wptyng€ na uzyskane wyniki, jest zanieczyszczenie materiatu. Dawniej
badaniom poddawano wigksze probki, wiec niewielkie zanieczyszczenie przed
i w trakcie przeprowadzania pomiardéw, nie miato znaczgcego wptywu na wynik
koncowy. Obecnie, kiedy masa probki wynosi <1mg, a materiat umieszczany jest
w cynowych kapsutkach, nawet niewielkie zanieczyszczenie moze istotnie wptyngc¢

na wyniki pomiaru. W celu wykluczenia takiego ryzyka nalezy poddawac¢ analizie
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przynajmniej dwie prébki z kazdego materiatu oraz jednoczesnie analizowac probke
materiatu referencyjnego (Ben-David & Flaherty, 2012). Aby dodatkowo
zminimalizowa¢ ryzyko zanieczyszczenia przygotowanie probek powinno sie
odbywa¢ w przystosowanym do tego laboratorium, przez osoby posiadajgce
odpowiednie kompetencje. Kolejnym z ograniczen izotopowej spektrometrii mas
w przypadku badania tkanek sg procesy rozktadowe, ktore zaburzajg sktad
izotopowy badanego materiatu. W celu zapobiezenia niekorzystnym zmianom
strukturalnym, tkanki powinny zosta¢ zamrozone bezposrednio po pobraniu, a przed
oceng sktadu izotopowego — zostac zliofilizowane. Liofilizator nie jest jednak czesciag
spektrometru mas, wiec konieczne jest uzyskanie do niego dostepu, co moze
stanowi¢ dodatkowy problem dla badaczy. Poruszajgc temat dostepnosci urzgdzen
nie mozna zapomniec, ze sam spektrometr masowy jest narzedziem nierutynowym,

kosztownym, a jego obstuga wymaga wiedzy i doswiadczenia.
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2. ZALOZENIA | CELE PRACY

2.1. ZALOZENIA PRACY

Rola biatek PD-1/PD-L1 w przebiegu choroby nowotworowej jest
przedmiotem wielu badan, a wykorzystanie ich inhibitorow w procesie
terapeutycznym znalazto juz zastosowanie w medycynie. Literatura przedmiotu
zawiera liczne prace wskazujgce na istotne znaczenie obecnosci biatek PD-1/PD-
L1 dla przebiegu choroby nowotworowej. Jednakze prace na temat roli tych biatek
w raku jelita grubego, ktory jest obecnie drugg pod wzgledem czestosci przyczyng
zgonéw z powodu choréb nowotworowych, sg nieliczne, a ich wyniki -
niejednoznaczne. Praca badawcza obejmuje ocene ekspres;ji biatek PD-1 i PD-L1
w raku jelita grubego, w celu ujawnienia potencjalnych zwigzkéw z histoklinikg
nowotworu o aspekcie klinicznym.

Przeprowadzanie oceny sktadu izotopowego tkanek nowotworowych
okazato sie podejsciem nowatorskim w skali Swiatowej i w ostatnich latach metoda
ta jest coraz czesciej wykorzystywana przez badaczy interdyscyplinarnych. Prace
nadal nie sg wystarczajgco liczne dla przeprowadzenia petnej oceny wartosci tej
techniki w badaniach nad biologig nowotwordéw, ale wszystkie jednoznacznie
wskazujg, ze ocena skfadu izotopowego ma potencjat o implikacjach klinicznych,
a wnioski takie sg publikowane przez najbardziej wymagajgce czasopisma naukowe
(Teaiin., 2016, Taraniin., 2016).

W pismiennictwie nie odnaleziono badan skfadu izotopowego w raku jelita
grubego, a wzrastajgca czestoS¢ wystepowania oraz wysoka Smiertelnosc
z powodu tego nowotworu wskazuje na celowos¢ poszukiwania nowych metod
pomocnych w diagnostyce lub nowych biomarkerow przydatnych dla oceny
rokowania w indywidualnych przypadkach. Dlatego tez projekt badawczy zaktada
ocene skiladu izotopowego pierwiastkédw najbardziej zwigzanych z istnieniem
komorek — wegla oraz azotu, zarbwno w samych tkankach raka jelita grubego, jak
i jego srodowisku oraz poszukiwanie zwigzkéw miedzy stosunkiem izotopowym
a biologia komodrek nowotworowych i wynikajgcych z tego potencjalnych

implikacjach klinicznych.
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2.2. CELE PRACY

Ocena ekspresji biatek PD-1 oraz PD-L1 w raku jelita grubego i jego

srodowisku w materiale pooperacyjnym.

Poznanie struktury raka jelita grubego i jego srodowiska na poziomie
atomowym poprzez ustalenie wartosci stosunku izotopowego stabilnych
izotopdéw azotu i wegla w obrebie nowotworu i tkanek otaczajgcych oraz

wstepna ewaluacja wartosci diagnostycznej pomiarow izotopowych.

Ocena interakcji nowotworu i jego $rodowiska poprzez poszukiwanie
potencjalnych zwigzkow ekspresji badanych biatek oraz sktadu izotopowego
tkanki nowotworowej i jej otoczenia z wybranymi cechami histoklinicznymi
oraz wstepna ewaluacja wartosci prognostycznej przeprowadzonych

oznaczen.

Proba oceny potencjalnych zalet i ograniczen praktycznego zastosowania

izotopowej spektrometrii mas w raku jelita grubego.
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3. MATERIALY | METODY

3.1. MATERIAL BADANY

Na podstawie zgody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi
nr RNN/351/19/KE z dnia 10 wrzesnia 2019 r. przeprowadzono prezentowane
badania na materiale pochodzgcym od 97 pacjentow z rakiem jelita grubego, w tym
78 przypadkach raka jelita grubego z archiwum Katedry Onkologii, Zakfadu
Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego w todzi oraz 19 przypadkach biezgcych
tego nowotworu dla potrzeb oceny sktadu izotopowego pozyskanych od chorych
operowanych w Klinice Chirurgii Ogolnej i Kolorektalnej Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego im. Wojskowej Akademii Medycznej — Centralnego Szpitala Weterandw
w todzi. Pozyskane tkanki nie byly poddawane dziataniu Zzadnych substanciji
chemicznych, w tym nie byly utrwalane w formalinie. Swieze tkanki byly oznaczane

i zamrozone natychmiast po pobraniu w temperaturze -70 °C.

3.1.1. Materiat do badan immunohistochemicznych

Do wykonania badan immunohistochemicznych wykorzystano tkanki
zatopione w blokach parafinowych, pochodzgce od pacjentow operowanych
w latach 2013-2020, z rozpoznaniem raka jelita grubego. tacznie wykonano
i poddano ocenie 136 odczyndéw z dwéch lokalizacji (centrum guza oraz Sciany jelita
bez zmian) dla obu przeciwciat, PD-1 oraz PD-L1.

Ocena immunoekspresji biatka PD-1 wykonana zostata w 92 skrawkach
z blokéw parafinowych, oznaczonych jako centrum guza, w tym 14 pochodzgcych
od pacjentéw operowanych w Klinice Chirurgii Ogélnej i Kolorektalnej
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. Wojskowej Akademii Medycznej —
Centralnego Szpitala Weteranéw w todzi oraz 78 pochodzgcych z archiwum

Katedry Onkologii, Zaktadu Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego w todzi.
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Ekspresja przeciwciata przeciw PD-1 oceniana byfa réwniez w $cianie jelita bez
zmian w 15 przypadkach pochodzgcych od pacjentow operowanych w Klinice
Chirurgii Ogolnej i Kolorektalnej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im.
Wojskowej Akademii Medycznej — Centralnego Szpitala Weteranéw w todzi.

W przypadku przeciwciata przeciw PD-L1 oznaczenia przeprowadzono
w skrawkach z bloczkéw parafinowych od pacjentow operowanych w Klinice
Chirurgii Ogolnej i Kolorektalnej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im.
Wojskowej Akademii Medycznej — Centralnego Szpitala Weteranéw w Lodzi, w tym
14 oznaczen z centrum guza oraz 15 oznaczen ze Sciany jelita bez zmian. Dane
histokliniczne zostaty zebrane w stworzonej dla celow badania bazie danych.
Charakterystyke materiatu do badan immunohistochemicznych przedstawiono

w tabeli 5, umieszczonej na stronie 48.

3.1.2. Materiat do badan spektrometrycznych

Materiat wykorzystany do badan z uzyciem izotopowego spektrometru mas
stanowito 112 probek tkanek nowotworow i ich srodowiska, w ktérych dokonano 310
oznaczen sktadu izotopowego stabilnych izotopoéw azotu i wegla, pochodzgcych od
pacjentow operowanych w Klinice Chirurgii  Ogolnej i  Kolorektalnej
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. Wojskowej Akademii Medyczne] —
Centralnego Szpitala Weteranéw w todzi, z powodu raka jelita grubego. Kryteria
wigczenia do badania obejmowaty: obecnos¢ raka jelita grubego, wiek powyzej 18
roku zycia oraz swiadomg zgode na udziat w badaniu. Zastosowano standardowe
kryteria wykluczenia dla badan spektrometrycznych (Peterson & Fry, 1987), w tym
tkanek nowotworowych (Taran, 2015). Dokfadng charakterystyke materiatu do
badan izotopowych ukazano w tabeli 6, umieszczonej na stronie 49. Szczegotowy
schemat pobrania materiatéw wraz z liczbg probek przedstawiono na rycinie 4 na
stronie 50 oraz w tabeli 7, znajdujgcej sie na stronie 51. Dane histokliniczne zostaty

zebrane w stworzonej dla celow badania bazie danych.
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Tabela 5. Charakterystyka materiatu do badan immunohistochemicznych.

Pozyskane prébki dla oceny immunohistochemicznej

Wiek Min. Maks. Sr. SD
(w latach) 32 95 69 112
Mezczyzna 57
Pte¢ -
Kobieta 35
Katnica 8
Wstepnica 6
Zagiecie watrobowe 5
Poprzecznica 2
Lokalizacja guza Zagiecie $ledzionowe 9
Zstepnica 2
Esica 31
Zagiecie esiczo-odbytnicze 3
Odbytnica 24
Tis 1
T1 2
T2 15
Glebokos¢ naciekania T3 56
T4a 6
T4b 8
NO 48
Nla 11
Liczba zajetych weztéw N1b 11
chtonnych

N2a 4
N2b 11
Nizszy stopien ztosliwosci (low-grade 80

Stopien histologicznej
ztosliwosci (grade) Wyzszy stopien zlosliwosci (high-grade) | 9
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Tabela 6. Charakterystyka materiatu do badan izotopowych.

Pozyskane prébki dla oznaczen IRMS

Wiek Min. Maks. Sr. SD

Mezczyzna

Pte¢ .
Kobieta

Wstepnica

Zagiecie watrobowe

Lokalizacja guza Zagiecie sledzionowe

Esica

Zagiecie esiczo-odbytnicze
Odbytnica

Tis

T2

Glebokos¢ naciekania T3 11

N R R R RN R RN R )

T4a 1
T4b 1
NO 9
Nla 2
1
1
2

Liczba zajetych weztéw

chtonnych N1b

N2a
N2b

Stopien histologicznej Nizszy stopien zto$liwosci (low-grade) 11

ztosliwosci (grade) Wyzszy stopien ztosliwosci (high-grade) | 3
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Tabela 7. Miejsce pobrania i liczba prébek do badan izotopowych.

Oznaczenie Miejsce pobrania
Gl Guz centrum 19
G2 Guz obrzeze 19
Sciana jelita bez zmian w rzucie guza 18
=1 Sciana jelita bez zmian w rzucie guza — ttuszcz 6
Sciana jelita bez zmian miedzy guzem a 16
S2 marginesem
Sciana jelita bez zmian miedzy guzem a 4

marginesem — tluszcz

K1 Krezka w rzucie guza 15

K2 Krezka poza guzem 15

tacznie 112

3.2. METODYKA BADAN

3.2.1. Metodyka badan immunohistochemicznych

Przed rozpoczeciem oznaczen immunohistochemicznych ustalono
doswiadczalnie optymalne: stezenia przeciwciat, sposoby odstoniecia antygendw
oraz czasy inkubacji osobno dla kazdego z wykorzystanych w badaniu przeciwciat
na podstawie zalecen producenta. W przypadku obu z badanych przeciwciat tkanke
kontrolng stanowit wezet chtonny. Badania immunohistochemiczne skrawkéw na
szkietkach adhezyjnych rozpoczynano od odparafinowania oraz odstoniecia
antygenow przy uzyciu aparatu PT Link firmy Dako (z uzyciem odczynnikow
EnVision FLEX Target Retrieval Solution). Nastepnie skrawki byly dwukrotnie
ptukane w buforze Wash przez 5 minut w pH 7,4-7,6. Blokowanie endogennych

wiasciwosci peroksydazy tkanki przeprowadzono przy uzyciu 3% roztworu
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perhydrolu przez 10 minut. Skrawki ponownie ptukano dwukrotnie w buforze Wash
przez 5 minut. Barwienia immunohistochemiczne wykonano w aparacie Dako
Autostainer (fot. 2). Wykorzystano dwa przeciwciata firmy Biorbyt, pierwotne mysie
przeciwciato monoklonalne skierowane przeciw PD-1 (w rozcienczeniu 1:100, pH 8)
oraz pierwotne kroélicze przeciwciato poliklonalne skierowane przeciw PD-L1
(w rozcienczeniu 1:100, pH 8). W celu rozcienczenia uzyto rozcienczalnika
blokujgcego tto (Dako EnVision FLEX Antibody Diluent with Background Reducing
Component). Inkubacje prowadzono przez 60 minut w komorze wilgotnej. Nastepnie
dwukrotnie ptukano skrawki w buforze WASH przez 5 minut. W celu uwidocznienia
reakcji antygen przeciwciato zastosowano inkubacje z uzyciem przeciwciat
wtérnych uniwersalnych zaréwno dla przeciwciat mysich jak i kréliczych (Dako
EnVision FLEX/HRP), potgczonych z peroksydazg chrzanowg, przez 30 minut.
Skrawki ponownie ptukano dwa razy po 5 minut buforem Wash. Barwienie
enzymatyczne  substratem dla enzymu  dwuaminobenzydyny  (ang.:
diaminobenzidine, DAB) (Dako EnVision FLEX DAB+ Chromogen) prowadzono
przez 10 minut. Przygotowania roztworu DAB dokonano poprzez potgcznie 1 mL
buforu z jedng kroplg DAB. Skrawki kilkukrotnie ptukano pod biezgcg woda.
Kolejnym etapem bylo podbarwienie jgder komérkowych hematoksyling Mayera
przez 3 minuty. Ponownie kilkukrotnie ptukano skrawki pod biezgcg wodg
i pozostawiano na 5 minut. W celu odwodnienia przeprowadzano skrawki przez
szereg odczynnikow, 3 minuty w alkoholu, 3 minuty w acetonie oraz 3 minuty
w ksylenie (powtarzano trzykrotnie). Ostatnim etapem procedury przygotowania
preparatdw immunohistochemicznych byto ich zaklejenie bezwodnym medium
zaklejajgcym DPX. Otrzymane w ten sposéb preparaty oglagdano w mikroskopie
Swietlnym firmy Olympus w powigkszeniu 400x. Kazdy z odczynéw oceniany byt
niezaleznie przez dwie osoby. Dodatkowo specjalista patomorfolog przeprowadzit
superwizje, ze szczegolnym uwzglednieniem analizy ocen pierwotnie rozbieznych.

Ocene immunoekspresji PD-1 oraz PD-L1 przeprowadzano zgodnie
z wzorami w literaturze, w centrum guza oraz w $cianie jelita poza guzem ($ciana
jelita bez zmian), biorgc pod uwage zaréwno obecnos¢ odczynu, jak i jego

intensywnosc.
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Ocena PD-1 i1 PD-L1 obejmowata komorki nacieku zapalnego. Jednojgdrowe
komoérki nacieku zapalnego uznawane byty za dodatnie, jesli stwierdzano brgzowe
zabarwienie bton komérkowych lub cytoplazmy (odpowiednio odczyn btonowy lub
cytoplazmatyczny) (Kumar i in., 2021; Mehan i in., 2021).

W kazdym z badanych przypadkdéw, w obu lokalizacjach tj.: w centrum guza
oraz Scianie jelita bez zmian liczono wszystkie komorki rozproszonego nacieku
zapalnego w duzym polu widzenia, a nastepnie komérki wykazujgce odczyn
dodatni, okreslajgc ich wzajemny stosunek, przedstawiany jako indeks,
odpowiednio — indeks PD-1 i indeks PD-L1. Intensywnos¢ wybarwienia komorek
PD-1(+) i PD-L1(+) przedstawiano w skali od 0 do 3, przyjmujgc: O jako brak
odczynu, 1 jako odczyn staby, 2 jako odczyn sredni, a 3 jako odczyn silny (Noh iin.,
2020; Shaniin., 2019).

W przypadku PD-L1 oprécz komorek nacieku zapalnego weryfikowano takze
obecnos¢ i intensywnos¢ reakcji w samych komérkach guza. Za komorki PD-L1(+)
uznawano komorki guza z czesciowym lub catkowitym odczynem btonowym
(Mehan i in., 2021).

Fot. 2. Aparat Dako  Autostainer  wykorzystany  do barwien
immunohistochemicznych — Katedra Onkologii UM w todzi. Zdjecie z archiwum
autorki.
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3.2.2. Metodyka badan z uzyciem izotopowego spektrometru mas

Badania sktadu izotopowego poprzedzono przygotowaniem tkanek, ktére
poddano procesowi liofilizacji w Pracowni Oznaczania Lekow i Metabolitéw,
podlegajgcej pod Srodowiskowe Laboratorium Spektrometrii Mas Instytutu
Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Z tak przygotowanych
tkanek odwazano na wadze analitycznej probki do badan IRMS o masie 2,5 + 1 mg,
a nastepnie umieszczano je w kapsutkach cynowych o wymiarach 8x5 mm
i dodawano do nich ok. 1 mg pieciotlenku wanadu (V20s), spetniajgcego role
utleniacza i katalizatora procesu spalania. Do prébek zawierajgcych tluszcz
w postaci ptynnej dodawano rowniez zwigzek rozdrobnionej krzemionki
(Chromosorb W 30-60 mesh Acid Washed 10gm, firmy Sercon), w celu uzyskania
pozgdanej konsystencji. Nastepnie kapsutki wraz z materiatami w nich
umieszczonymi ostroznie zawijano, starajgc sie nadac im ksztatt zblizony do kuli
(fot. 3). Dodatkowo przygotowywano probki z uzyciem kwasu tiobarbiturowego jako
standardu lokalnego, ktore podobnie jak materiat tkankowy, umieszczano
w kapsutkach cynowych. Analize skladu izotopowego azotu i wegla
przeprowadzono w spektrometrze masowym stosunku izotopowego z przeptywem
ciggtym (ang.: continuous flow isotope ratio mass spectrometer, CF-IRMS) Sercon
HS 20-22 sprzezonym z analizatorem elementarnym. W siedmiu kolejnych seriach
pomiarowych zawarto po 15 probek, a w serii 6smej 7 prébek wczedniej
przygotowanych tkanek. Standardowa seria pomiaréw sktadata sie z 21 probek,
w tym 15 prébek badanych tkanek oraz 6 prébek kwasu tiobarbiturowego. Kolejnosé
umieszczenia probek przestawiata sie nastepujgco: 1 prébka kwasu
tiobarbiturowego, 3 prébki badanych tkanek, 1 prébka kwasu tiobarbiturowego,
3 prébki badanych tkanek, 1 probka kwasu tiobarbiturowego, 3 prébki badanych
tkanek, 1 probka kwasu tiobarbiturowego, 3 probki badanych tkanek, 1 probka
kwasu tiobarbiturowego, 3 prébki badanych tkanek, 1 probka kwasu
tiobarbiturowego. Ostatnia seria skfadata sie z 10 probek, tj. 1 probka kwasu
tiobarbiturowego, 3 prébki badanych tkanek, 1 probka kwasu tiobarbiturowego,

3 prébki badanych tkanek, 1 probka kwasu tiobarbiturowego, 1 prébka badanych
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tkanek. Wartosci & zostaty obliczone wzgledem odpowiednich standardéw tj. azotu
atmosferycznego w przypadku dN oraz wzgledem PDB (ang.: Pee Dee Belemnite)
w przypadku 6C. Po wykonaniu pomiaréw i analizie danych przez oprogramowanie

systemu otrzymano wyniki sktadu izotopowego badanych prébek.

Fot. 3. Przygotowanie do oznaczen izotopowych - materiat tkankowy umieszczony
w kapsutce cynowej. Zdjecie z archiwum autorki.
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3.2.3. Metody analizy statystycznej

Wszystkie analizy przeprowadzono za pomocg pakietow jezyka R (v. 4.1).
Analiza statystyczna zostata przeprowadzona w dwoch obszarach. Pierwszy
uwzgledniat catg grupe badang, natomiast drugi obejmowat same wyniki oznaczen
izotopowych. Obliczono i wykorzystano w analizie $rednig, mediane, zakres
(minimum, maksimum) oraz odchylenie standardowe. W poréwnywaniu danych
pomiedzy grupami klinicznymi wykorzystano nieparametryczny test Manna-
Whitneya-Wilcoxona dla dwéch zmiennych niezaleznych oraz test Kruskala-Wallisa
dla trzech i wiecej zmiennych niezaleznych. Nieparametryczny test Wilcoxona uzyto
jako test post-hoc w przypadku istotnych poréwnan testem Kruskala-Wallisa.
Korelacje pomiedzy zmiennymi zbadano przy pomocy wspoétczynnika korelacji rang
Spearmana. Poziom istotnosci przyjeto na poziomie p<0,05. Do znalezienia
ewentualnych prawidtowosci miedzy cechami pacjentow przeprowadzono analize
skladowych gtownych (PCA).
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4. WYNIKI

Wszystkie wyniki odkodowano i wprowadzono do przygotowanej w celu

prowadzenia badan - bazie danych.

4.1. WYNIKI OCENY IMMUNOEKSPRESJI BADANYCH BIALEK

4.1.1. Immunoekspresja biatka PD-1

Ocenie poddano 106 odczynow z dwdch badanych lokalizacji, centrum guza
oraz $ciany jelita poza guzem (Sciana jelita bez zmian). Wyniki oceny

immunoekspresji biatka PD-1 przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Wyniki oceny immunoekspres;ji biatka PD-1.

Oceniane komorki Guz centrum Sciana jelita bez zmian
Min. | Sr. | Med. | SD | Min. | Sr. | Med. | SD
/ + / 4
Maks Maks
Liczba komérek nacieku 5 6
zapalnego PD-1(+) w duzym / 72 61 44 / 19 16 12
polu widzenia. 213 53
Liczba wszystkich komérek 120 148
nacieku zapalnego w duzym / 439 404 193 / 282 264 117
polu widzenia. 1076 564
Stosunek liczby komérek
PD-1(+) do liczby wszystkich 0,01 0,03
komérek nacieku zapalnego / 0,17 | 0,17 | 0,08 / 0,07 | 0,06 0,03
w duzym polu widzenia. 0.39 0.13

Immunoekspresje biatka PD-1 stwierdzono w komorkach rozproszonego
nacieku zapalnego w obu badanych lokalizacjach, w guzie oraz Scianie jelita bez
zmian. Immunoekspresja biatka PD-1 byta wyzsza w nacieku zapalnym w centrum

guza niz w $cianie jelita bez zmian, odpowiednio: indeks 17 vs. 7. Ujawniono takze
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roznice w intensywnosci wybarwienia komoérek PD-1(+) - zbiorcze wyniki oceny
przedstawiono na wykresie 1.
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Wykres 1. Intensywnos$¢ wybarwienia komérek nacieku zapalnego PD-1(+) w guzie
i Scianie jelita bez zmian.

Zaobserwowano, ze zarbwno w centrum guza, jak i Scianie jelita bez zmian
dominowat sSredni poziom intensywnosci wybarwienia komorek, stanowigc
odpowiednio 64% i 53% catosci. Ponizej, na fotografii 4 oraz 5 przedstawiono

przykfady obrazu immunoekspresiji biatka PD-1 w badanym materiale.
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Fot. 4. Immunoekspresja biatka PD-1 w komorkach nacieku zapalnego w obrebie
raka gruczotowego jelita grubego o nizszym stopniu ztosliwosci (low-grade),
zlokalizowanym w zagieciu esiczo-odbytniczym, pow. 400x. Zdjecie z archiwum
autorki.

Fot. 5. Immunoekspresja biatka PD-1 w komdrkach nacieku zapalnego w obrebie
jelita bez zmian, u pacjenta z rakiem gruczotowym o0 nizszym stopniu ztosliwosci
(low-grade), zlokalizowanym w zagieciu watrobowym, pow. 400x. Zdjecie
z archiwum autorki.
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4.1.2. Immunoekspresja biatka PD-L1

Ocenie poddano 29 odczynéw z dwoch badanych lokalizacji, centrum guza
Wyniki

oraz $ciany jelita poza guzem

(Sciana jelita bez zmian).

immunoekspresji biatka PD-L1 przedstawiono w tabeli 9 oraz 10.

Tabela 9. Wyniki oceny immunoekspresiji biatka PD-L1 w centrum guza.

Oceniane komorki

Komérki guza

Komorki nacieku

oceny

zapalnego
Min. | Sr. | Med. | SD Min. | Sr. | Med. | SD
/ 4 / *

Maks Maks.
Liczba komérek PD-L1(+) :/” 14 | 12 9 3/4 130 | 133 | 51
w duzym polu widzenia. 31 189
Liczba wszystkich 2}0 357 | 326 | 117 1(/)2 351 | 348 | 131
komérek w duzym polu
widzenia. 548 603
Stosunek liczby komoérek 0,01 0,15
PD-L1(+) do liczby / 0,04 | 0,03 0,04 / 0,38 0,35 | 0,13
wszystkich komoérek
w duzym polu widzenia. 0,13 0,61

Tabela 10. Wyniki oceny immunoekspresji biatka PD-L1 w Scianie jelita bez zmian.

Oceniane komorki

Sciana jelita bez zmian

Min. Sr. Med. SD
/ : S
Maks.
Liczba komérek nacieku zapalnego PD-L1(+) 6/7
w duzym polu widzenia. 139 100 89 27
Liczba wszystkich komérek nacieku zapalnego 176
w duzym polu widzenia. 458 276 248 77
Stosunek liczby komoérek PD-L1(+) do liczby O’/29
wszystkich komérek nacieku zapalnego w duzym 0.48 0,37 | 0,36 | 0,06
polu widzenia. '
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Immunoekspresja biatka PD-L1 zostata zaobserwowana w komorkach guza,
W rozproszonym nacieku zapalnym w centrum guza, a takze w rozproszonym
nacieku zapalnym w $cianie jelita bez zmian. Najwyzszg ekspresje biatka PD-L1
stwierdzono w nacieku zapalnym w centrum guza indeks 38, natomiast w samych
komorkach guza indeks wynosit 4. Wyniki oceny intensywnosci wybarwienia
komorek PD-L1(+), w komérkach guza oraz w komdrkach nacieku zapalnego,

zarOwno w guzie, jak i Scianie jelita bez zmian przedstawiono na wykresie 2.
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Wykres 2. Intensywno$¢ wybarwienia komoérek PD-L1(+) w komoérkach guza,
komérkach nacieku zapalnego w obrebie guza oraz w komoérkach nacieku
zapalnego w scianie jelita bez zmian.

Zaobserwowano, ze w przypadku PD-L1 najczesciej spotykang
intensywnoscig wybarwienia byt stopien $redni (w zastosowanej skali okreslany jako
»2). W komodrkach rozproszonego nacieku zapalnego pochodzgcych ze $ciany jelita
bez zmian stanowit on az 80% reakcji, a w przypadku komérek guza i komorek
rozproszonego nacieku zapalnego w jego obrebie obejmowat on odpowiednio 57%
i 43%. Przyktady obrazu immunoekspresji biatka PD-L1 w badanym materiale

przedstawiono na fotografiach 6, 7 oraz 8.
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Fot. 6. Immunoekspresja biatka PD-L1 w komorkach raka gruczotowego jelita
grubego o niskim stopniu ztosliwosci (low-grade), zlokalizowanym w esicy, pow.
400x. Zdjecie z archiwum autorki.

Fot. 7. Immunoekspresja biatka PD-L1 w komorkach rozproszonego nacieku
zapalnego w obrebie raka gruczotowego jelita grubego o niskim stopniu ztosliwosci
(low-grade), zlokalizowanym w odbytnicy, pow. 400x. Zdjecie z archiwum autorki.
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Fot. 8. Immunoekspresja biatka PD-L1 w komorkach rozproszonego nacieku
zapalnego w obrebie jelita bez zmian, u pacjenta z rakiem gruczotowym jelita
grubego o niskim stopniu ztosliwosci (low-grade), zlokalizowanym w esicy, pow.
400x. Zdjecie z archiwum autorki.

4.2. WYNIKI POMIAROW 1ZOTOPOWYCH

W toku przeprowadzonych badan =z wykorzystaniem izotopowego
spektrometru mas uzyskano 310 wynikow pomiaréw skfadu izotopowego, w tym 101
dotyczgcych azotu °N/*N, 109 dotyczacych wegla 13C/*2C oraz 100 obrazujgcych

stosunek masowy N/C.

4.2.1. Skiad izotopowy azotu °N/1“N

Sktad izotopowy azotu °N/4N (delta 1°N) oceniany byt w o$miu lokalizacjach:
centrum guza, obrzeze guza, sciana jelita bez zmian w rzucie guza, $ciana jelita bez

zmian w rzucie guza — tylko tluszcz, Sciana jelita bez zmian pomiedzy guzem
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a marginesem chirurgicznym, sciana jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem chirurgicznym — tylko ttuszcz, krezka w rzucie guza, krezka poza

guzem. Wyniki przeprowadzonych pomiaréw przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Wartosci delta °N dla badanych lokalizaciji.

Lokalizacja Wartosci delta >N (%o)

Min. | Maks. | Sr. | Med. S+D
Guz centrum 6 9,8 8 7,7 10,9
Guz obrzeze 57 | 10,4 7,4 7,4 1,1
Sciana jelita bez zmian w rzucie guza 6 11,1 | 87 | 89 | #1,2
Sciana jelita bez zmian w rzucie guza — 62 | 11,4 | 87 | 86 | #2,2
tluszcz
Sciana jelita bez zmian miedzy guzem 56 | 11,7 | 91 | 89 | #14
a marginesem
Sciana jelita bez zmian miedzy guzem 87 | 133 | 104 | 9,9 | #2.2
a marginesem - tluszcz
Krezka w rzucie guza 5 10 7,6 7,5 +1,7
Krezka poza guzem 4.1 10,5 8,1 8,6 +1,9

Wartosci delta °N okazaty sie w badanych lokalizacjach zréznicowane.
Warto$¢ delta 1°N byta najwyzsza w probce pochodzgcej z ttuszczu ze $ciany jelita
miedzy guzem a marginesem (13,3%o), a najnizsza w krezce poza guzem (4,1%o).
Srednia warto$¢ delta °N réznita sie pomiedzy poszczegdlnymi lokalizacjami,
najwyzszg stwierdzono w tluszczu ze $ciany jelita miedzy guzem a marginesem
(10,4%0), a najnizszg na obrzezu guza (7,4%o). Na rycinie 5 przedstawiono mape

izotopowg badanych lokalizacji wraz ze $rednimi warto$ciami delta >N w promilach.
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4.2.2. Skiad izotopowy wegla 3C/*2C

Skiad izotopowy wegla 3C/*?C, podobnie jak w przypadku azotu, oceniany
byt w o$miu lokalizacjach (guz centrum, guz obrzeze, Sciana jelita bez zmian
W rzucie guza, sciana jelita bez zmian w rzucie guza — tylko ttuszcz, sciana jelita bez
zmian pomiedzy guzem a marginesem, Sciana jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem — tylko tluszcz, krezka w rzucie guza, krezka poza guzem). Uzyskane

wyniki zostaty zaprezentowane w tabeli 12.

Tabela 12. Wartosci delta 13C dla badanych lokalizaciji.

Lokalizacja Wartosci delta C (%o)

Min. | Maks. | $r. | Med. | SP %
Guz centrum -24.4 -22 -23 -23 +0,7
Guz obrzeze 266 | -21,5 | -23,41-235| #1,1

Sciana jelita bez zmian w rzucie guza -26,8 1 -21,6 | -23,9|-23,4| 1,6

Sciana jelita bez zmian w rzucie guza— | -26,9 | -25,6 | -26,5 | -26,7 | +0,5
tluszcz

Sciana jelita bez zmian miedzy guzem -26,9 | -21,7 | -23,6 | -23,2 | #1,5
a marginesem

Sciana jelita bez zmian miedzy guzem -27 -25,7 | -26,2 | -26,1 | 0,6
a marginesem — tluszcz

Krezka w rzucie guza 27,2 | -25,3 | -26,4 | -26,6 | +0,6

Krezka poza guzem 274 | -25,5 | -26,2 | -26,1 | +0,5

Wartosci delta *C okazaty sie w badanych lokalizacjach zréznicowane.
Najwyzsza warto$¢ delta '3C zostata odnotowana na obrzezu guza (-21,5%o),
natomiast najnizsza w krezce poza guzem (-27,4%o). Srednia warto$¢ delta 13C
réznita sie pomiedzy poszczegdlnymi lokalizacjami, najwyzszg stwierdzono
w centrum guza (-23%o), najnizszg w krezce w rzucie guza, krezce poza guzem,
Scianie jelita w rzucie guza — ttuszcz oraz $cianie jelita miedzy guzem a marginesem
— tluszcz (od -26,5%0 do - 26,2%0). Rycina 6 przedstawia mape izotopowg delta 13C
badanych lokalizacji z $rednimi warto$ciami delta 3C w promilach.

66| Strona



‘waznb ezod eyzany — g ‘zozsny — wasaulbiew e waznb Azpdiwod ueiwz

zaq eyljal euelos — ; ‘wasaulbiew e waznb Azpdiwod ueiwz zaq eyal euelos - 9 ‘eznb aldNzl m eyjzaIy — G ‘zozsny — eznb
a1o9Nz1 m uelwz zaq eyl euelds — ¢ ‘eznb 819Nz m uelwz zaq eyl euelds — € ‘WNUad znb — g ‘9zeziqo znb — T :epuaba
‘dy101ne zazid eueuodAim efoensn|| "(0%) Dgg B SBP - BlUSZI010 063[ | NnIom)omou emodoloz! edey "9 "9AY

LC:

VAZ3AMA

V1I13r VNVIOS

67| Strona



4.2.3. Stosunek masowy N/C

Uzyskano 100 wynikow pomiaréw N/C. Wyniki przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13. Stosunek masowy N/C dla badanych lokalizaciji.

Lokalizacja Stosunek masowy N/C

Min. | Maks. | Sr. | Med. SiD
Guz centrum 0,17 0,30 0,25 | 0,26 | +0,03
Guz obrzeze 0,02 0,29 0,24 0,25 | 0,06
Sciana jelita bez zmian w rzucie guza 0,01 0,28 0,20 | 0,24 | #0,10

Sciana jelita bez zmian w rzucie guza — 0,01 0,06 0,03 | 0,03 | +0,02
tluszcz

Sciana jelita bez zmian pomiedzy 0,02 0,29 0,21 0,24 | +0,10
guzem a marginesem

Sciana jelita bez zmian pomiedzy 0,01 0,06 0,03 0,02 | 0,02
guzem a marginesem — tluszcz

Krezka w rzucie guza 0,01 0,07 0,03 0,02 | £0,02
Krezka poza guzem 0,01 0,07 0,03 0,03 | +£0,02

Na postawie zaobserwowanych wynikbw mozna zauwazy¢ podobienstwo
w wartosciach stosunku masowego N/C w probkach zawierajgcych tkanke
ttuszczowg (krezka, ttuszcz ze Sciany jelita), gdzie srednia warto$¢ wyniosta 0,03
w kazdej z wymienionych lokalizacji. Srednie warto$ci pomiaréw stosunku

masowego N/C przedstawia wykres 3.
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Srednia warto$¢ stosunku masowego N/C

Wykres 3. Srednia warto$é stosunku masowego N/C dla badanych lokalizaciji.
Legenda: 1 — guz centrum, 2 — guz obrzeze, 3 — sciana jelita bez zmian w rzucie guza, 4 —
$ciana jelita bez zmian w rzucie guza — tluszcz, 5 — Sciana jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem, 6 — $ciana jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem — tluszcz, 7 —
krezka w rzucie guza, 8 — krezka poza guzem.

4.3. ANALIZA STATYSTYCZNA

4.3.1. Analiza statystyczna immunoekspresji badanych biatek

ZNAMIENNE STATYSTYCZNIE ROZNICE W IMMUNOEKSPRESJI BADANYCH
BIALEK

Analiza statystyczna ujawnita znamienne statystycznie roznice w liczbie

wszystkich komoérek nacieku zapalnego u pacjentow z rakiem jelita grubego oraz

immunoekspresji biatek PD-1, PD-L1 w obrebie guza oraz Sciany jelita bez zmian.
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Znamienne statystycznie réznice dotyczace liczby wszystkich komorek

nacieku zapalnego w duzym polu widzenia

Zaobserwowano istotne statystycznie réznice w liczbie wszystkich komaérek
nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie guza w stosunku do cechy T
systemu TNM (p=0,026). Znamienne statystycznie réznice ujawniono pomiedzy
guzami T2 i T3 (p=0,016). Wyzsze wartosci wykazywaty guzy T2, w poréwnaniu do
guzow T3. Znamienne statystycznie rdéznice zaobserwowano takze pomiedzy
guzami T3 oraz T4b (p=0,028). Liczba komdrek nacieku zapalnego w duzym polu
widzenia w obrebie guza byta wyzsza w guzach T4b w poréwnaniu z guzami T3.

Wyniki przedstawia wykres 4.

2500 Kruskal-Wallis, p = 0.026
2000 0.18
0.028
: 064
L] "l 1
' 018
1500 4 : 0016
: 1
029
014
072 3
1000
[ ]
| ]
; 2 3 4 5

Wykres 4. Test Kruskala — Walllisa — liczba wszystkich komérek nacieku zapalnego
w duzym polu widzenia w obrebie guza (0$ y) w zaleznosci od cechy T (0$ x)
(p=0,026).

Legenda: 1 -T1;2-T2;3-T3;4—-T4a;5-T4b
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Ujawniono znamienne statystyczng roznice w liczbie wszystkich komorek
nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie guza w stosunku do cechy
N systemu TNM (p=0,029). Znamienne statystycznie réznice zaobserwowano
pomiedzy guzami NO oraz N1a (p=0,018), N1a oraz N1b (p=0,01), a takze N1a oraz
N2b (p=0,0064). Wyzsze wartosci ujawniono w guzach N1a w porownaniu do guzéw
NO, N1b oraz N2b. Wyniki przedstawia wykres 5.

Kruskal-Wallis, p = 0.029 0.55

2000 1 0.9
f 0.88
0.0064
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1500 - ! 0.01 !
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1000 1

500 1 |

Wykres 5. Test Kruskala — Wallisa — liczba wszystkich komérek nacieku zapalnego
w duzym polu widzenia w obrebie guza (0$ y) w zaleznosci od cechy N (0os$ x)
(p=0,029).

Legenda: 0 — NO; 1 — Nl1a; 2 — N1b; 3 - N2a; 4 — N2b
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Zaobserwowano istotne statystycznie roznice w liczbie wszystkich komorek
nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian w zaleznosci od
lokalizacji guza (p=0,04). Wyzsze wartosci ujawniono w guzach zlokalizowanych po

stronie prawej w stosunku do guzoéw po stronie lewej. Wyniki przedstawia wykres 6.

600 1 Wilcoxon, p = 0.04

500 1

400 1

300 -

200 -

Wykres 6. Test Wilcoxona - liczba wszystkich komorek nacieku zapalnego w duzym
polu widzenia w obrebie jelita bez zmian (0$ y) w zaleznosci od lokalizacji guza (0$ x)
(p=0,04).

Legenda: O — strona prawa; 1 — strona lewa
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Znamienne statystycznie réznice dotyczace liczby komérek PD-1(+) w duzym

polu widzenia

Wykazano istotne statystycznie réznice w liczbie komoérek PD-1(+) w duzym
polu widzenia w obrebie guza w stosunku do cechy T systemu TNM, pomiedzy
guzami T2 a T4a (p=0,026), a takze pomiedzy guzami T4a a T4b (p=0,022). Nizsze
wartosci ujawniono w guzach T4a w poréwnaniu do guzéw T2 oraz T4b. Wyniki

przedstawiono na wykresie 7.

Kruskal-Wallis, p = 0.056
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Wykres 7. Test Kruskala — Wallisa — liczba komérek PD-1(+) w duzym polu

widzenia w obrebie guza (08 y) w zalezno$ci od cechy T (0$ x).

Legenda: 1 -T1;2-T2;3-T3;4—-T4a;5-T4b
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Ujawniono istotne statystycznie réznice w liczbie komoérek PD-1 (+) w duzym
polu widzenia w obrebie jelita bez zmian w zaleznosci od lokalizacji guza (p=0,036).
Wyzsze wartosci zaobserwowano w przypadku guzéw zlokalizowanych po stronie

prawej w stosunku do guzéw po stronie lewej. Wyniki przedstawiono na wykresie 8.

Wilcoxon, p = 0.036
60 1

40 1

20 1

Wykres 8. Test Wilcoxona - liczba komérek PD-1(+) w duzym polu widzenia w jelicie

bez zmian (0$ y) w zalezno$ci od lokalizacji guza (os x) (p=0,036).

Legenda: O — strona prawa; 1 — strona lewa
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Znamienne statystycznie réznice dotyczace stosunku liczby komérek PD-1(+)

do liczby wszystkich komérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia

Wykazano istotne statystycznie réznice w stosunku liczby komoérek PD-1(+)
do liczby wszystkich komoérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie
guza w odniesieniu do stopnia histologicznej ztosliwosci nowotworu (p= 0,035).
Wyzsze wartosci ujawniono w guzach o nizszym stopniu ztosliwosci (low-grade)
w poréwnaniu do guzéw o wyzszym stopniu ztoSliwosci (high-grade). Wyniki

przedstawia wykres 9.

0.6 Wilcoxon, p = 0.035

0.4 1

0.24

0.0 1

0 1
Wykres 9. Test Wilcoxona — stosunek liczby komérek PD-1(+) do liczby wszystkich

komorek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie guza (oS y)
w zaleznosci od stopnia histologicznej ztosliwosci nowotworu (0$ x) (p=0,035).

Legenda: O — nizszy stopien histologicznej zto$liwosci (low—grade); 1 — wyzszy

stopien histologicznej ztosliwosci (high—grade)
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Ujawniono istotne statystycznie roznice w stosunku liczby komérek PD-1(+)
do liczby wszystkich komoérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia pomiedzy
guzem a jelitem bez zmian (p=8,9e-05). Warto$¢ byta znamiennie statystycznie
wyzsza w obrebie guza niz w obrebie jelita bez zmian. Wyniki przedstawiono na

wykresie 10.

0.41 Wilcoxon, p = 8.9e-05

0.3

Wykres 10. Test Wilcoxona — stosunek liczby komorek PD-1(+) do liczby wszystkich
komérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia (0$ y) w obrebie guza i jelita

bez zmian (0$ x) (p=8,9e-05).

Legenda: 0 — guz; 1 — jelito bez zmian
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Znamienne statystycznie réznice dotyczace liczby komérek guza PD-L1(+)

w duzym polu widzenia

Wykazano istotne statystycznie rdznice w liczbie komérek guza PD-L1(+)
w duzym polu widzenia pomiedzy ptcig meska i zenska (p=0,039). Wyzsze wartosci

ujawniono u ptci meskiej. Wyniki przedstawiono na wykresie 11.

40 4 Wilcoxon, p = 0.039

30 1

20 1

10 1

0 1

Wykres 11. Test Wilcoxona — liczba komérek guza PD-L1(+) w duzym polu

widzenia (0$ y) w zaleznosci od ptci (0$ x) (p=0,039).

Legenda: O — pte¢ meska; 1 — pteC zenska

TRENDY W IMMUNOEKSPRESJI BADANYCH BIALEK

Oprécz ujawnionych znamiennosci statystycznych zaobserwowano liczne
trendy, mogace sugerowac¢ wystepowanie zaleznosci pomiedzy poréwnywanymi

parametrami, pomimo braku uzyskania istotnosci statystycznej w prezentowanym
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badaniu. Brak uzyskania istotnosci statystycznej mogt wynikac z braku
homogennosci, matej liczebnosci czesci z badanych grup oraz wystepowania
wartosci odstajgcych. Uzyskane wyniki wydajg sie jednak istotne dla potencjalnego
rozwazenia kontynuacji wskazanego kierunku badan na liczniejszych i bardziej

homogennych grupach.

Trend dotyczacy liczby wszystkich komérek nacieku zapalnego w duzym polu

widzenia

Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego liczby wszystkich
komdérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie guza w stosunku do
stopnia histologicznej ztosliwosci nowotworu (grade). Wyzsze wartoSci ujawniono
w guzach o wyzszym stopniu histologicznej ztosliwosci (high-grade) w poréwnaniu
do guzéw o nizszym stopniu histologicznej ziosliwosci (low-grade). Wyniki

przedstawia wykres 12.

Wilcoxon, p = 0.077
600

4004

200+

0 1
Wykres 12. Test Wilcoxona — liczba wszystkich komérek nacieku zapalnego
w duzym polu widzenia w obrebie guza (oS y) w zaleznosci od stopnia histologicznej

ztosliwosci nowotworu (0S Xx).

Legenda: 0 — nizszy stopien histologicznej ztosliwosci (low—grade); 1 — wyzszy

stopien histologicznej ztosliwosci (high—grade)
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego liczby wszystkich
komérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian
w stosunku do lokalizacji guza wg WHO (strona prawa, strona lewa, odbytnica).
Wyzsze wartosci ujawniono w guzach zlokalizowanych po stronie prawej

w poréwnaniu do strony lewej oraz odbytnicy. Wyniki przedstawia wykres 13.

600- Kruskal-Wallis, p = 0.095
500+
4004
300+ .
200+ I , |
0 } T
Wykres 13. Test Kruskala — Wallisa — liczba wszystkich komodrek nacieku

zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian (0$ y) w zaleznosci od

lokalizacji guza wg WHO (0$ x).

Legenda: 0 — strona prawa; 1 — strona lewa; 2 — odbytnica
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Trend dotyczacy liczby komérek PD-1(+) w duzym polu widzenia
Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego liczby komoérek PD-1(+)
w duzym polu widzenia w obrebie guza w stosunku do ptci. Wyzsze wartosci

zaobserwowano u ptci zenskiej w porownaniu do ptci meskiej. Wyniki zostaty
przedstawione na wykresie 14.

150 1

Wilcoxon, p =0.17

100 1

50 1 |

Wykres 14. Test Wilcoxona — liczba komérek PD-1(+) w duzym polu widzenia

w obrebie guza (0s y) w zaleznosci od ptci (0$ x).

Legenda: O — pte¢ meska; 1 — pteC zenska
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego liczby komérek PD-1(+)
w duzym polu widzenia w obrebie guza w stosunku do obecnosci owrzodzenia.
Wyzsze wartosci ujawniono w guzach bez owrzodzenia w poréwnaniu z guzami

z obecnoscig owrzodzenia. Wyniki przedstawia wykres 15.

150

Wilcoxon, p = 0.061

100+

50+

Wykres 15. Test Wilcoxona — liczba komérek PD-1(+) w duzym polu widzenia

w obrebie guza (oS y) w zaleznosci od obecnosci owrzodzenia (0$ x).

Legenda: 0 — obecnosc¢ owrzodzenia; 1 — brak owrzodzenia
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego liczby komorek PD-1(+)
w duzym polu widzenia w obrebie guza w stosunku do doktadnej lokalizacji (katnica,
wstepnica, zagiecie watrobowe, poprzecznica, zagiecie sledzionowe, zstepnica,
esica, zagiecie esiczo-odbytnicze, odbytnica). Wyzsze wartosci ujawniono
w guzach zlokalizowanych w wstepnicy oraz zagieciu watrobowym w poréwnaniu
do guzow zlokalizowanych w zagieciu esiczo-odbytnicznym oraz odbytnicy. Wyniki

przedstawia wykres 16.

Kruskal-Wallis, p = 0.88

2004

=H-B_B

- o

Wykres 16. Test Kruskala — Wallisa — liczba komérek PD-1(+) w duzym polu
widzenia w obrebie guza (0$ y) w zaleznosci od doktadniej lokalizacji guza (0$ x).

Legenda: 0 — katnica; 1 — wstepnica; 2 — zagiecie watrobowe; 3 — poprzecznica; 4
— zagiecie Sledzionowe; 5 — zstepnica; 6 — esica; 7 — zagiecie esiczo-odbytnicze; 8

— odbytnica
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego liczby komorek PD-1(+)
w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian w stosunku do stopnia histologicznej
ztosliwosci guza (grade). Wyzsze wartosci ujawniono w guzach o wyzszym stopniu
histologicznej ztosliwosci (high-grade) w poréwnaniu do guzéw o nizszym stopniu
histologicznej ztosliwosci (low-grade). Uzyskane wyniki przedstawiono na wykresie
17.

Wilcoxon, p =0.12
60 -

40 1

201

Wykres 17. Test Wilcoxona — liczba komérek PD-1(+) w duzym polu widzenia

w jelicie bez zmian (0$ y) w zaleznosci od stopnia histologicznej ztosliwosci guza
(08 x).

Legenda: O — nizszy stopien histologicznej zto$liwosci (low—grade); 1 — wyzszy
stopien histologicznej ztosliwosci (high—grade)
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Uwidoczniono wystepowanie trendu dotyczgcego liczby komdrek PD-1(+)
w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian w stosunku do lokalizacji guza wg WHO
(strona prawa, strona lewa, odbytnica). Zaobserwowano wyzsze wartosci w guzach
zlokalizowanych po stronie prawej w poréwnaniu do guzow zlokalizowanych po

stronie lewej oraz w odbytnicy. Wyniki przedstawiono na wykresie 18.

604

40+

201 - |

Wykres 18. Test Kruskala — Wallisa — liczba komoérek PD-1(+) w duzym polu

widzenia w jelicie bez zmian (0$ y) w zalezno$ci od lokalizacji guza wg WHO (0$ x).

Legenda: 0 — strona prawa; 1 — strona lewa; 2 — odbytnica
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Trend dotyczacy stosunku liczby komérek PD-1(+) do liczby wszystkich

komoérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia

Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego stosunku liczby komoérek PD-
1(+) do liczby wszystkich komorek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia
w obrebie guza w stosunku do wystepowania owrzodzenia. Wyzsze wartosci
zaobserwowano w guzach bez owrzodzenia w poréwnaniu z guzami z obecnoscig

owrzodzenia. Wyniki przedstawia wykres 19.

0.4 Wilcoxon, p=0.2

L)
0.31 °
0.2

0.11

Wykres 19. Test Wilcoxona — stosunek liczby komérek PD-1(+) do liczby wszystkich
komérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie guza (0$ vy)

w zaleznosci od obecnosci owrzodzenia (0$ x).

Legenda: 0 — obecnosc¢ owrzodzenia; 1 — brak owrzodzenia
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4.3.2. Analiza statystyczna wynikéw pomiaréw izotopowych

ZNAMIENNE STATYSTYCZNIE ROZNICE DOTYCZACE SKLADU
IZOTOPOWEGO

W  przeprowadzonym badaniu ujawniono istotne statystycznie réznice

dotyczgce sktadu izotopowego zaréwno wegla, jak i azotu.

Znamienne statystycznie réznice dotyczace skladu izotopowego wegla
Zaobserwowano istotne statystycznie réznice w wartosci delta 13C pomiedzy

centrum guza a krezkg w rzucie guza (p=7,7e-06). Wyzsze wartosci ujawniono

w centrum guza w porownaniu do krezki w rzucie guza. Wyniki przedstawia wykres
20.

204 Wilcoxon, p = 7.7e-06

‘

0 1

Wykres 20. Test Wilcoxona — delta 13C (0$ y) w centrum guza oraz krezce w rzucie

guza (os x) (p=7,7e-06).

Legenda: 0 — centrum guza; 1 — krezka w rzucie guza
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Ujawniono istotne statystycznie réznice w wartosci delta '3C pomiedzy
centrum guza a krezkg takze poza guzem (p=7,7e-06). Wyzsze wartosci
zaobserwowano w centrum guza w porownaniu do krezki poza guzem. Wyniki

przedstawia wykres 21.

-204 Wilcoxon, p = 7.7e-06

=264

Wykres 21. Test Wilcoxona — delta *3C (0$ y) w centrum guza oraz krezce poza

guzem (0s x) (p=7,7e-06).

Legenda: 0 — centrum guza; 1 — krezka poza guzem
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Zaobserwowano istotne statystycznie réznice w wartosci delta 13C pomiedzy
obrzezem guza a krezkg w rzucie guza (p=3e-05). Wyzsze wartosci ujawniono
w obrzezu guza w poréwnaniu z krezkg w rzucie guza. Wyniki przedstawia wykres
22.

-0 Wilcoxon, p = 3e-05

Wykres 22. Test Wilcoxona — delta 13C (0$ y) w obrzezu guza oraz krezce w rzucie

guza (0s x) (p=3e-05).

Legenda: O — obrzeze guza; 1 — krezka w rzucie guza
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Ujawniono istotne statystycznie réznice w wartosci delta '3C pomiedzy
obrzezem guza a krezkg poza guzem (p=4,5e-05). Wyzsze wartosci ujawniono
w obrzezu guza w poréwnaniu z krezkg poza guzem. Wyniki przedstawia wykres
23.

~on Wilcoxon, p = 4.5e-05

Wykres 23. Test Wilcoxona — delta **C (0$ y) w obrzezu guza oraz krezce poza

guzem (0$ x) (p=4,5e-05).

Legenda: O — obrzeze guza; 1 — krezka poza guzem
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Zaobserwowano istotne statystycznie roznice w wartosci delta **C w $cianie
jelita bez zmian w rzucie guza a krezce w rzucie guza (p=0,00021). Wyzsze wartosci
ujawniono w scianie jelita bez zmian w rzucie guza w poroéwnaniu z krezkg w rzucie

guza. Wyniki przedstawiono na wykresie 24.

e Wilcoxon, p = 0.00021

-2684
L]

0 1

Wykres 24. Test Wilcoxona — delta 13C (0$ y) w Scianie jelita bez zmian w rzucie

guza oraz krezce w rzucie guza (0s x) (p=0,00021).

Legenda: 0 — $ciana jelita bez zmian w rzucie guza; 1 — krezka w rzucie guza
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Ujawniono istotne statystycznie réznice w wartosci delta 13C w $cianie jelita
bez zmian w rzucie guza a krezce poza guzem (p=0,00021). Wyzsze wartosci
ujawniono w Scianie jelita bez zmian w rzucie guza w poréwnaniu z krezkg poza

guzem. Wyniki przedstawiono na wykresie 25.

-204 Wilcoxon, p = 0.00021

-26 4

Wykres 25. Test Wilcoxona — delta 13C (0$ y) w Scianie jelita bez zmian w rzucie

guza oraz krezce poza guzem (0s x) (p=0,00021).

Legenda: O — Sciana jelita bez zmian w rzucie guza; 1 — krezka poza guzem
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Zaobserwowano istotne statystycznie roznice w wartosci delta **C w $cianie
jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem a krezkg w rzucie guza (p=4,9e-
05). Wyzsze wartosci ujawniono w Scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem w poréwnaniu do krezki w rzucie guza. Wyniki przedstawiono na

wykresie 26.

-20- Wilcoxon, p = 4.9e-05

-22 |
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0 1

Wykres 26. Test Wilcoxona — delta *3C (0$ y) w $cianie jelita bez zmian pomiedzy

guzem a marginesem oraz krezce w rzucie guza (0$ x) (p=4,9e-05).

Legenda: O — sciana jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem; 1 — krezka

W rzucie guza
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Ujawniono istotne statystycznie réznice w wartosci delta 13C w $cianie jelita
bez zmian pomiedzy guzem a marginesem a krezkg poza guzem (p=4,9e-05).
Wyzsze wartosci ujawniono w Scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem w porownaniu do krezki poza guzem. Wyniki przedstawiono na

wykresie 27.

o Wilcoxon, p = 4.9e-05

Wykres 27. Test Wilcoxona — delta *3C (0$ y) w $cianie jelita bez zmian pomiedzy

guzem a marginesem oraz krezce poza guzem (0$ x) (p=4,9e-05).

Legenda: O — sciana jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem; 1 — krezka

poza guzem
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Zaobserwowano istotne statystycznie réznice w wartosci delta '3C przy
zastosowaniu zmiennej grupujgcej — lokalizacja guza (strona prawa, strona lewa).
Znamienne statystycznie roznice ujawniono w krezce w rzucie guza pomiedzy
guzami zlokalizowanym po stronie prawej a guzami po stronie lewej (p=0,014),
a takze w krezce poza guzem pomiedzy prawostronng a lewostronng lokalizacjg
guza (p=0,017). W obu przypadkach wyzsze wartosci zaobserwowano w guzach
zlokalizowanych po stronie prawej w poréwnaniu do guzéw zlokalizowanych po

stronie lewej. Wyniki przedstawia wykres 28.

-25.01 0.017
0.014

-25.51

-26.0 1

-26.51

=27.01

0A 0B 1A 1B

Wykres 28. Test Wilcoxona - delta 13C (0o$ y) w krezce w rzucie guza oraz krezce

poza guzem w zaleznosci lokalizacji guza (oS x).

Legenda: OA — krezka w rzucie guza strona prawa; OB — krezka poza guzem strona

prawa; 1A — krezka w rzucie guza strona lewa; 1B — krezka poza guzem strona lewa

94 |Strona



Ujawniono istotne statystycznie réznice w wartosci delta °C przy
zastosowaniu zmiennej grupujacej — doktadna lokalizacja guza wg WHO (strona
prawa, strona lewa, odbytnica). Znamienne statystycznie réznice ujawniono
w krezce w rzucie guza pomiedzy guzami zlokalizowanym po stronie prawej
a guzami odbytnicy (p=0,028), a takze w krezce poza guzem pomiedzy guzami po
stronie prawej a guzami zlokalizowanymi w odbytnicy (p=0,027). W obu
przypadkach wyzsze wartosci zaobserwowano w guzach zlokalizowanych po
stronie prawej w porodwnaniu do guzow zlokalizowanych w odbytnicy. Wyniki

przedstawia wykres 29.

0.027
0.52
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0028
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Wykres 29. Test Wilcoxona — delta *3C (0$ y) w krezce w rzucie guza oraz w krezce

poza guzem w zaleznosci od lokalizacji guza wg WHO (0$ x).

Legenda: OA — krezka w rzucie guza strona lewa; OB — krezka poza guzem strona
lewa; 1A — krezka w rzucie guza strona prawa; 1B — krezka poza guzem strona

prawa; 2A — krezka w rzucie guza odbytnica; 2B — krezka poza guzem odbytnica
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Znamienne statystycznie réznice dotyczace sktadu izotopowego azotu

Ujawniono istotne statystycznie roznice w wartosci delta 1°>N w centrum guza
a Scianie jelita bez zmian w rzucie guza (p=0,0086). Wyzsze wartosci
zaobserwowano w scianie jelita bez zmian w rzucie guza w poroéwnaniu do centrum

guza. Wyniki przedstawiono na wykresie 30.

124 Wilcoxon, p = 0.0086

[
L

Wykres 30. Test Wilcoxona — delta >N (0$ y) w centrum guza oraz w $cianie jelita

bez zmian w rzucie guza (os x) (p=0,0086).

Legenda: 0 — centrum guza; 1 — Sciana jelita bez zmian w rzucie guza
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Zaobserwowano istotne statystycznie réznice w wartosci delta *°N w centrum
guza a Scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem (p=0,0043). Wyzsze
wartosci ujawniono w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem

w poréwnaniu do centrum guza. Wyniki przedstawia wykres 31.

12- Wilcoxon, p = 0.0043

Wykres 31. Test Wilcoxona — delta >N (0$ y) w centrum guza oraz w $cianie jelita

bez zmian pomiedzy guzem a marginesem (0$ x) (p=0,0043).

Legenda: 0 — w centrum guza; 1 — $ciana jelita bez zmian pomiedzy guzem a
marginesem
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Ujawniono istotne statystycznie réznice w wartosci delta >N w obrzezu guza
a $cianie jelita bez zmian w rzucie guza (p=0,0061). Wyzsze wartosci delta *°N
zaobserwowano w scianie jelita bez zmian w rzucie guza w poréwnaniu do obrzeza

guza. Wyniki przedstawiono na wykresie 32.

. Wilcoxon, p =0.0061
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i

I

Wykres 32. Test Wilcoxona — delta >N (0$ y) w centrum guza oraz w Scianie jelita

bez zmian w rzucie guza (os x) (p=0,0061).

Legenda: O — obrzeze guza; 1 — $ciana jelita bez zmian w rzucie guza
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Zaobserwowano istotne statystycznie réznice w wartosci delta 1N w obrzezu
guza a Scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem (p=0,0046). Wyzsze
wartosci ujawniono w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem

w poréwnaniu do obrzeza guza. Wyniki przedstawia wykres 33.

124 Wilcoxon, p = 0.0046

o
i

Wykres 33. Test Wilcoxona — delta °N (0$ y) w obrzezu guza oraz w $cianie jelita

bez zmian pomiedzy guzem a marginesem (0$ x) (p=0,0046).

Legenda: 0 — obrzeze guza; 1 — sSciana jelita bez zmian pomiedzy guzem a
marginesem
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TRENDY DOTYCZACE SKLADU IZOTOPOWEGO

Oprécz ujawnionych znamiennosci statystycznych zaobserwowano liczne
trendy, moggce sugerowa¢ wystepowanie zaleznosci pomiedzy poréwnywanymi
parametrami, pomimo braku uzyskania istotnosci statystycznej w prezentowanym
badaniu. Brak uzyskania istotnosci statystycznej mogt wynikac z braku
homogennosci, matej liczebnosci czesci z badanych grup oraz wystepowania
wartosci odstajgcych. Uzyskane wyniki wydajg sie jednak istotne dla potencjalnego
rozwazenia kontynuacji wskazanego kierunku badan na liczniejszych i bardziej

homogennych grupach.

Trendy dotyczace skitadu izotopowego wegla

Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego
wegla w krezce w rzucie guza w stosunku do krezki poza guzem. Wyzsze wartosSci

ujawniono w krezce poza guzem. Wyniki przedstawiono na wykresie 34.

Wilcoxon, p = 0.34
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Wykres 34. Test Wilcoxona — delta *3C (o$ y) w krezce w rzucie guza oraz krezce
poza guzem (0$ X).

Legenda: 0 — krezka w rzucie guza; 1 — krezka poza guzem
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Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego skfadu izotopowego wegla
w stosunku do ptci. Zaobserwowano roznice w krezce poza guzem pomiedzy ptcig
meska oraz zehska. Wyzsze wartosci wykazano u ptci meskiej. Wyniki przedstawia
wykres 35.
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Wykres 35. Test Wilcoxona — delta 13C (0$ y) w krezce w rzucie guza oraz krezce

poza guzem w zaleznosci od ptci (0S Xx).

Legenda: OA — krezka w rzucie guza u mezczyzn; 1A — krezka poza guzem

u mezczyzn; OB — krezka w rzucie guza u kobiet; 1B — krezka poza guzem u kobiet
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego
wegla przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — lokalizacja guza (strona prawa,
strona lewa). Ujawniono réznice w centrum guza pomiedzy guzami po prawej
stronie a lewej stronie oraz w obrzezu guza pomiedzy guzami prawostronnymi
a guzami lewostronnymi. Wyzsze wartosci wystepowaty w guzach po stronie prawe;j

w poréwnaniu do guzéw po stronie lewej. Wyniki przedstawia wykres 36.
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Wykres 36. Test Wilcoxona — delta *C (0o$ y) w centrum oraz obrzezu guza

w zaleznosci od lokalizacji guza (oS x).

Legenda: OA — centrum guza, strona prawa; OB — obrzeze guza, strona prawa; 1A

— centrum guza, strona lewa; 1B — obrzeze guza, strona lewa
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Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego skfadu izotopowego wegla
przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — lokalizacja guza (strona prawa, strona
lewa). Zaobserwowano roznice w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem pomiedzy guzami zlokalizowanymi po prawej stronie a lewej stronie.
Wyzsze wartosci wystepowaty w guzach po stronie lewej w porownaniu do guzow

po stronie prawej. Wyniki przedstawia wykres 37.
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Wykres 37. Test Wilcoxona — delta 13C (o$ y) w Scianie jelita bez zmian pomiedzy

guzem a marginesem w zaleznosci lokalizacji guza (0$ x).

Legenda: OA — Sciana jelita bez zmian w rzucie guza, strona prawa; OB — Sciana
jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem, strona prawa; 1A — $ciana jelita
bez zmian w rzucie guza, strona lewa; 1B — Sciana jelita bez zmian pomiedzy guzem

a marginesem, strona lewa
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego
wegla przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — lokalizacja guza wg WHO (strona
prawa, strona lewa, odbytnica). Ujawniono réznice pomiedzy krezkg w rzucie guza
a krezkg poza guzem przy lokalizacji guza po stronie prawej, po stronie lewej oraz
w odbytnicy. W kazdym z przypadkdéw wyzsze wartosci wystepowaty w krezce poza

guzem w poréwnaniu do krezki w rzucie guza. Wyniki przedstawia wykres 38.
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Wykres 38. Test Wilcoxona — delta *3C (o$ y) w krezce w rzucie guza oraz krezce

poza guzem w zaleznosci lokalizacji guza wg WHO (0$ x).

Legenda: OA — krezka w rzucie guza, strona prawa; OB — krezka poza guzem, strona
prawa; 1A — krezka w rzucie guza, strona lewa; 1B — krezka poza guzem, strona

lewa; 2A — krezka w rzucie guza, odbytnica; 2B — krezka poza guzem, odbytnica
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Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego wegla
przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — doktadna lokalizacja guza (katnica,
wstepnica, zagiecie watrobowe, poprzecznica, zagiecie sledzionowe, zstepnica,
esica, zagiecie esiczo-odbytnicze, odbytnica). Zaobserwowano réznice pomiedzy
centrum guza a obrzezem guza przy lokalizacji guza w odbytnicy. Wyzsze wartosci

wystepowaty w centrum guza w porownaniu do obrzeza guza. Wyniki przedstawia

wykres 39.
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Wykres 39. Test Wilcoxona - delta 3C (0$ y) w centrum guza oraz obrzezu guza

w zaleznosci od doktadnej lokalizacji guza (0$ x).

Legenda: OA — centrum guza, wstepnica; OB — obrzeze guza, wstepnica; 1A —
centrum guza, zagiecie Sledzionowe; 1B — obrzeze guza, zagiecie sledzionowe; 2A

— centrum guza, odbytnica; 2B — obrzeze guza, odbytnica
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego
wegla przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — doktadna lokalizacja guza (katnica,
wstepnica, zagiecie watrobowe, poprzecznica, zagiecie sledzionowe, zstepnica,
esica, zagiecie esiczo-odbytnicze, odbytnica). Ujawniono réznice pomiedzy krezkg
W rzucie guza a krezkg poza guzem przy lokalizacji guza w odbytnicy. WyzZsze
wartosci wystepowaty w krezce poza guzem w poréwnaniu do krezki w rzucie guza.

Wyniki przedstawia wykres 40.
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Wykres 40. Test Wilcoxona - delta 13C (0$ y) w krezce w rzucie guza oraz krezce

poza guzem w zaleznosci od doktadnej lokalizacji guza (0$ x).

Legenda: OA — krezka w rzucie guza, wstepnica; OB — krezka poza guzem,
wstepnica; 1A — krezka w rzucie, zagiecie sledzionowe; 1B — krezka poza guzem,
zagiecie Sledzionowe; 2A — krezka w rzucie guza, odbytnica; 2B — krezka poza

guzem, odbytnica
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Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego skfadu izotopowego wegla
przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — produkcja Sluzu przez komorki raka.
Zaobserwowano roznice pomiedzy krezkg w rzucie guza a krezkg poza guzem
w nowotworach nieprodukujgcych sluzu. Wyzsze wartosci wystepowaty w krezce

poza guzem w porownaniu do krezki w rzucie guza. Wyniki przedstawia wykres 41.
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Wykres 41. Test Wilcoxona — delta 13C (0$ y) w krezce w rzucie guza oraz krezce

poza guzem w zaleznosci produkcji sluzu (0$ x).

Legenda: OA — krezka w rzucie guza, guz produkujgcy $luz; OB — krezka poza
guzem, guz produkujacy $luz; 1A — krezka w rzucie guza, brak produkcji sluzu; 1B

— krezka poza guzem, brak produkgcji Sluzu
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego
wegla przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — obecnosc¢ owrzodzenia. Ujawniono
réznice pomiedzy Sciang jelita bez zmian w rzucie guza a sciang jelita bez zmian
pomiedzy guzem a marginesem w guzach bez obecnego owrzodzenia. Wyzsze
wartosci wystepowaty w scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem
w poréwnaniu do Sciany jelita bez zmian w rzucie guza. Wyniki przedstawia wykres
42.
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Wykres 42. Test Wilcoxona — delta 13C (0$ y) w Scianie jelita bez zmian w rzucie
guza oraz $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem w zaleznosci od

obecnosci owrzodzenia (0$ x).

Legenda: OA — Sciana jelita bez zmian w rzucie guza, owrzodzenie obecne; 0B —
Sciana jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem, owrzodzenie obecne; 1A —
Sciana jelita bez zmian w rzucie guza, brak owrzodzenia; 1B — Sciana jelita bez

zmian pomiedzy guzem a marginesem, brak owrzodzenia
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Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego skfadu izotopowego wegla
przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — obecnos¢ owrzodzenia. Zaobserwowano
réznice pomiedzy krezkg w rzucie guza a krezkg poza guzem w guzach bez
obecnego owrzodzenia. Wyzsze wartosci wystepowaty w krezce poza guzem

w poréwnaniu do krezki w rzucie guza. Wyniki przedstawia wykres 43.
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Wykres 43. Test Wilcoxona — delta 13C (0$ y) w krezce w rzucie guza oraz krezce

poza guzem w zaleznosci od obecnosci owrzodzenia (0S X).

Legenda: OA — krezka w rzucie guza, owrzodzenie obecne; OB — krezka poza
guzem owrzodzenie obecne; 1A — krezka w rzucie guza, brak owrzodzenia; 1B —

krezka poza guzem, brak owrzodzenia
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego
wegla przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — obecnosc¢ owrzodzenia. Ujawniono
réznice w scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem pomiedzy guzami
Z obecnoscig owrzodzenia a guzami bez obecnego owrzodzenia. Wyzsze wartosci
wystepowaty w guzach bez obecnego owrzodzenia w poréwnaniu do guzow

z obecnym owrzodzeniem. Wyniki przedstawia wykres 44.
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Wykres 44. Test Wilcoxona — delta *3C (0$ y) w $cianie jelita bez zmian w rzucie
guza oraz $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem w zaleznosci od

obecnosci owrzodzenia (0$ x).

Legenda: OA — Sciana jelita bez zmian w rzucie guza, owrzodzenie obecne; 0B —
$ciana jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem, owrzodzenie obecne; 1A —
Sciana jelita bez zmian w rzucie guza, brak owrzodzenia; 1B — Sciana jelita bez

zmian pomiedzy guzem a marginesem, brak owrzodzenia
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Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego skfadu izotopowego wegla
przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — stopien histologicznej ztosliwosci
nowotworu (grade). Zaobserwowano rdznice pomiedzy krezkg w rzucie guza
a krezkg poza guzem w przypadkow rakéw o nizszym stopniu histologicznej
ztosliwosci (low-grade). Wyzsze wartosci wykazano w krezce poza guzem

w poréwnaniu do krezki w rzucie guza. Wyniki przedstawiono na wykresie 45.
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Wykres 45. Test Wilcoxona — delta *C (0$ y) w krezce w rzucie guza oraz krezce
poza guzem w zaleznosci od stopnia histologicznej ztosliwosci nowotworu (grade)

(08 x).

Legenda: OA — krezka w rzucie guza, nizszy stopien histologicznej ztosliwosSci
nowotworu (low-grade); OB — krezka poza guzem, nizszy stopien histologicznej
ztosliwosci nowotworu (low-grade); 1A — krezka w rzucie guza, wyzszy stopien
histologicznej ztosliwosci nowotworu (high-grade); 1B — krezka poza guzem, wyzszy

stopien histologicznej ztosliwosci nowotworu (high-grade)
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Trendy dotyczace skitadu izotopowego azotu

Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego azotu

pomiedzy krezkg w rzucie guza oraz krezkg poza guzem. Wyzsze wartosci

zaobserwowano w krezce poza guzem w poréwnaniu do krezki w rzucie guza.

Wyniki przedstawiono na wykresie 46.
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Wykres 46. Test Wilcoxona — delta *°N (o$ y) w krezce w rzucie guza oraz krezce

poza guzem (0$ X).

Legenda: O — krezka w rzucie guza; 1 — krezka poza guzem
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego
azotu przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — ptec¢. Ujawniono réznice pomiedzy
centrum guza a obrzezem guza u ptci meskiej. Wyzsze wartosci wykazano
w centrum guza w poréwnaniu do obrzeza guza. Wyniki przedstawiono na wykresie
47.
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Wykres 47. Test Wilcoxona — delta >N (o$ y) w centrum guza oraz obrzezu guza

w zaleznosci od pfci (0S x).

Legenda: OA — guz centrum, pte¢ meska; OB — guz obrzeze, pte¢ meska; 1A — guz

centrum, pte¢ zenska; 1B — guz obrzeze, pte¢ zenska
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Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego skfadu izotopowego azotu
przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — pte¢. Zaobserwowano réznice w Scianie
jelita bez zmian w rzucie guza pomiedzy picig meskg a picig zenskg. Wyzsze

wartosci wykazano u mezczyzn. Wyniki przedstawiono na wykresie 48.
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Wykres 48. Test Wilcoxona — delta *°N (0$ y) w $cianie jelita bez zmian w rzucie
guza w zaleznosci od pfci (0S x).

Legenda: OA — $ciana jelita bez zmian w rzucie guza, pte¢ meska; 0B — $ciana jelita
bez zmian pomiedzy guzem a marginesem, pte¢C meska; 1A — Sciana jelita bez
zmian w rzucie guza, ptec¢ zenska; 1B — $ciana jelita bez zmian pomiedzy guzem a

marginesem, ptec¢ zenska
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego
azotu przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — lokalizacja guza (strona prawa,
strona lewa). Ujawniono réznice w Scianie jelita bez zmian w rzucie guza pomiedzy
guzami zlokalizowanymi po stronie prawej a guzami po stronie lewej. Wyniki

przedstawiono na wykresie 49.
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Wykres 49. Test Wilcoxona — delta °N (0$ y) w $cianie jelita bez zmian w rzucie

guza w zalezno$ci od lokalizacji guza (oS x).

Legenda: OA — sciana jelita bez zmian w rzucie guza, strona prawa; OB — Sciana
jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem, strona prawa; 1A — $ciana jelita
bez zmian w rzucie guza, strona lewa; 1B — $ciana jelita bez zmian pomiedzy guzem

a marginesem, strona lewa
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Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego skfadu izotopowego azotu
przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — doktadna lokalizacja guza (katnica,
wstepnica, zagiecie watrobowe, poprzecznica, zagiecie sledzionowe, zstepnica,
esica, zagiecie esiczo-odbytnicze, odbytnica). Ujawniono réznice pomiedzy
centrum guza a obrzezem guza przy lokalizacji guza w odbytnicy. WyZzsze wartosci

wystepowaty w centrum guza w porownaniu do obrzeza guza. Wyniki przedstawia

wykres 50.
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Wykres 50. Test Wilcoxona — delta **N (0o$ y) w centrum guza oraz obrzezu guza

w zaleznosci od doktadnej lokalizacji guza (0$ x).

Legenda: OA — centrum guza, wstepnica; 0B — obrzeze guza, wstepnica; 1A —
centrum guza, zagiecie $ledzionowe; 1B — obrzeze guza, zagiecie $ledzionowe; 2A

— centrum guza, odbytnica; 2B — obrzeze guza, odbytnica
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego
azotu przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — produkcja sluzu przez komorki raka.
Ujawniono réznice pomiedzy krezkg w rzucie guza a krezkg poza guzem
w nowotworach nieprodukujgcych sluzu. Wyzsze wartosci wykazano w krezce poza

guzem w porownaniu do krezki w rzucie guza. Wyniki przedstawiono na wykres 51.
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Wykres 51. Test Wilcoxona — delta 1°N (0$ y) w krezce w rzucie guza oraz krezce

poza guzem w zaleznosci produkcji sluzu (0$ x).

Legenda: OA — krezka w rzucie guza, guz produkujgcy $luz; OB — krezka poza
guzem, guz produkujgcy Sluz; 1A — krezka w rzucie guza, brak produkciji $luzu; 1B

— krezka poza guzem, brak produkciji Sluzu
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Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego skfadu izotopowego azotu
przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — cecha N systemu TNM. Zaobserwowano
réznice pomiedzy centrum guza a obrzezem guza przy guzach NO. Wyzsze wartosci
wykazano w centrum guza w poréwnaniu do obrzeza guza. Wyniki przedstawiono

na wykresie 52.
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Wykres 52. Test Wilcoxona — delta >N (o$ y) w centrum guza oraz obrzezu guza

w zaleznosci od cechy N (0$ x).

Legenda: OA — guz centrum, NO; OB — guz obrzeze, NO; 1A — guz centrum, N1a; 1B
— guz obrzeze, N1a; 2A — guz centrum, N2b; 2B — guz obrzeze, N2b
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego sktadu izotopowego
azotu przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — obecnos¢ owrzodzenia. Ujawniono
réznice pomiedzy centrum guza a obrzezem guza w guzach z obecnoscig
owrzodzenia. Wyzsze wartosci wykazano w centrum guza w poréwnaniu do

obrzeza guza. Wyniki przedstawia wykres 53.
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Wykres 53. Test Wilcoxona — delta >N (0o$ y) w centrum guza oraz obrzezu guza

w zaleznosci od obecnosci owrzodzenia (0$ Xx).

Legenda: OA — guz centrum, owrzodzenie obecne; OB — guz obrzeze, owrzodzenie

obecne; 1A — guz centrum, brak owrzodzenia; 1B — guz obrzeze, brak owrzodzenia
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Ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego skfadu izotopowego azotu
przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — obecnos¢ owrzodzenia. Zaobserwowano
réznice pomiedzy krezkg w rzucie guza a krezkg poza guzem w guzach
z obecnoscig owrzodzenia. Wyzsze wartosci wykazano w krezce poza guzem

w poréwnaniu do krezki w rzucie guza. Wyniki przedstawia wykres 54.
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Wykres 54. Test Wilcoxona — delta 1°N (0$ y) w krezce w rzucie guza oraz krezce

poza guzem w zaleznosci od obecnosci owrzodzenia (0$ x).

Legenda: OA — krezka w rzucie guza, owrzodzenie obecne; OB — krezka poza
guzem, owrzodzenie obecne; 1A — krezka w rzucie guza, brak owrzodzenia; 1B —

krezka poza guzem, brak owrzodzenia
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Trendy dotyczace stosunku masowego N/C

Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego wartosci stosunku
masowego N/C przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — lokalizacja guza (strona
prawa, strona lewa). Ujawniono roznice pomiedzy sciang jelita bez zmian w rzucie
guza a sciang jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem w guzach
zlokalizowanych po stronie prawej. Wyzsze warto$ci wykazano w Scianie jelita bez
zamian w rzucie guza w poroéwnaniu do Sciany jelita bez zmian pomiedzy guzem

a marginesem. Wyniki przedstawiono na wykresie 55.
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Wykres 55. Test Wilcoxona — stosunek masowy N/C (0$ y) w Scianie jelita bez
Zmian w rzucie guza oraz Scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem

w zaleznosci lokalizacji guza (0$ x).

Legenda: OA — Sciana jelita bez zmian w rzucie guza, strona prawa; 0B — Sciana
jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem, strona prawa; 1A — $ciana jelita
bez zmian w rzucie guza, strona lewa; 1B — Sciana jelita bez zmian pomiedzy guzem

a marginesem, strona lewa
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Ujawniono wystepowanie trendu w wartosci stosunku masowego N/C przy
zastosowaniu zmiennej grupujgcej — produkcja Sluzu przez komorki raka.
Zaobserwowano roznice pomiedzy $ciang jelita bez zmian w rzucie guza a Sciang
jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem w nowotworach nieprodukujgcych
Sluzu. Wyzsze wartosci wykazano w Scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem w poréwnaniu do sciany jelita bez zmian w rzucie guza. Wyniki

przedstawiono na wykresie 56.

Wilcoxon, p = 1 Wilcoxon, p = 0.24
0.3 1
0.2
L]
0.1
L]
0.04 .

0A 0B 1A 1B

Wykres 56. Test Wilcoxona — stosunek masowy N/C (0$ y) w $cianie jelita bez
zmian w rzucie guza oraz $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem

w zaleznosci od produkcji sluzu (0$ x).

Legenda: OA — sciana jelita bez zmian w rzucie guza, guz produkujgcy Sluz; OB —
$ciana jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem, guz produkujacy $luz; 1A
— Sciana jelita bez zmian w rzucie guza, brak produkcji sluzu; 1B — $ciana jelita bez

zmian pomiedzy guzem a marginesem, brak produkgji sluzu
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Zaobserwowano wystepowanie trendu dotyczgcego wartosci stosunku
masowego N/C przy zastosowaniu zmiennej grupujgcej — obecnos¢ owrzodzenia.
Ujawniono roznice pomiedzy sciang jelita bez zmian w rzucie guza a sciang jelita
bez zmian pomiedzy guzem a marginesem w guzach bez obecnosci owrzodzenia.
Wyzsze wartoSci wykazano w Scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem w poréwnaniu do sciany jelita bez zmian w rzucie guza. Wyniki

przedstawiono na wykresie 57.

Wilcoxon, p=1 Wilcoxon, p = 0.17
0.34
' —
0.2
0.1 ¢
L]
0.01 *

0A 0B 1A 1B

Wykres 57. Test Wilcoxona — stosunek masowy N/C (0$ y) w $cianie jelita bez
Zmian w rzucie guza oraz $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem z marginesem

w zaleznosci od obecnosci owrzodzenia (0$ Xx).

Legenda: OA — sciana jelita bez zmian w rzucie guza, owrzodzenie obecne; 0B —
$ciana jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem, owrzodzenie obecne; 1A —
Sciana jelita bez zmian w rzucie guza, brak owrzodzenia; 1B — Sciana jelita bez

zmian pomiedzy guzem a marginesem, brak owrzodzenia
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4.3.3. Analiza statystyczna badanych parametréw z wykorzystaniem

wspotczynnika korelacji rang Spearmana

W przeprowadzonej analizie statystycznej immunoekspresji badanych biatek
oraz skfadu izotopowego ocenianych tkanek wykorzystano wspoétczynnik korelacii
rang Spearmana. Uzyskane wyniki, w formie graficznej, przedstawiono na
diagramie 1, 2 oraz 3. Korelacje dodatnig obrazuje kolor niebieski, a korelacje
ujemng kolor czerwony. Sita korelacji wyrazona zostata poprzez natezenie koloru,
zgodnie ze skalg umieszczong na diagramie. Ujawnione korelacje zestawiono
w tabelach 14, 15 oraz 16.

Diagram 1. Wspotczynnik korelacji rang Spearmana dla wieku oraz
immunoekspresji badanych biatek.

= - =) [44] ¥ s

1
M & | . l
oy W 75

05

0.25

+0.25

75

Legenda: :

M intensywnos¢ wybarwienia komoérek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu
widzenia w obrebie guza
liczba komodrek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza
indeks PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza
wiek pacjenta
liczba wszystkich komoérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie
guza

A«
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Diagram 2. Wspotczynnik korelacji rang Spearmana dla wieku oraz uzyskanych
wartosci stosunkow izotopowych.

B

AP
A

AG
AD
AF
AM
AR

. 0.75
05

O O
AQ . . +0.25
B

AG . —0.25
AD . -0.5

AM 0.75

Legenda:

AH wartosci delta 13C w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza

AL  wartosci delta 13C w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem
AS wartosci delta N w krezce poza guzem

Al wartosci delta ®N w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza

AQ wartosci delta >N w krezce w rzucie guza

B wiek pacjenta

AP  wartosci delta *C w krezce w rzucie guza

AE wartosci delta >N w centrum guza

AG wartosci delta >N w obrzezu guza

AD wartosci delta 13C w centrum guza

AF  wartosci delta *C w obrzezu guza

AM wartosci delta N w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem
AR wartosci delta *C w krezce poza guzem
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Tabela 14. Podsumowanie ujawnionych korelacji dotyczacych immunoekspresiji
biatek w grupie badane;.

Korelacje Typ korelacji rho

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-1(+)

w duzym polu widzenia w obrebie guza

w stosunku do indeksu PD-1(+) w duzym polu
widzenia w obrebie guza.

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-1(+)

w duzym polu widzenia w obrebie guza

w stosunku do liczby wszystkich komoérek
nacieku zapalnego w duzym polu widzenia

w obrebie guza.

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-1(+)

w duzym polu widzenia w obrebie guza

w stosunku do intensywnosci wybarwienia
komoérek nacieku zapalnego PD-1 (+) w duzym
polu widzenia w obrebie guza.

Indeks PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie
guza w stosunku do intensywnosci wybarwienia
komorek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym
polu widzenia w obrebie guza.

Korelacja dodatnia | 0,7

Korelacja dodatnia | 0,6

Korelacja dodatnia | 0,5

Korelacja dodatnia | 0,5

Tabela 15. Podsumowanie ujawnionych korelacji dotyczgcych sktadu izotopowego
w grupie badane;.

Korelacja Typ korelacji

Wartosci delta 13C w krezce w rzucie guza
w stosunku do krezki poza guzem.
Wartosci delta >N w obrzezu guza

w stosunku do $ciany jelita bez zmian Korelacja dodatnia 0,8
pomiedzy guzem a marginesem.
Wartosci delta >N w krezce w rzucie guza
w stosunku do $ciany jelita bez zmian Korelacja dodatnia 0,8
pomiedzy guzem a marginesem.
Wartosci delta >N w $cianie jelita bez
zmian w rzucie guza w stosunku do krezki Korelacja dodatnia 0,8
W rzucie guza.

Wartosci delta °N w $cianie jelita bez
zmian w rzucie guza w stosunku do $ciany Korelacja dodatnia 0,6
jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem.

Wartosci delta >N w obrzezu guza
w stosunku do centrum guza.

Korelacja dodatnia 0,8

Korelacja dodatnia 0,4
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Diagram 3. Wspotczynnik korelacji rang Spearmana dla wybranych parametrow
histoklinicznych, immunoekspresji badanych biatek oraz sktadu izotopowego.

Legenda zostata umieszczona na kolejnej stronie.
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Legenda:

z

X
AA

liczba komérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu widzenia w jelicie bez
zmian

stosunek liczby komorek PD-L1(+) guza do liczby wszystkich komoérek guza
w duzym polu widzenia

liczba wszystkich komoérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie
jelita bez zmian

liczba wszystkich komdrek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie
guza

liczba komorek guza PD-L1(+) w duzym polu widzenia

liczba wszystkich komérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie
jelita bez zmian

wartosci delta >N w centrum guza

indeks PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian

wartosci delta *°N w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza

liczba komoérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie
guza

liczba wszystkich komdrek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie
guza

wartosci delta >N w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem
wartosci delta *C w krezce poza guzem

wartosci delta *N w krezce w rzucie guza

wartosci delta *3C w krezce w rzucie guza

wiek pacjenta

indeks PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza

liczba wszystkich komérek guza w duzym polu widzenia

liczba komodrek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu widzenia w jelicie bez
zmian

indeks PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian

liczba komoérek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza
indeks PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza

wartosci delta *°*N w obrzezu guza

wartosci delta **C w centrum guza

wartosci delta 13C w obrzezu guza

wartosci delta *C w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza

wartosci delta *C w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem
wartosci delta °N w krezce poza guzem
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Tabela 16. Podsumowanie uzyskanych korelacji pomiedzy badanymi parametrami
histoklinicznymi, immunoekspresjg badanych biatek a sktadem izotopowym.

Korelacja Typ korelacji rho

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-L1(+)

w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian _ _
w stosunku do liczby wszystkich komérek nacieku | Korelacja dodatnia | 0,8
zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie jelita
bez zmian.

Wartosci delta >N w centrum guza w stosunku do . .
liczby wszystkich komérek nacieku zapalnego Korelacja dodatnia 1
w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian.

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-1(+)

w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian _ _
w stosunku do liczby wszystkich komérek nacieku | Korelacja dodatnia | 0,8
zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie jelita
bez zmian.

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-L1(+)
w duzym polu widzenia w obrebie guza w stosunku Korelacja dodatnia 1
do liczby wszystkich komoérek nacieku zapalnego
w duzym polu widzenia w obrebie guza.

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-L1(+)
w duzym polu widzenia w obrebie guza w stosunku Korelacja dodatnia | 0,8
do indeksu PD-L1(+) w duzym polu widzenia
w obrebie guza.

Liczba wszystkich komoérek nacieku zapalnego . .
w duzym polu widzenia w obrebie guza w stosunku | Korelacja dodatnia | 0,8
do wieku pacjenta.

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-1(+) _ _
w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian Korelacja dodatnia | 0,8
w stosunku do wieku pacjenta.

Indeks PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie

- \ ) ) Korelacj ni
jelita bez zmian w stosunku do wieku pacjenta. orelacja dodatnia | 0.8

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-1(+)
w duzym polu widzenia w obrebie guza w stosunku Korelacja dodatnia 1
do indeksu PD-1(+) w duzym polu widzenia
w obrebie guza.

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-1(+)
w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian Korelacja dodatnia 1
w stosunku do indeksu PD-1(+) w duzym polu
widzenia w obrebie jelita bez zmian.

Stosunek liczby komérek guza PD-L1(+) do liczby
wszystkich komérek guza w duzym polu widzenia Korelacja dodatnia | 0,6
w stosunku do liczby komérek guza PD-L1(+)
w duzym polu widzenia.
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Liczba wszystkich komérek nacieku zapalnego

w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian
w stosunku do liczby wszystkich komérek nacieku
zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie guza.

Korelacja dodatnia

0,6

Indeks PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie
guza w stosunku do indeksu PD-L1(+) w duzym
polu widzenia w obrebie jelita bez zmian.

Korelacja dodatnia

0,4

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-1(+)

w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian

w stosunku do liczby komérek nacieku zapalnego
PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza.

Korelacja dodatnia

0,4

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-L1(+)

w duzym polu widzenia w obrebie guza w stosunku
do liczby komérek nacieku zapalnego PD-1(+)

w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian.

Korelacja dodatnia

0,4

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-L1(+)

w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian

w stosunku do wartosci delta °N w scianie jelita
bez zmian pomiedzy guzem a marginesem.

Korelacja ujemna

Liczba komérek nacieku zapalnego PD-L1(+)
w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian
w stosunku do wartosci delta 1°N w obrzezu guza.

Korelacja ujemna

Liczba wszystkich komoérek guza w duzym polu
widzenia w stosunku do wartosci delta °N
w krezce poza guzem.

Korelacja ujemna

Liczba wszystkich komoérek guza w duzym polu
widzenia w stosunku do wartosci delta 13C
w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza.

Korelacja ujemna

4.3.4. Analiza statystyczna badanych parametréow z wykorzystaniem

analizy sktadowych gtéwnych — analiza calosciowa (WARIANT A)

Analiza skladowych gtébwnych ukazata przestrzenne zrdznicowanie

pacjentdw w aspekcie lokalizacji guza (strona prawa, strona lewa) w osiach

sktadowej gtownej 1 i 2 (PC1 i PC2). Pacjenci z guzem zlokalizowanym po stronie

prawej charakteryzujg sie wysokimi wartosciami parametrow takich jak: liczba

wszystkich komoérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie guza,

intensywnos¢ wybarwienia komorek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu

widzenia w obrebie guza, liczba komorek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu
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widzenia w jelicie bez zmian, liczba wszystkich komoérek nacieku zapalnego
w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian, liczba komoérek nacieku
zapalnego PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza, indeks PD-L1(+)
w duzym polu widzenia w obrebie guza, intensywnos¢ wybarwienia komoérek guza
PD-L1(+) w duzym polu widzenia, intensywnos¢ wybarwienia komorek nacieku
zapalnego PD-L1(+) w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian, wartosci delta 3C
w centrum guza, obrzezu guza, scianie jelita bez zmian w rzucie guza, krezce
w rzucie guza, krezce poza guzem, stosunek masowy N/C w centrum guza
i obrzezu guza oraz najnizszymi tj. liczba komorek guza PD-L1(+) w duzym polu
widzenia, stosunek liczby komérek guza PD-L1(+) do liczby wszystkich komorek
guza w duzym polu widzenia, wartosci delta *C oraz stosunek masowy N/C
w scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem przeciwnie do pacjentow
z guzem po stronie lewej. Sumaryczna wariancja modelu wynosi 37.2%. Uzyskane

wyniki przedstawia diagram 4.

Diagram 4. Analiza sktadowych gtéwnych w aspekcie lokalizacji guza — analiza
catosciowa (WARIANT A).

Individuals - PCA

Dim2 (16.9%)

Dim1 (20.3%)
Legenda: 0 — strona prawa, 1 — strona lewa
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Analiza skladowych gtéwnych ukazata przestrzenne zroznicowanie
pacjentow w aspekcie doktadnej lokalizacji guza (katnica, wstepnica, zagiecie
watrobowe, poprzecznica, zagiecie sledzionowe, zstepnica, esica, zagiecie esiczo-
odbytnicze, odbytnica) w osiach sktadowej gtéwnej 1 i 2 (PC1 i PC2). Pacjenci
z guzem zlokalizowanym w obrebie wstepnicy charakteryzujg sie wysokimi
wartosciami parametrow takich jak liczba wszystkich komorek nacieku zapalnego
w duzym polu widzenia w obrebie guza, intensywnos¢ wybarwienia komorek
nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza, liczba komérek
nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian, liczba
wszystkich komérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez
zmian, liczba komérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu widzenia
w obrebie guza, indeks PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza,
intensywnos¢ wybarwienia komoérek guza PD-L1(+) w duzym polu widzenia,
intensywnos¢ wybarwienia komérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu
widzenia w jelicie bez zmian, wartosci delta 13C w centrum guza, obrzezu guza,
Scianie jelita bez zmian w rzucie guza, krezce w rzucie guza, krezce poza guzem,
stosunek masowy N/C w centrum guza i obrzezu guza oraz najnizszymi tj. liczba
komérek guza PD-L1(+) w duzym polu widzenia, stosunek liczby komérek guza PD-
L1(+) do liczby wszystkich komoérek guza w duzym polu widzenia, wartosci delta 13C
oraz stosunek masowy N/C w Scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem przeciwnie do pacjentdow z guzem zlokalizowanym w zagieciu
Sledzionowym i odbytnicy. Sumaryczna wariancja modelu wynosi 37.2%. Uzyskane

wyniki przedstawia diagram 5.
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Diagram 5. Analiza sktadowych gtownych w aspekcie doktadnej lokalizacji guza —
analiza catosciowa (WARIANT A).

Individuals — PCA

3 2
<

e 3- .3
c‘g 4
o) 45

Qe = e = = of = -

Dim1 (20.3%)

Legenda: 1 — wstepnica; 2 — zagiecie watrobowe; 3 — zagiecie $ledzionowe; 4 —
esica; 5 — zagiecie esiczo — odbytnicze; 6 — odbytnica

Analiza skladowych gtéwnych ukazata przestrzenne zroznicowanie
pacjentow w aspekcie lokalizacji guza wg WHO (strona prawa, strona lewa,
odbytnica) w osiach skfadowej gtéwnej 1 i 2 (PC1 i PC2). Pacjenci z guzem
zlokalizowanym po stronie prawej charakteryzujg sie wysokimi wartosciami
parametrow takich jak liczba wszystkich komoérek nacieku zapalnego w duzym polu
widzenia w obrebie guza, intensywnos$¢ wybarwienia komorek nacieku zapalnego
PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza, liczba komdrek nacieku zapalnego
PD-1(+) w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian, liczba wszystkich komérek
nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian, liczba
komérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza,
indeks PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza, intensywnos$¢ wybarwienia

komérek guza PD-L1(+) w duzym polu widzenia, intensywnos¢ wybarwienia
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komdérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian,
wartosci delta 13C w centrum guza, obrzezu guza, $cianie jelita bez zmian w rzucie
guza, krezce w rzucie guza, krezce poza guzem, stosunek masowy N/C w centrum
guza i obrzezu guza oraz najnizszymi tj. liczba komérek guza PD-L1(+) w duzym
polu widzenia, stosunek liczby komérek guza PD-L1(+) do liczby wszystkich
komorek guza w duzym polu widzenia, wartosci delta *3C oraz stosunek masowy
N/C w Scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem przeciwnie do
pacjentow z guzem zlokalizowanym po stronie lewej. Pacjenci z guzem
zlokalizowanym w odbytnicy nie charakteryzowali sie zroznicowaniem
analizowanych parametrow w przestrzeniach PC1 i PC2. Sumaryczna wariancja

modelu wynosi 37.2%. Uzyskane wyniki przedstawia diagram 6.

Diagram 6. Analiza sktadowych gtownych w aspekcie lokalizacji guza wg WHO —
analiza catosciowa (WARIANT A).

Individuals - PCA

2

>

e 3- 0
~ A
£ _
5 2

Dim1 (20.3%)

Legenda: 0 — strona prawa; 1 — strona lewa; 2 — odbytnica
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Zmienne analizy sktadowych gtéwnych dla badanych grup przedstawiono na

diagramie 7.

Diagram 7. Diagram zmiennych analizy sktadowych gtéwnych — analiza catosciowa
(WARIANT A).

Legenda zostata umieszczona na kolejnej stronie.
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Legenda:
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AH
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AT
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AV
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BA

wiek pacjenta

indeks PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza

intensywno$¢ wybarwienia komorek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu
widzenia w obrebie guza

liczba komorek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu widzenia w jelicie bez
zmian

liczba wszystkich komorek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie
jelita bez zmian

indeks PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian

intensywno$¢ wybarwienia komorek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu
widzenia w jelicie bez zmian

liczba komoérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie
guza

liczba wszystkich komérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia obrebie guza
indeks PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza

intensywnos$¢ wybarwienia komérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu
widzenia w obrebie guza

liczba komdrek guza PD-L1(+) w duzym w polu widzenia

liczba wszystkich komérek guza w duzym polu widzenia

stosunek liczby komorek guza PD-L1(+) do liczby wszystkich komorek guza
w duzym polu widzenia

intensywnos$¢ wybarwienia komoérek guza PD-L1(+) w duzym polu widzenia

liczba komérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu widzenia w jelicie bez
zmian

liczba wszystkich komérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia obrebie jelita
bez zmian

indeks PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian

intensywnos¢ wybarwienia komoérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu
widzenia w jelicie bez zmian

wartosci delta 13C w centrum guza

wartosci delta >N w centrum guza

wartosci delta 1*C w obrzezu guza

wartosci delta 1°N w obrzezu guza

wartosci delta **C w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza

wartosci delta N w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza

wartosci delta *C w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem
wartosci delta °N w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem
wartosci delta *C w krezce w rzucie guza

wartosci delta ®N w krezce w rzucie guza

wartosci delta **C w krezce poza guzem

wartosci delta ®N w krezce poza guzem

wartosci stosunku masowego N/C w centrum guza

wartosci stosunku masowego N/C w obrzezu guza

wartosci stosunku masowego N/C w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza
wartosci stosunku masowego N/C w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem

wartosci stosunku masowego N/C w krezce w rzucie guza

wartosci stosunku masowego N/C w krezce poza guzem
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4.3.5. Analiza statystyczna badanych parametrow z wykorzystaniem

analizy sktadowych gtéwnych — WARIANT B

Analize skltadowych gtéwnych przeprowadzono rowniez przy redukcji
zmiennych do wynikéw oceny sktadu izotopowego, co lepiej uwidacznia grupowanie
w aspekcie lokalizacji guza oraz zwieksza sumaryczng wariancje modelu
(WARIANT B).

Analiza skladowych gtéwnych ukazata przestrzenne zroznicowanie
pacjentow w aspekcie lokalizacji guza (strona prawa, strona lewa) wzdtuz osi y.
Pacjenci z guzem zlokalizowanym po stronie prawej charakteryzujg sie wysokimi
wartosciami parametréw takich jak wartosci delta *3C w centrum i obrzezu guza,
Scianie jelita bez zmian w rzucie guza, krezce w rzucie guza, krezce poza guzem
oraz najnizszymi tj. wartosci delta **C w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem. Przeciwnie do pacjentow z guzem zlokalizowanym po stronie lewej.
Sumaryczna wariancja modelu wynosi 58.2%. Wyniki przedstawiono na
diagramie 8.

Diagram 8. Analiza sktadowych gtownych w aspekcie lokalizacji guza -
WARIANT B.
Individuals - PCA

Dim2 (26.1%)

Na
o

Dim1 (32.1%)

Legenda: 0 — strona prawa; 1 — strona lewa
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Analiza skladowych gtéwnych ukazata przestrzenne zroznicowanie
pacjentow w aspekcie doktadnej lokalizacji guza (katnica, wstepnica, zagiecie
watrobowe, poprzecznica, zagiecie Sledzionowe, zstepnica, esica, zagiecie esiczo-
odbytnicze, odbytnica) w osiach sktadowej gtownej 1i 2 (PC1 i PC2). Sumaryczna

wariancja modelu wynosi 58.2%. Wyniki przedstawiono na diagramie 9.

Diagram 9. Analiza sktadowych gtéwnych w aspekcie doktadnej lokalizacji guza —
WARIANT B.

Individuals = PCA

1
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Dim1 (32.1%)

Legenda: 1 — wstepnica; 2 — zagiecie watrobowe; 3 — zagiecie Sledzionowe; 4 —
esica; 5 — zagiecie esiczo — odbytnicze; 6 — odbytnica
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Analiza skladowych gtéwnych ukazata przestrzenne zroznicowanie
pacjentow w aspekcie lokalizacji guza wg WHO (strona prawa, strona lewa,
odbytnica) wzdluz osi y. Pacjenci z guzem zlokalizowanym po stronie prawe;j
charakteryzujg sie wysokimi warto$ciami parametréw takich jak wartosci delta 13C
w centrum i obrzezu guza, scianie jelita bez zmian w rzucie guza, krezce w rzucie
guza, krezce poza guzem oraz najnizszymi tj. wartosci delta 3C w $cianie jelita bez
zmian pomiedzy guzem a marginesem. Przeciwnie do pacjentdw z guzem
zlokalizowanym po stronie lewej oraz w odbytnicy. Sumaryczna wariancja modelu

wynosi 58.2%. Wyniki przedstawiono na diagramie 10.

Diagram 10. Analiza sktadowych gtéwnych w aspekcie lokalizacji guza wg WHO —
WARIANT B.

Individuals - PCA
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Legenda: 0 — strona prawa; 1 — strona lewa; 2 — odbytnica
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Zmienne analizy sktadowych gtéwnych dla badanych grup przedstawiono na

diagramie 11.

Diagram 11. Diagram zmiennych analizy sktadowych gtéwnych — WARIANT B.

Legenda zostata umieszczona na kolejnej stronie.
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Legenda:
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wiek pacjenta

indeks PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza

intensywno$¢ wybarwienia komorek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu
widzenia w obrebie guza

liczba komorek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu widzenia w jelicie bez
zmian

liczba wszystkich komorek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie
jelita bez zmian

indeks PD-1(+) w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian

intensywno$¢ wybarwienia komorek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu
widzenia w jelicie bez zmian

liczba komoérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie
guza

liczba wszystkich komérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia obrebie guza
indeks PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie guza

intensywnos$¢ wybarwienia komérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu
widzenia w obrebie guza

liczba komdrek guza PD-L1(+) w duzym w polu widzenia

liczba wszystkich komérek guza w duzym polu widzenia

stosunek liczby komorek guza PD-L1(+) do liczby wszystkich komorek guza
w duzym polu widzenia

intensywnos$¢ wybarwienia komoérek guza PD-L1(+) w duzym polu widzenia

liczba komérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu widzenia w jelicie bez
zmian

liczba wszystkich komérek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia obrebie jelita
bez zmian

indeks PD-L1(+) w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian

intensywnos¢ wybarwienia komoérek nacieku zapalnego PD-L1(+) w duzym polu
widzenia w jelicie bez zmian

wartosci delta 13C w centrum guza

wartosci delta >N w centrum guza

wartosci delta 1*C w obrzezu guza

wartosci delta 1°N w obrzezu guza

wartosci delta **C w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza

wartosci delta N w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza

wartosci delta *C w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem
wartosci delta ®N w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem
wartosci delta *C w krezce w rzucie guza

wartosci delta ®N w krezce w rzucie guza

wartosci delta **C w krezce poza guzem

wartosci delta ®N w krezce poza guzem

wartosci stosunku masowego N/C w centrum guza

wartosci stosunku masowego N/C w obrzezu guza

wartosci stosunku masowego N/C w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza
wartosci stosunku masowego N/C w $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem

wartosci stosunku masowego N/C w krezce w rzucie guza

wartosci stosunku masowego N/C w krezce poza guzem
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4.3.6. Podsumowanie wynikéw analizy statystycznej

Podsumowanie wynikow analizy statystycznej przedstawiono w tabeli 17

oraz tabeli 18.

immunoekspresiji

Tabela 17. Podsumowanie wynikow analizy statystyczne;j
badanych biatek.

Badane parametry Znaleziska Wartosé p
0 S 2
Liczba wszystkich komorek ~°8’ '% % \rilvi}zlzigaww ?Jl;;iﬁh_r-gz' 0,016
nacieku zapalnego w duzym S < 9 ' 0.026
polu widzenia w obrebie guza. | 2 G . '
%" sl Wyzsza w guzach T4b. 0,028
2. Nizsza w guzach T3.
. 1. Wyzsza w N1a. 0,018
Liczba wszystkich komoérek % 5 2. Nizsza w NO.
naciekl_.l zap_alnego w d.uiym Qg" =~ KN Wyzsza w N1a. 0,029 0,01
polu widzenia w obrebie guza. | © §| 2 Nizsza w N1b
o= L= :
25
N 1. Wyzszaw N1a. 0,0064
2. Nizsza w N2b.
ey womorek 1. wyzsza w guzacn
olu WidzeIr)\ia Wgelicie be); prawostronnych. 0.04
Fz)mian J 2. Nizsza w guzach
] lewostronnych.
o | 1. Wyzsza w guzach T2. 0.026
Liczba komérek nacieku '8 £2. Nizsza w guzach T4a. ;
zapalnego PD-1(+) w duzym § X
polu widzenia w obrebie guza. o o | 1. Wyzsza w guzach T4b.
F ® 2 0,022
O c| 2. Nizsza w guzach T4a.
Liczba komoérek nacieku 1. Wyzsza w guzach
zapalnego PD-1(+) w duzym prawostronnych. 0.036
polu widzenia w jelicie bez 2. Nizsza w guzach '
zmian. lewostronnych.
1. Wyzszy w guzach o nizszym
Indeks PD-1(+) w duzym polu stopniu ztosliwosci. 0.035
widzenia w obrebie guza. 2. Nizszy w guzach o wyzszym '
stopniu ztosliwosci.
Indeks PD-1(+) w duzym polu . .
widzenia w obrebie guza oraz L V\()_/zszy W °.bfef'b'e guza. 8,9e-05
L L . 2. Nizszy w jelicie bez zmian.
w obrebie jelita bez zmian.
Liczba komérek guza PD-L1(+) | 1. Wyzsza u mezczyzn. 0.039
w duzym polu widzenia. 2. Nizsza u kobiet. ’
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Tabela 18. Podsumowanie wynikow analizy statystycznej sktadu izotopowego.

Badane parametry

Znaleziska Wartosé¢ p
Y 13
Dusa oras kiezcow oucie. | L Wyzsza w centrum quza 7,76-06
guza. 2. Nizsza krezce w rzucie guza. ’
XA 13
e e e apee™™™ |1 Wyzszawcentum guza
2. Nizsza w krezce poza guzem. '
guzem.
— = :
s s ome [ 1 Wyzsza wobraetu guza
guza. 2. Nizsza w krezce w rzucie guza.
— = :
\g:\lljazr;oosr;zd ﬁlrt:zcg w :obzr;ezu 1. Wyzsza w obrzezu guza. 4,5e-05
2. Nizsza w krezce poza guzem. '
guzem.
Wartos¢ delta *C w $cianie 1. Wyzsza w $cianie jelita bez
jelita bez zmian w rzucie guza Zmian w rzucie guza. 0,00021
oraz krezce w rzucie guza. 2. Nizsza w krezce w rzucie guza.
Wartos¢ delta 13C w $cianie 1. Wyzsza w Scianie jelita bez
jelita bez zmian w rzucie guza Zmian w rzucie guza. 0,00021
oraz krezce poza guzem. 2. Nizsza w krezce poza guzem.
Wartos¢ delta *C w $cianie 1. Wyzsza w $cianie jelita bez
jelita bez zmia_n pomiedzy zmian pomiedzy guzem 4 9e-05
guzem a marginesem a marginesem. ’
oraz krezce w rzucie guza. 2. Nizsza w krezce w rzucie guza.
Wartos¢ delta *C w $cianie 1. Wyzsza w $cianie jelita bez
jelita bez zmian pomiedzy zmian pomiedzy guzem 4 9e-05
guzem a marginesem a marginesem. ’
oraz krezce poza guzem. 2. Nizsza w krezce poza guzem.
Wartos¢ delta *C w krezce 1. Wyzsza w guzach 0014
W rzucie guza. prlgwostronnych. '
2. Nizsza w guzach lewostronnych.
Wartosc¢ delta °*C w krezce 1. Wyzsza w guzach
poza guzem. p(gwostronnych. 0,017
2. Nizsza w guzach lewostronnych.
Wartosc¢ delta °*C w krezce 1. Wyzsza w guzach
W rzucie guza. prgwostronnych. . 0,028
2. Nizsza w guzach odbytnicy.
Wartos¢ delta 1°C w krezce 1. Wyzsza w guzach
poza guzem. p(gwostronnych. . 0,027
2. Nizsza w guzach odbytnicy.
Wartosc¢ delta °N w centrum | 1. Wyzsza w $cianie jelita bez
guza oraz scianie jelita bez Zmian w rzucie guza. 0,0086
zmian w rzucie guza. 2. Nizsza w centrum guza.
Wartosc¢ delta °N w centrum | 1. Wyzsza w Scianie jelita bez
guza oraz Scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem 0.0043
zmian pomiedzy guzem a marginesem. '
a marginesem. 2. Nizsza w centrum guza.
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Wartosc¢ delta °N w obrzezu
guza oraz Scianie jelita bez
Zmian w rzucie guza.

Wyzsza w Scianie jelita bez
Zmian w rzucie guza.
Nizsza w obrzezu guza.

0,0061

Wartos¢ delta °N w obrzezu
guza oraz scianie jelita bez
Zmian pomiedzy guzem

a marginesem.

Wyzsza w Scianie jelita bez
zmian pomiedzy guzem

a marginesem.

Nizsza w obrzezu guza.

0,0046
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5. DYSKUSJA

Rak jelita grubego jest obecnie drugg najczestszg przyczyng zgondw
z powodu choréb nowotworowych na swiecie, a czestos¢ jego wystepowania
wzrasta (Sungiin., 2021). Dane epidemiologiczne zaréwno wzbudzajg niepokdj, jak
i sprawiajg, ze zainteresowanie badaczy rakiem jelita grubego jest znaczgce.
Nieustannie poszukuje sie nowych narzedzi i metod, ktérych wykorzystanie
korzystnie wptynetoby na diagnostyke oraz markerow utatwiajgcych ocene
rokowania w indywidualnych przypadkach.

Rola komorek nacieku zapalnego w procesie nowotworowym od lat jest
przedmiotem licznych badan. Juz Rudofl Virchow w roku 1863 zaobserwowat
wystepowanie leukocytow w tkance nowotworowej i uznat, Zze naciek
limforetikularny wskazuje na wywodzenie sie nowotworu z miejsca przewlektego
zapalenia (Balkwill & Mantovani, 2001). W literaturze przedmiotu odnalez¢ mozna
doniesienia, ktore wskazujg na obecnos¢ komoérek nacieku zapalnego w prawie
kazdym procesie nowotworowym, od pojedynczych komorek wykrywanych za
pomocg specyficznych markeréw, do obfitego nacieku zapalnego widocznego
w rutynowych badaniach histopatologicznych (Pageés i in., 2010). Poczatkowo
naciek zapalny uwazano za czynnik odpowiedzialny jedynie za niszczenie komorek
nowotworowych. Obecnie jednak pojawity sie liczne doniesienia wskazujgce na
wspotprace uktadu odpornosciowego z komoérkami nowotworu i wspieranie jego
progresji (Hanahan & Weinberg, 2011). Istniejg badania dokumentujgce réznice
w interakcji pomiedzy komorkami uktadu odpornosciowego a guzem, wynikajgce
z typu nacieku zapalnego. W przypadku zapalen przewlektych dochodzi do szybszej
progresji guza i wystgpienia jego odpornosci na leczenie, natomiast ostry naciek
zapalny zwigzany jest z antynowotworowg aktywnoscig ustroju (Zhao i in., 2021).
Efekty obecnosci komérek zapalnych oceniano w wielu nowotworach zto$liwych,
w tym o najwiekszym znaczeniu klinicznym: raku ptuc oraz raku piersi. Wykazano,
ze obecnos¢ komorek uktadu odpornosciowego w przypadku raka ptuca, poprzez
mechanizm ucieczki immunologicznej, zwigzana jest z progresjg nowotworu oraz

tworzeniem przerzutow odlegtych (Taniin., 2021). W raku piersi udokumentowano,
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ze obecnosc limfocytéw B wigze sie ze zwiekszonym odsetkiem nawrotow choroby
(Schnellhardt i in., 2020). Rowniez obfito§¢ komorek zwigzanych z zapaleniem
wptywa na rokowanie w przypadku nowotworow ztosliwych. W rakach
ptaskonabtonkowych gtowy i szyi duza liczba komoérek nacieku zapalnego zwigzana
byta z lepszym rokowaniem, a 5-letnie przezycie w grupie pacjentow z matg liczbg
limfocytow naciekajgcych guz byto ponad dwukrotnie mniejsze, w porownaniu do
pacjentow z duzg liczbg komorek nacieku zapalnego w obrebie nowotworu (J. Wang
i in., 2016). Takze w raku jelita grubego udowodniono warto$¢ prognostyczng
obecnosci nacieku zapalnego (Zhou i in., 2019).

W przeprowadzonym badaniu wykazano, ze liczba wszystkich komorek
nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie guza jest istotnie statystycznie
zwigzana z elementami systemu TNM ocenianymi w badaniu mikroskopowym
(zaréwno z cechg pT, jak i cechg pN). Wiecej komédrek nacieku zapalnego obecnych
byto w przypadku guzéw o nizszym stopniu zaawansowania choroby (T2 niz T3), co
moze sugerowacé, ze wieksza intensywnos¢ nacieku zapalnego w tkance
nowotworowej jest jednym z wielu czynnikow zwigzanych z lepszym rokowaniem
i pozostaje w zgodnosci z literaturg przedmiotu (ldos i in., 2020; Mei i in., 2014).
Z drugiej strony, wieksza liczba komorek nacieku zapalnego w prezentowanym
badaniu stwierdzana byta w guzach o stopniu T4b niz T3. Ze wzgledu na obecnosc¢
odczynu zapalnego w otrzewnej, prawidlowa ocena gtebokosci naciekania
i ewentualnego przekroczenia granicy otrzewnej jest w badaniu mikroskopowym
utrudniona, a nawet skutkuje niemoznoscig jednoznacznego zakwalifikowania guza
do kategorii T3 lub T4a (Klaver i in., 2018). Wedtug danych odnalezionych
w literaturze kluczowym momentem w progresji raka jelita grubego jest naciek
i uszkodzenie otrzewnej (T4a), co zwigzane jest z wiekszym ryzykiem wystgpienia
przerzutdw do otrzewnej (M1c), czynnika decydujgcego o najwyzszym stopieniu
klinicznego zaawansowania choroby nowotworowej (Klaver i in., 2018; Stewart i in.,
2011). Guzy T4b charakteryzujg sie gorszym rokowaniem niz guzy T4a, co
wielokrotnie potwierdzono w badaniach i ujeto w samym systemie TNM (Lim i in.,
2022; Shia i in., 2012).
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Takze w odniesieniu do cechy pN w przeprowadzonym badaniu wykazano
istotne statystycznie zwiekszenie intensywnosci nacieku zapalnego w obrebie guza
- liczba komdrek uktadu odpornosciowego w guzach pN1a byta wieksza
w poréwnaniu do guzéw pN2a oraz pN2b, podobnie jak podaje pismiennictwo.
W przeprowadzonym badaniu ujawniono takze bardziej obfity naciek zapalny
w guzach pN1a niz pNO, co wskazuje, ze w raku jelita grubego zajecie pierwszego
wezta chtonnego jest momentem kluczowym dla przebiegu choroby i co pozostaje
w zgodnosci w fundamentalng wiedzg o chorobie nowotworowej. Co niezwykle
interesujgce, istnieje tzw. ,paradoks przezywalnosci” tj.: fakt nizszego wskaznika 5-
letniego przezycia chorych w stadium zaawansowania klinicznego 1B (T4aNOMO)
i IC (T4bNOMO) w poréwnaniu z pacjentami w stadium choroby I[lIA (T1-2N1MO lub
T1N2aMO0) - odpowiednio 46-61% vs. 70% (H. Li i in., 2020). Tlumaczy sie to
zjawisko liczbg pobranych do badania histopatologicznego weztéw chtonnych,
stosowaniem chemioterapii w stadium IlIA oraz obecnoscig nacieku
nowotworowego w marginesach chirurgicznych, jednak autorzy badan zwracajg
uwage na koniecznos¢ poszukiwania innych czynnikbw bedgcych przyczyng
wystepowania opisanego paradoksu (Chu i in., 2016).

W prezentowanym badaniu wykazano takze znamienng statystycznie
réznice w liczbie wszystkich komorek nacieku zapalnego w obrebie jelita bez zmian
pomiedzy nowotworami zlokalizowanymi prawostronnie i lewostronnie. Wiekszy
naciek zapalny stwierdzany byt w guzach po stronie prawej, w kazdym z trzech
podziatéw dokonanych w rozprawie: lokalizacji gtbwnej (strona prawa i strona lewa);
lokalizacji wg WHO (strona prawa, strona lewa, odbytnica) oraz lokalizacji doktadnej
(katnica, wstepnica, zagiecie watrobowe, poprzecznica, zagiecie sledzionowe,
zstepnica, esica, zagiecie esiczo-odbytnicze, odbytnica). Zjawisko to zostato
uwidocznione takze w analizie sktadowych gtéwnych, ktéra wykazata przestrzenne
grupowanie chorych pod wzgledem miejsca powstania guza w przypadku
wszystkich wyzej wymienionych podziatdéw, w obu zaréwno w guzie, jak i jelicie bez
zmian. W dostepnej literaturze przedmiotu nie odnaleziono niestety badan
oceniajgcych intensywnos¢ nacieku zapalnego w obrebie jelita bez zmian

u pacjentow z rozpoznanym rakiem jelita grubego.
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W przedstawionym badaniu wykazano rowniez wystepowanie dodatnich
korelacji pomiedzy liczbg komdérek nacieku zapalnego w obrebie guza a: wiekiem
pacjentow, liczbg wszystkich komorek nacieku zapalnego w guzie oraz jelicie bez
zmian. Opublikowane w roku 2020 badanie, przeprowadzone na 848 przypadkach
raka jelita grubego, ujawnito zwigzek prawostronnej lokalizacji nowotworu z wyzszg
liczbg komoérek nacieku zapalnego w obrebie guza. Wykazano réwniez, ze starszy
wiek zwigzany byt z bardziej obfitym naciekiem zapalnym (Jimenez-Rodriguez i in.,
2020). Ukazane w prezentowanym badaniu wyniki pozostajg w zgodzie z tymi
doniesieniami. W literaturze dostepne sg liczne prace wskazujgce na lepsze
rokowanie w przypadku guzow zlokalizowanych po stronie lewej w poréwnaniu do
strony prawej (Hamfjord i in., 2022; Janssens i in., 2018). Mozna przypuszczacé, ze
intensywnos¢ nacieku zapalnego w obrebie guza u pacjentow z rakiem jelita
grubego jest jedynie pojedynczym z wielu czynnikow wptywajgcych na rokowanie
i zasadnym wydaje sie dalsze poszukiwanie zwigzkéw pomiedzy znanymi juz
czynnikami prognostycznymi, poszukiwanie nowych markeréw rokowniczych,
a takze ocena intensywnosci nacieku zapalnego w jelicie bez zmian, u pacjentow
z rozpoznanym rakiem jelita grubego.

W pismiennictwie odnajduje sie dowody na to, ze wzmozona intensywnos¢
nacieku zapalnego w raku jelita grubego jest korzystnym czynnikiem.
Udokumentowano, ze obecnos¢ intensywnego nacieku zapalnego z limfocytéow T
u pacjentow z rakiem jelita grubego zwigzana byta z przedtuzeniem czasu
przezycia, w zwigzku z dziataniem przeciwnowotworowym wykazywanym przez
komorki nacieku zapalnego, (C. H. Richardsiin., 2014; Rumbaiin., 2018; Vayrynen
iin., 2013). W literaturze odnalez¢ mozna réwniez prace wskazujgce na istotng role
makrofagéw w obrebie guza. Wykazano, ze u pacjentéw z makrofagami obecnymi
w centrum guza czas przezycia wolnego od choroby byt dluzszy (Jakubowska i in.,
2019). Zwiekszona gestos¢ komorek przewlektego nacieku zapalnego byta istotnie
zwigzana z 0go6lng poprawg przezycia oraz przezyciem bez nawrotow (Turner i in.,
2016). Wptyw makrofagdéw oraz ich interakcja z komorkami raka jelita grubego jest
nadal stabo poznana, a wyniki badah pozostajg ze sobg w sprzecznosci (Norton

iin., 2015) - istniejg réwniez doniesienia sugerujgce negatywny wptyw obecnosci
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makrofagdbw w guzie na rokowanie, jednak uwazane sg one za kontrowersyjne
(Biswas & Mantovani, 2010).

Na podstawie metaanalizy, obejmujgcej 67 badan, zasugerowano, ze to
sama liczba komorek nacieku zapalnego wptywa na rokowanie, a nie rodzaj
komérek nacieku zapalnego, czy ich konkretna lokalizacja w obrebie guza
(Alexander i in., 2020). Wskazuje sie takze, ze ocena intensywnosci nacieku
zapalnego moze zosta¢ wykorzystana do poprawy prognozowania w potgczeniu
z systemem TNM, bedgcym powszechnie wykorzystywanym narzedziem (Rumba
iin., 2018).

Biatko programowanej smierci — 1 (PD-1) jest czgsteczkg wystepujgca
gtébwnie na powierzchni komorek nacieku zapalnego, najczesciej limfocytow T
i odpowiada za regulacje adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej. PD-1 wraz ze
swoimi ligandami PD-L1 i PD-L2 transdukuje sygnat, ktoéry prowadzi do
zahamowania proliferacji komorek T, produkcji cytokin oraz ich funkcji cytolitycznej
(Riley, 2009). Oprocz silnego dziatania hamujgcego na komoérki T, PD-1 odgrywa
réwniez role w regulacji odpowiedzi komoérek B i monocytow (Salmaninejad i in.,
2018). Udokumentowane jest powigzanie biatka PD-1 z uktadem immunologicznym,
dostepne sg rowniez prace dowodzgce ekspresji czgsteczki PD-1 w komadrkach
nowotworowych. Dodatkowo, w réznych nowotworach powigzano ekspresje PD-1
z rokowaniem. W badaniu z roku 2018 dowiedziono, ze immunosupresja biatka PD-
1 w komodrkach raka ptuca promowata ich proliferacje (Yao i in., 2018).

Badanie roli osi PD-1/PD-L1 jest waznym przedmiotem zainteresowania
wspotczesnej onkologii. Mozna odnalez¢ liczne badania na temat funkciji biatek PD-
1 i PD-L1 oraz ich roli w procesie nowotworzenia. Badania sugerujg, ze komorki
nowotworowe modyfikujg odpornos¢ gospodarza w celu tzw. ucieczki
immunologicznej. Jednym z jej najwazniejszych elementéw jest immunologiczny
punkt kontrolny, w ktérym posredniczy receptor PD-1 oraz jego ligand PD-L1,
unikanie nadzoru immunologicznego przez komorki nowotworowe nastepuje
poprzez interakcje molekularne biatek immunologicznych punktow kontrolnych
(Hamanishi i in., 2016; Lee i in., 2019), takich jak szlak PD-1/PD-L1 (Brody i in.,
2017). Dostepne w literaturze badania wskazujg na wptyw immunosupresji na
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progresje i inwazyjnosc raka jelita grubego (Grady & Carethers, 2008), a tym samym
podkreslajg znaczenie immunologicznego punktu kontrolnego i ucieczki
immunologicznej w rozwoju i przebiegu tego nowotworu.

Woprowadzenie terapii immunologicznych jest kluczowym osiggnieciem
wspotczesnej onkologii. Badacze podkreslajg fakt, iz ocena ilosciowa
najwazniejszych biatek, ktére kontrolujg tgczenie komorek guza z ukfadem
odpornosciowym, jest jednym z najwazniejszych wyzwan analitycznych
w immunoterapeutyce (Morales-Betanzos i in., 2017). W ostatnim dziesiecioleciu
znacznie wzrosto zainteresowanie tematem immunologicznych punktow
kontrolnych, a wykorzystanie ich blokady w leczeniu nowotworow ztosliwych jest
obiektem licznych prac naukowych. Nowotwory ztosliwe mogg przyjmowac
normalne fizjologiczne punkty nadzoru immunomodulacji, co prowadzi do
zaburzenia rownowagi miedzy wzrostem guza a nadzorem ze strony organizmu
gospodarza. Przeciwciata skierowane przeciw osi PD-1/PD-L1 prowadzg do trwatej
regresji nowotworu, co moze skutkowa¢ ponownym pojawieniem sie stanu
rownowagi miedzy wzrostem guza a kontrolg ze strony gospodarza (Sunshine &
Taube, 2015). Badacze podkre$lajg, ze zastosowanie przeciwciat monoklonalnych
anty-PD-1/anty-PD-L1 w praktyce Kklinicznej stanowi przetom w leczeniu
nowotworéw ztosliwych, w tym czerniaka, niedrobnokomérkowego raka ptuc,
chtoniaka Hodgkina oraz raka jelita grubego (Gordon i in., 2017). Ich gtdwng zaletg
jest wysokie powinowactwo wigzania i specyficznos¢ docelowa. Wsréd wad
wymieni¢ nalezy toksycznoS¢ zwigzang z odpornoscig, nieodpowiednig
farmakokinetyke, wnikanie w utkanie guza oraz wysokie koszty, zaréwno dla
producentéw jak i chorych (J. Yang & Hu, 2019). Szlak biatka PD-1 zyskat
zainteresowanie naukowcéw ze wzgledu na jego role w wywotywaniu odpowiedzi
immunologicznej w punktach kontrolnych komérek T, w wyniku czego komorki T sg
w stanie unikng¢é nadzoru immunologicznego i sg wysoce oporne na
konwencjonalng chemioterapie. Zastosowanie przeciwciat PD-1/PD-L1 jako
inhibitoréw punktéw kontrolnych staje sie obiecujgcym podejsciem terapeutycznym
w leczeniu nowotwordw, a niektére z nich zostaty z powodzeniem wprowadzone na

rynek w ciggu ostatnich kilku lat. Terapia immunologiczna oparta na blokadzie
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Sciezki PD-1/PD-L1 znalazta rowniez zastosowanie w przypadku pacjentéw
z rakiem jelita grubego (Ooki i in., 2021; M. J. Overman i in., 2018; Yaghoubi i in.,
2019). Jednakze nie wszyscy pacjenci wykazujg petng odpowiedz na leczenie, co
sugeruje koniecznos¢ lepszego zrozumienia mechanizmdw immunosupresji szlaku
PD-1 (Cristescu i in., 2018; X. Wu i in., 2019).

W dostepnych w literaturze przedmiotu badaniach, podkreslane jest, ze
ekspresja biatka PD-1 w tkance nowotworowej nie ogranicza sie do limfocytow T,
ale takze obserwowana jest na limfocytach B, komodrkach dendrytycznych,
makrofagach, komdérkach mieloidalnych oraz samych komdérkach nowotworowych.
Natomiast rola i mechanizm ekspresji badanego biatka na konkretnym typie
komoérek pozostaje nie w petni wyjasniony (Kim & Ha, 2021; Zha i in., 2021).

Znaczenie biatek PD-1 i PD-L1 w raku jelita grubego wydaje sie by¢ kwestig
bardzo ztozong. W pismiennictwie sg obecne badania na ten temat, jednakze ich
liczba nadal nie jest wystarczajgco duza dla wyciggniecia jednoznacznych
whnioskéw, jak i niekiedy ich wyniki nie pozostajg ze sobg w zgodnosci.

W prezentowanym badaniu zaobserwowano znamienng statystycznie
zalezno$¢ pomiedzy liczbg komérek nacieku zapalnego PD-1 (+) w duzym polu
widzenia w obrebie guza, a gtebokoscig nacieku (cecha pT). Wyzsze wartosci
ujawniono w guzach pT2 w poréwnaniu do guzéw pT4a. Ujawniono takze wyzsze
wartosci ekspresiji biatka PD-1 w guzach T4b w poréwnaniu do guzéw T4a. Niestety
wyniki badan dotyczgcych tego zagadnienia, dostepnych w pismiennictwie, nie sg
jednoznaczne. Odnaleziono dwa artykuty dotyczgce raka jelita grubego i zwigzku
immunoekspresji biatka PD-1 w komodrkach nacieku zapalnego z gtebokoscig
nacieku nowotworowego. W pierwszym z nich wskazano, iz ekspresja PD-1
w komérkach nacieku zapalnego byta istotnie zwigzana z nizszg cechg T
(Berntsson iin., 2018). W drugim z odnalezionych badan nie ujawniono znamiennie
statystycznych réznic w ekspresji biatka PD-1 w zaleznosci od cechy T (Wyss i in.,
2019).

W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano znamienne statystycznie
réznice w immunoekspresiji biatka PD-1 w komérkach nacieku zapalnego w duzym

polu widzenia w jelicie bez zmian, pomiedzy guzami po stronie prawej w porownaniu
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do guzdéw po stronie lewej. Prawostronna lokalizacja nowotworu zwigzana byta
z wyzszg ekspresjg biatka PD-1 w jelicie bez zmian. Dodatkowo zaobserwowano
wystepowanie trendu dotyczgcego liczby komérek PD-1(+) w duzym polu widzenia
w obrebie jelita bez zmian w zaleznosci od lokalizacji guza wg WHO (strona prawa,
strona lewa, odbytnica). Przy prawostronnej lokalizacji guza liczba komoérek PD-1
(+) byta wyzsza, jednak wynik ten nie okazat sie znamienny statystycznie. Pomimo
braku istotnosci statystycznej ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego liczby
komoérek PD-1 (+) w duzym polu widzenia w obrebie guza w zaleznosci od doktadne;j
lokalizacji nowotworu (katnica, wstepnica, zagiecie watrobowe, poprzecznica,
zagiecie Sledzionowe, zstepnica, esica, zagiecie esiczo-odbytnicze, odbytnica).
Guzy zlokalizowane we wstepnicy oraz zagieciu watrobowym cechowaty sie
wyzszymi wartosciami immunoekspresji PD-1(+) w poréwnaniu do guzéw zagiecia
esiczo-odbytniczego i odbytnicy. Dodatkowo w prezentowanym badaniu, w wyniku
przeprowadzenia analizy sktadowych gtéwnych ujawniono, Ze nowotwory
zlokalizowane po stronie prawej, we wszystkich przyjetych podziatach: lokalizacji
gtébwnej (strona prawa, strona lewa), lokalizacji wg WHO (strona prawa, strona lewa,
odbytnica) oraz dokfadnej lokalizacji guza (katnica, wstepnica, zagiecie watrobowe,
poprzecznica, zagiecie sledzionowe, zstepnica, esica, zagiecie esiczo-odbytnicze,
odbytnica) cechowaly sie wyzszymi wartosciami immunoekspresji biatka PD-1
w obrebie jelita bez zmian. W odniesieniu do dokfadnej lokalizacji guza, we
wstepnicy wyzsze wartosci komoérek nacieku zapalnego PD-1(+) obserwowane byty
réwniez w obrebie guza.

Odnaleziono w literaturze badanie poréwnujgce ekspresje biatka PD-1
w komorkach nacieku zapalnego roznych lokalizacjach, tj. jelicie bez zmian,
centrum guza, obrzezu guza, obszarze najgtebszego naciekania oraz przerzutach
do weztéw chtonnych. Immunoekspresja PD-1 byla znamiennie statystycznie
wyzsza jedynie w przypadku przerzutéw do weztéw chtonnych (Agoston i in., 2022).

W pismiennictwie istniejg nieliczne badania oceniajgce immunoekspresje
biatka PD-1 w raku jelita grubego w obrebie guza, w zaleznosci od lokalizacji
gtébwnej nowotworu (strona prawa, strona lewa) oraz lokalizacji wg WHO (strona

prawa, strona lewa, odbytnica). W jednym z nich udokumentowano, ze liczba
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komérek PD-1 (+) w obrebie guza byfa istotnie statystycznie wyzsza w guzach
zlokalizowanych po stronie prawej (Agoston i in., 2022). W badaniu z roku 2018
wykazano, ze wysoka ekspresja PD-1 swoista dla komérek odpornosciowych byta
powigzana z dtuzszym przezyciem catkowitym, w catej grupie badanej oraz
w guzach zlokalizowanych po stronie prawej, ale nie po stronie lewej lub w odbytnicy
(Berntsson i in., 2018). W trzecim z odnalezionych badan nie zaobserwowano
istotnych statystycznie roéznic w prawostronnej lub lewostronnej lokalizacji
nowotworu (Wyss i in., 2019).

W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano wystepowanie trendu
dotyczgcego zwigzku liczby komérek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu
widzenia w obrebie guza z picig chorych. Wiekszg liczbe komorek PD-(+)
stwierdzono wsréd kobiet. Jest udokumentowanym, ze pomimo wyzszej czestosci
wystepowania raka jelita grubego u mezczyzn, rokowanie jest gorsze niz u pici
zenskiej (Majek i in., 2013). W dostepnej literaturze odnaleziono nieliczne badania
oceniajgce ekspresje biatka PD-1 w raku jelita grubego w zaleznosci od pici
pacjentow. W zadnym z nich nie wykazano znamiennych statystycznie rdznic
w liczbie komérek PD-1 (+) w zalezno$ci od pici (Agoston iin., 2022; Y. Liiin., 2016;
Wyss iin., 2019).

W przedstawionym badaniu ujawniono takze wystepowanie trendu
dotyczacego zwigzku liczby komérek nacieku zapalnego PD-1(+) w duzym polu
widzenia w obrebie guza z obecnoscig owrzodzenia. W przypadku guzéw bez
owrzodzenia liczba komérek nacieku zapalnego PD-1(+) byta wyzsza. Istniejg prace
poswiecone znaczeniu rokowniczemu owrzodzenia w nowotworach ziosliwych,
wtym w raku jelita grubego - wykazano, iz obecnos¢ owrzodzenia guza,
w porébwnaniu ze wzrostem egzofitycznym, jest niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym (Dai i in., 2017), jednakze nie odnaleziono badan
dokumentujgcych relacje pomiedzy charakterem wzrostu a immunoekspresjg biatka
PD-1 do szczegotowego poréwnania.

W przeprowadzonym badaniu wykazano dodatnig korelacje pomiedzy liczbg
komérek nacieku zapalnego PD-1 (+) w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez

zmian a wiekiem chorego, a ponadto dodatnig korelacje pomiedzy indeksem PD-1
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(+) a wiekiem chorych. W przypadku raka jelita grubego starszy wiek zwigzany jest
z gorszym rokowaniem (Hayes i in., 2019; McKay i in., 2014). W literaturze nie
odnaleziono badan immunoekspresji biatka PD-1 w jelicie bez zmian u pacjentow
z rakiem jelita grubego, natomiast w badaniach immunoekspresji PD-1 w obrebie
guza, w zadnym z odnalezionych badan nie ujawniono istotnosci statystyczne;j
zwigzku z wiekiem pacjentéw (Berntsson i in., 2018; Y. Li i in., 2016; Wyss i in.,
2019). W przeprowadzonym badaniu ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego
zwigzku indeksu PD-1 (+) w duzym polu widzenia w obrebie guza z obecnoscig
owrzodzenia. Podobnie jak w przypadku liczby komérek nacieku zapalnego PD-1
(+), wyzsze wartosci zaobserwowano w guzach bez owrzodzenia.

W przedstawianym badaniu ujawniono wystepowanie dodatnich korelacji
pomiedzy liczbg komérek nacieku zapalnego PD-1 (+) w duzym polu widzenia
w obrebie guza oraz jelita bez zmian a liczbg wszystkich komoérek nacieku
zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie guza. Nie odnaleziono
w pismiennictwie prac oceniajgcych potencjalny zwigzek immunoekspresji biatka
PD-1 z liczbg komorek nacieku zapalnego w tkankach niezmienionych, u pacjentow
z rozpoznanym nowotworem ztosliwym. Istnieje jednakze badanie dokumentujgce
korelacje miedzy ekspresjg PD-1 a naciekiem z limfocytow T i B, najbardziej
widoczne w prawostronnych rakach jelita grubego (Berntssoniiin., 2018). Posrednio
znalezisko to pozostaje w zgodnosci z przytoczonym juz badaniem (Jimenez-
Rodriguez i in., 2020), wskazujgcym na wystepowanie bardziej obfitego nacieku
zapalnego przy prawostronnej lokalizacji raka. Biorgc pod uwage, zaprezentowane
wczesniej doniesienia i fakt, ze w raku sutka juz potwierdzono, ze liczba komérek
nacieku zapalnego PD-1 (+) jest istotnie skorelowana z wyzszg liczbg wszystkich
limfocytow naciekajgcych guz (Kitano i in., 2017) — wydaje sie zasadnym przyjgc,
ze istnieje potencjalny zwigzek ekspresji biatka PD-1 z lepszym rokowaniem, jednak
koniecznym takze wydajg sie dalsze badania tej zaleznosci.

Silna ekspresja PD-1 w guzie korelowata z mniej agresywnym przebiegiem
nowotworu, w tym rzadziej wystepujgcymi angioinwazjg, przerzutami do weztéw
chtonnych oraz pgczkowaniem guza (ang.: tumor budding). Silna immunoekspresja

znamiennie statystycznie zwigzana byta z przezyciem wolnym od choroby, nie
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wykazano jednak zaleznosci pomiedzy ekspresje PD-1 a przezyciem catkowitym.
Dodatkowo immunoekspresja PD-1 w podscielisku guza silnie korelowata
z immunoekspresjg PD-L1, zaréwno w podscielisku, jak i komérkach guza (Wyss
iin., 2019). W kolejnym z odnalezionych badan wyzsza ekspresja PD-1 wigzata sie
z lepszym rokowaniem w raku jelita grubego. Immunoekspresja PD-1 byta
niezaleznym czynnikiem prognostycznym (Y. Liiin., 2016). Z drugiej jednak strony,
w badaniu z roku 2018 stwierdzono, Zze ekspresja PD-1 w komoérkach
odpornosciowych nie byta istotnie zwigzana z przezyciem u chorych z rakiem jelita
grubego (Berntsson i in., 2018).

W przedstawionym badaniu wykazano znamienne statystycznie réznice
w indeksie PD-1 (+) w duzym polu widzenia w obrebie guza w zaleznosci od stopnia
histologicznej ztosliwosci nowotworu (grade). Wyzsze wartosci obserwowano
w guzach o nizszym stopniu histologicznej ztosliwosci nowotworu (low-grade).
Ponadto ujawniono wystepowanie trendu dotyczgacego zwigzku liczby komorek
nacieku zapalnego PD-1 (+) w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian ze stopniem
histologicznej ztosliwosci nowotworu. Wyzsze wartosci obserwowano w raku
0 wyzszym stopniu histologicznej ztosliwosci (high-grade). W tym wypadku jednak
nie odnaleziono w piSmiennictwie badan oceniajgcych immunoekspresje biatka PD-
1 w jelicie bez zmian u pacjentéw z rakiem jelita grubego, co uniemozliwia szersza
interpretacje tego znaleziska.

W obecnych w literaturze przedmiotu badaniach dotyczacych
immunoekspresji biatka PD-1 w komérkach uktadu immunologicznego w obrebie
guza, w jednym z badan ujawniano znamienne statystycznie réznice w ekspresji
biatka PD-1, ktéra okazata sie silniejsza w guzach o wyzszym stopniu histologicznej
ztodliwosci (high-grade), jednak jedynie w przypadku lokalizacji guza w odbytnicy
(Berntsson i in., 2018). W pozostatych badaniach nie wykazano znamiennych
statystycznie réznic w ekspresji badanego biatka w zaleznosci od stopnia
ztosliwosci histologicznej nowotworu (Y. Li i in., 2016; Wyss i in., 2019). W raku
urotelialnym pecherza moczowego ekspresje wykazano w 32,7% (38/116
przypadkow) i stwierdzono wyzszg ekspresje przy wyzszym stopniu histologiczne;j

ztosliwosci (Kumar i in., 2021). W dotychczas przeprowadzonych pracach
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badawczych odnalezé mozna takze ocene immunoekspresji biatka PD-1
w komorkach nacieku zapalnego u pacjentek z rakiem piersi. Ekspresje ujawniono
w 69,9% przypadkéow, nie udokumentowano jednak statystycznie istotnych
zwigzkow z cechami klinicznymi. Wykazano natomiast znamienny zaleznosci
pomiedzy ekspresjg PD-1 a ekspresjg PD-L1, zarbwno w komorkach guza, jak
i nacieku zapalnego (Mehan iin., 2021). Ewaluacja immunoekspresiji czgsteczki PD-
1 przeprowadzona zostata réwniez w przypadku raka gruczotu tojowego powieki,
gdzie wysoki poziom ekspresji obecny byt w 53,3% (16/30 przypadkow). Nie
ujawniono jednak znamiennie statystycznych réznic w obecno$ci badanego biatka
w zwigzku z zadnym z ewaluowanych parametrow klinicznych, tj. wiekiem, ptcig,
stopniem histologicznej ztosliwosci nowotworu, stopniem zaawansowania
klinicznego guza, wielko$cig guza, rozsiewem pagetoidalnym czy przerzutami
w weztach chtonnych (Jayaraj & Sen, 2019). Odnaleziono takze prace oceniajgca
immunoekspresje biatka PD-1 w raku przewodu slinowego. Immunoekspresje
ujawniono w 66% przypadkéw, a obecnos¢ PD-1-dodatnich komérek nacieku
zapalnego wigzata sie z poprawg przezycia niezaleznie od poziomu ekspresji (Xu
iin., 2019).

W prezentowanym badaniu zaobserwowano znamienne statystycznie
réznice w indeksie PD-1 (+) w duzym polu widzenia w guzie w poréwnaniu do jelita
bez zmian. Wyzsze wartosci ujawniono w obrebie guza. W literaturze przedmiotu
nie odnaleziono badan poroéwnujgcych ekspresje biatka PD-1 w komérkach nacieku
zapalnego pomiedzy guzem a jelitem bez zmian u pacjentéw z rakiem jelita
grubego. Jak wspomniano juz we wczesniejszej czesci dyskusji, moze to
wskazywac na potencjalna potrzebe nowego kierunku dalszych badan nad biatkiem
PD-1 - roznic w jego ekspresji pomiedzy nowotworem a tkankami prawidtowymi.

PD-L1, ligand biatka PD-1, czesto ulega nadekspresji na komérkach
nowotworowych, co utatwia ucieczke przed mechanizmami immunologicznych
(Gordon i in., 2017). Ro6zne typy nowotworéw ziosliwych wykazujg wysokag
ekspresje biatka PD-L1 i wykorzystujg szlak PD-1/PD-L1 w celu unikniecia
limfocytow T (Cha i in., 2019). Komérki nowotworowe, ktére wykazujg ekspresje

ligandu PD-L1, hamujg aktywacje immunomodulujgcg komorek T, tym samym
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utatwiajgc postep choroby. Wykazano uzytecznos¢ badania ekspresji PD-1/PD-L
jako potencjalnie ukierunkowanych immunologicznych biatek punktéw kontrolnych
W znacznej czesci guzow litych (Gatalica i in., 2014). Sama ekspresja PD-L1
w komorkach nowotworowych czesto uwazana jest za niekorzystny czynnik
prognostyczny. Natomiast jej wystgpienie jest wyraznie zwigzane z pozytywnym
wynikiem leczenia przeciwciatami blokujgcymi szlak PD-1/PD-L1, niezaleznie od
poziomu ekspresji PD-L1 (Balar & Weber, 2017; Weng i in., 2018). Terapeutyczne
wykorzystanie osi PD-1/PD-L1 moze doprowadzi¢ do przywrdcenia odpornosci
gospodarza na nowotwory. Sugeruje sie, ze chorzy z guzami z nadekspresjg PD-
L1, uzyskujg lepsze wyniki terapii immunologicznej, jednak badania nie sg w petni
jednoznaczne (Patel & Kurzrock, 2015). Ocena znaczenia ekspresiji biatka PD-L1
przeprowadzona zostata w przypadku raka ptuc, raka prostaty oraz nowotworéw
hematologicznych, takich jak chtoniak rozlany z duzych limfocytéw B (ang.: diffuse
large B cell ymphoma, DLBCL) (Isaacsson Velho & Antonarakis, 2018; M.-K. Song
iin., 2019; Yuiin., 2016). Wystepowanie immunoekspresji PD-L1 w raku zotgdka,
raku watrobowokomérkowym, raku nerkowokomérkowym, raku przetyku, raku
trzustki, raku jajnika i raku pecherza zwigzane jest z gorszymi wynikami terapii.
Z drugiej strony wykazanie obecno$ci biatka PD-L1 w raku piersi oraz raku
z komoérek Merkla poprawia rokowanie pacjentéw.

W raku jelita grubego rola biatka PD-L1 w pozostaje niejednoznaczna
(X. Wang i in., 2016). W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano znamienne
statystycznie roznice w liczbie komérek guza PD-L1 (+) w zalezno$ci od ptci
pacjentéw. Wyzsze wartosci ujawniono u mezczyzn. Nie odnaleziono w literaturze
badan ekspresji PD-L1 w raku jelita grubego prezentujgcych zwigzek ekspresji tego
biatka z pfcig chorych. Dostepne sg jednak badania raka niedrobnokomorkowego
ptuca, w ktorych wykazano, ze silniejsza ekspresja PD-L1 (+) wystepuje u mezczyzn
(Okita i in., 2017). W raku jelita grubego pte¢ meska jest negatywnym czynnikiem
prognostycznym, moze to wiec sugerowac potencjalny zwigzek ekspres;ji biatka PD-
L1 na komodrkach nowotworowych z niekorzystnym rokowaniem i wydaje sie

celowym pogtebienie badan w tym obszarze.

157 |Strona



Liczne badania powigzaty nadekspresje PD-L1 z niekorzystnymi rokujgcymi
cechami kliniczno-patologicznymi, takimi jak: niskie réznicowanie nowotworu,
zajecie naczyn limfatycznych i gorszy czas przezycia catkowitego chorych z rakiem
jelita grubego (Ntomi i in., 2021). W jednej z prac ujawniono, ze w przypadku raka
jelita grubego wysoka ekspresja PD-L1 w zwigzana byta takze z innymi Zle
rokujgcymi czynnikami, takimi jak duzy rozmiar guza, obecno$¢ perforacji oraz
z zaawansowanym stopniem pT w systemie (Mohamed i in., 2021). W pracy z roku
2020 zaobserwowano zwigzek immunoekspresji biatka PD-L1 z limfocytami
naciekajgcymi guz, wysokim indeksem mitotycznym oraz stabszym przezyciem
(Hacking i in., 2021). Zaobserwowano, ze ekspresja PD-L1 na komérkach guza
zwigzana jest wyzszym stopniem histologicznej ztosliwosci nowotworu i bardziej
agresywnym przebiegiem raka, w tym z wiekszg liczbg przerzutow w weztach
chtonnych. Ujawniono takze wystepowanie korelacji pomiedzy immunoekspresjg
biatka PD-L1 a prawostronng lokalizacjg guza, ptcig zenska i starszym wiekiem. Nie
stwierdzono wptywu ekspresji PD-L1 w komdrkach guza na przezycie catkowite
chorych, jednak w grupie badanej mozna bylo zaobserwowaé tendencje do
dtuzszego przezycia bez objawéw choroby (bez znamiennosci statystycznej) (Wyss
iin., 2019).

W odniesieniu do innych cech histoklinicznych ewaluowanych
w prezentowanym badaniu w aspekcie PDL-1 dane dostepne w literaturze nie
wydajg sie takze kompletne.

Nie udokumentowano roznic w ekspresji tego biatka pomiedzy
poszczegolnymi lokalizacjami (jelito bez zmian, guz centrum, guz obrzeze,
najgtebszy obszar nacieku i przerzuty do weztéw chtonnych) (Agoston i in., 2022).
Ekspresja PD-L1 na komédrkach guza nie wykazata wartosci rokowniczej pomimo
wielu ocenianych lokalizacji (Berntsson i in., 2018), natomiast zaobserwowano, ze
ekspresja PD-L1 w komorkach nowotworowych byta znamiennie statystycznie
zwigzana z miodszym wiekiem i wyzszym stopniem histologicznej ztosliwosci
nowotworu (high-grade), u chorych z guzem prawostronnym. W kolejnej pracy
zaobserwowano, ze poziom ekspresji PD-L1 w stadiach zaawansowania

klinicznego I-1l byt istotnie nizszy niz w stadiach Il i IV. Ekspresja PD-L1 wykazata
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takze dodatnig korelacje ze stopniem zaawansowania wg TNM, przerzutami do
weztoéw chtonnych i przerzutami odlegtymi. W tym przypadku nie wykazano jednak
istotnie statystycznych réznic w przypadku wieku, ptci, stopnia histologicznego
zaawansowania nowotworu oraz wielkoéci guza. Autorzy badania podkreslajg, ze
ekspresja PD-L1 jest podwyzszona w raku jelita grubego i jest Scisle zwigzana
z wyzszym stadium TNM, przerzutami do weztow chtonnych i ztym rokowaniem
(Shan i in., 2019). Ujawniono rowniez, ze przezycie catkowite byto istotnie wyzsze
w przypadku braku ekspresji PD-L1 w raku jelita grubego (Srivastava i in., 2021).
W przeprowadzonej metaanalizie wykazano, ze ekspresja PD-L1 w komdérkach
nowotworowych byta istotnie statystycznie zwigzana ze krétszym catkowitym
i wolnym od objawéw choroby czasem przezycia. Guzy wykazujgce ekspresje PD-
L1 byty czesciej zlokalizowane po stronie prawej oraz wykazywaty wyzszy stopien
ztosliwosci histologicznej nowotworu. W tej ewaluacji nie wykazano zaleznosci
ekspresji badanego biatka od pftci, wieku, wielkosci guza, stadium klinicznego
zaawansowania guza, przerzutéw do weztéw chtonnych (Y. Liiin., 2019). W kolejnej
z przeprowadzonych metaanaliz, uwzgledniajgcej dwanascie badan z udziatem
4344 chorych, ujawniono ze nadekspresja PD-L1 byta istotna zwigzana z krétszym
catkowitym i wolnym od objawdéw choroby czasem przezycia, ale nie wykazywata
zwigzku z wiekiem, pftcig, lokalizacjg i réznicowaniem guza, stadium pT ani stadium
pN (L. Yangiin., 2019). W ewaluacji z 2020 roku ukazano, ze ekspresja PD-L1 byta
istotnie zwigzana z prawostronng lokalizacjg guza, wielkoscig nowotworu oraz
produkcjg Sluzu, natomiast nie byta zwigzana catkowitym i wolnym od objawdéw
choroby czasem przezycia. Wysnuto przypuszczenie, ze zwigekszone poziomy
ekspresji PD-L1 mogg by¢ zwigzane ze ztym rokowaniem u chorych z rakiem jelita
grubego, wyniki nie sg jednak jednoznaczne (Jung i in., 2020).

Niestety obok licznych badan przemawiajgcych za niekorzystnym wptywem
ekspres;ji biatka PD-L1 na przebieg choroby nowotworowej w przypadku raka jelita
grubego, istniejg takze prace, ktore w przeciwienstwie do wczesniej
przedstawionych badan, podajg ze ekspresja PD-L1 w komoérkach guza byta
zwigzana z dtuzszym catkowitym i wolnym od objawéw choroby czasem przezycia

chorych. Autorzy podkreslajg rowniez pozytywny wptyw ekspresji biatka PD-L1 na
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komérkach guza w przypadku raka sutka oraz raka jajnika (Y. Li i in., 2016).
Dodatkowo w innym z odnalezionych badan ujawniono, ze dodatnia ekspresja PD-
L1 jest istotnie zwigzana z nizszym T, brakiem przerzutéw do weztéw chtonnych
oraz dtuzszym przezyciem catkowitym (Noh i in., 2020).

Immunoekspresja biatka PD-L1 jest obserwowana nie tylko w komoérkach
guza, ale takze w komodrkach nacieku zapalnego w jego obrebie. Wyrazana jest
gtdbwnie na komorkach T i komdrkach prezentujgcych antygen, takich jak komorki
B, komorki dendrytyczne i makrofagi. Istnienie takiej ekspresji wigze sie z mniegj
agresywnym przebiegiem nowotworu i lepszym catkowitym czasem przezycia
(Wyss iin., 2019).

W prezentowanym badaniu ujawniono wystepowanie dodatnich korelacji
pomiedzy liczbg komoérek nacieku zapalnego PD-L1 (+) w duzym polu widzenia
w obrebie guza oraz w obrebie jelita bez zmian i liczbg wszystkich komérek nacieku
zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie guza oraz w obrebie jelita bez zmian.
Pozostaje to w zgodnosci z wynikami odnalezionymi w literaturze.
Udokumentowano, ze ekspresja PD-L1 w nacieku zapalnym i podscielisku istotnie
koreluje z ekspresjg CD8 zaréwno w guzie, jak i w zrebie (Wyss i in., 2019).
W kolejnym z analizowanych badan ekspresja PD-L1 w komérkach nacieku
zapalnego korelowata takze z obfitym naciekiem zapalnym z komoérek T i komérek
B. (Berntsson i in., 2018). Ujawniono ponadto, ze ekspresja PD-L1 w nacieku
zapalnym istotnie korelowata z ekspresja PD-1 w komoérkach uktadu
odpornosciowego (Wyss i in., 2019) oraz ze ekspresja PD-1 byta istotnie zwigzana
z ekspresjg PD-L1 w komorkach nacieku zapalnego (Berntsson i in., 2018).

W przedstawionym badaniu wykazano takze wystepowanie dodatnich
korelacji pomiedzy liczbg komorek nacieku zapalnego PD-L1 (+) w duzym polu
widzenia w obrebie guza oraz w obrebie jelita bez zmian a liczbg komorek nacieku
zapalnego PD-1 (+) w duzym polu widzenia w jelicie bez zmian. Ponownie, ocene
tych znalezisk utrudnia brak w literaturze prac dotyczgcych niezmienionych
nowotworowo tkanek u chorych z rakiem jelita grubego.

Uzyskane w prezentowanym badaniu wyniki dotyczgce immunoekspresii

biatek PD-1 i PDL-1 w raku jelita grubego, cho¢ nie mogg by¢ jednoznacznie
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zinterpretowane z uwagi na ograniczang liczbe i niekiedy sprzecznos¢ doniesien
w literaturze, wydajg sie, poprzez ujawniony zwigzek z czynnikami
0 udokumentowanym znaczeniu rokowniczym, takimi jak pte¢, wiek oraz obecnos¢
owrzodzenia, wskazywac na celowos¢ dalszych badan w tym obszarze.

Badania sktadu izotopowego - stabilnie, naturalnie wystepujgcych
w przyrodzie, w tym w organizmach zywych — izotopéw pierwiastkéw w przebiegu
choroby nowotworowej sg zupetnie nowym obszarem wiedzy. Od zapoczatkowania
tego typu badan w 2015 roku (Taran, 2015) powoli wzrasta liczba doniesien na ten
temat, jak dotad nie objety one jednak raka jelita grubego.

W przeprowadzonym badaniu zaobserwowano znamienne statystycznie
roznice w wartosciach delta 13C pomiedzy badanymi lokalizacjami. Ujawniono, ze
wartosci delta 13C sg istotnie nizsze w krezce w rzucie guza w poréwnaniu do
centrum guza, obrzeza nowotworu, Sciany jelita bez zmian w rzucie guza oraz
Sciany jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem. Zaobserwowano takze, ze
wartosci delta 13C sg znamiennie nizsze w krezce poza guzem w poréwnaniu do
centrum guza, obrzeza guza, sciany jelita bez zmian w rzucie guza oraz $ciany jelita
bez zmian pomiedzy guzem a marginesem.

Odnalezione w literaturze przedmiotu prace ukazujg naturalne zubozenie
prawidtowej tkanki ttuszczowej pod wzgledem zawartosci ciezkich izotopow wegla -
13C  (Elliott i in., 2014; Oppel i in., 2010). W badaniach prowadzonych na
zwierzetach uszeregowano badane tkanki pod wzgledem wartosci delta *3C
(poczynajac od warto$ci najwyzszych) w nastepujgcy sposob: witosy, modzg,
miesnie, watroba, ttuszcz (Tieszen i in., 1983). Moze to potencjalnie ttumaczyc¢
roznice w wartosciach delta 3C pomiedzy badanymi w przedstawionej pracy
tkankami, wskazujgc, ze najnizsze wartosci wykazano w krezce (zarébwno w rzucie
guza, jak i poza guzem), ktéra ma potencjalnie najwyzszg zawartosci tkanki
ttuszczowe.

W przedstawionym badaniu zaobserwowano istotne statystycznie réznice
w wartosciach delta 3C w krezce w rzucie guza oraz w krezce poza guzem
pomiedzy guzami zlokalizowanymi prawo- i lewostronnie. Guzy umiejscowione po

stronie prawej wykazywaty wyzsze wartosci delta '3C. Dodatkowo znamienne
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roznice w wartosciach delta 3C ujawniono w krezce w rzucie guza oraz krezce poza
guzem przy zastosowaniu lokalizacji wg WHO (strona prawa, strona lewa,
odbytnica). Wyzsze wartosci wykazano w guzach prawostronnych w poréwnaniu do
guzow zlokalizowanych w odbytnicy.

W przedstawionym badaniu zaobserwowano takze wystepowanie trendow
dotyczgcych zmian wartosci delta 3C pomiedzy guzami zlokalizowanymi po stronie
prawej w porownaniu do guzow zlokalizowanych po stronie lewej, analizowanych
zaréwno w centrum, jak i na obrzezu guza. | w tym przypadku, guzy prawostronne
wykazywaty wyzsze wartosci niz guzy lewostronne. Dodatkowo przy zastosowaniu
doktadnej lokalizacji guza (katnica, wstepnica, zagiecie watrobowe, poprzecznica,
zagiecie sledzionowe, zstepnica, esica, zagiecie esiczo-odbytnicze, odbytnica),
w przypadku guzow zlokalizowanych w odbytnicy, ujawniono zréznicowane
wartosci delta 3C pomiedzy centrum guza a obrzezem guza, wykazujgc wyzsze
wartosci w centrum guza.

W przeprowadzonym badaniu ujawniono takze wystepowanie trendéw
dotyczacych wartosci delta 3C w guzach z obecnym owrzodzeniem w poréwnaniu
do guzéw bez obecnego owrzodzenia. Wyzsze wartosci delta 3C wykazano
w guzach bez obecnego owrzodzenia. Dodatkowo zréznicowanie wartosci delta 13C
zaobserwowano pomiedzy Sciang jelita bez zmian w rzucie guza a sciang jelita bez
zmian pomiedzy guzem a marginesem, w przypadku guzow bez obecnego
owrzodzenia, wykazujgc wyzsze wartosci delta 3C w $cianie jelita bez zmian
pomiedzy guzem a marginesem.

Dodatkowo stwierdzono wystepowanie trendéw dotyczacych wartosci delta
13C w krezkg w rzucie guza i krezce poza guzem. Wyzsze warto$ci wykazano
w krezce poza guzem. Ponadto wartosci delta 13C w krezce poza guzem zalezaty
od pici pacjentdw — byly wyzsze u mezczyzn. Zréznicowane wartosci delta 2C
wystepowaty w guzach po stronie prawej, po stronie lewej oraz guzach
zlokalizowanych w odbytnicy (lokalizacja wg WHO), a takze w guzach odbytnicy,
przy zastosowaniu dokfadnej lokalizacji (katnica, wstepnica, zagiecie watrobowe,
poprzecznica, zagiecie Sledzionowe, zstepnica, esica, zagiecie esiczo-odbytnicze,

odbytnica) pomiedzy krezkg w rzucie guza a krezkg poza guzem. W kazdym
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z powyzszych przypadkéw wyzsze wartosci obserwowano w krezce poza guzem.
Roznice w wartosci delta **C pomiedzy krezkg w rzucie guza a krezkg poza guza
zaobserwowano takze w rakach niewykazujgcych produkcji sluzu, guzach bez
obecnego owrzodzenia oraz rakach o nizszym stopniu histologicznej zto$liwosci
nowotworu (low-grade). We wszystkich przypadkach wyzsze wartosci wykazano
w krezce poza guzem.

W literaturze odnaleziono pojedyncze badania oceniajgce sktad izotopowy
pierwiastkbw w tkankach nowotworowych. W przypadku gruczolakoraka sutka
zaobserwowano znamienne réznice w wartosciach delta *C pomiedzy tkanka
nowotworowg a prawidtowymi tkankami otaczajgcymi. Wykazano, iz wyzsze
wartosci delta 3C wystepowaly w guzie w poréwnaniu do jego otoczenia.
Dodatkowo ujawniono wystepowanie ujemnych korelacji w wartosciach delta 3C
w stosunku do zawartosci tkanki ttuszczowej, bedgcej ubogg w izotopy 3C (Tea
iin., 2016). Badania przeprowadzone w guzie Wilmsa wykazaty zréznicowanie
wartosci delta *3C. Nizsze warto$ci obserwowano w przypadku guza w poréwnaniu
do nerki bez zmian, a takze w przypadku nerczakow o wiekszej dojrzatosci
komponenty nabtonkowej (Taran, Frgczek, Sikora-Szubert, iin., 2016). W literaturze
odnaleziono badania oceniajgce skfad izotopowy watrobiaka ptodowego oraz
miesniakomiesaka prgzkowanokomorkowego. Uzyskane wyniki nie wykazaty
jednak istotnosci statystycznej przeprowadzonych oznaczen (Taran, Frgczek,
Sitkiewicz, i in., 2015, 2016).

W literaturze przedmiotu nie odnaleziono badah oceniajgcych sktad
izotopowy stabilnych izotopdw wegla w raku jelita grubego ani badan oceniajgcych
kompozycje izotopowg w zaleznosci od lokalizacji guza, obecnosci owrzodzenia,
produkcji Sluzu oraz stopnia histologicznej ztosliwosci nowotworu, ktore
umozliwityby dalszg interpretacje ujawnionych w prezentowanej pracy wynikow.

W odniesieniu do sktadu izotopowego azotu, w prezentowanym badaniu
zaobserwowano znamienne statystycznie réznice w wartosciach delta °N
pomiedzy czescig z badanych lokalizacji. Ujawniono, ze wartosci delta °N sg
istotnie nizsze w centrum guza w poréwnaniu do $ciany jelita bez zmian w rzucie

guza, a takze Sciany jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem. Dodatkowo
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wartosci delta >N byly znamiennie nizsze w obrzezu guza w poréwnaniu do $ciany
jelita bez zmian w rzucie guza oraz Sciany jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem. Stwierdzono wystepowanie dodatnich korelacji pomiedzy
wartosciami delta >N na obrzezu guza w stosunku do centrum guza oraz $ciany
jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem, w krezce w rzucie guza w stosunku
do sSciany jelita bez zmian w rzucie guza oraz sciany jelita bez zmian pomiedzy
guzem a marginesem, a takze sciany jelita bez zmian w rzucie guza w stosunku do
Sciany jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem. W przedstawionym badaniu
zaobserwowano takze wystepowanie trendéw dotyczgcych réznice wartosci delta
15N pomiedzy krezkg w rzucie guza a krezkg poza guzem. Wyzsze wartosci delta
5N wykazano takze w krezce poza guzem.

Ujawnione wyniki pozostajg w zgodzie z nielicznymi obecnymi w literaturze
przedmiotu badaniami dotyczgcymi sktadu izotopowego azotu w przebiegu choroby
nowotworowej. W badaniu z roku 2015 roku po raz pierwszy udokumentowano
zubozenie izotopowe azotu w tkankach nowotworowych w poréwnaniu ze
zdrowymi. W wystarczajgco licznej dla potrzeb statystyki grupie neuroblastoma
zjawisko to okazato sie istotne statystycznie (Taran, 2015). Zrdznicowanie
w wartosciach delta ®N pomiedzy gruczolakorakiem sutka a niezmienionymi
tkankami otaczajgcymi wykazano takze w raku piersi. Pomimo braku uzyskania
istotnosci statystycznej zaobserwowano nizsze wartosci delta 1°>N w guzie, w tym
w rakach sutka potréjnie ujemnych (Tea i in., 2016b). Ocenie, majgcej na celu
ustalenie skfadu izotopowego, poddano takze guza Wilmsa. Zaobserwowano, ze
wyzsze wartosci delta °N byty w obrebie guza niz w przypadku nerki bez zmian,
a takze w guzach bez obecnosci anaplazji, w poréwnaniu do guzéw, w ktorej ona
wystepuje (Taran, Frgczek, Sikora-Szubert, i in., 2016).

W aspekcie pozostatych cech histoklinicznych bedacych przedmiotem
ewaluacji w prezentowanej pracy ujawniono, ze w guzach niewykazujgcych
produkcji $luzu udokumentowano nizsze wartosci delta 1°N w krezce w rzucie guza
w poréwnaniu do krezki poza guzem. W literaturze odnaleziono badanie wskazujgce
na zroznicowanie sktadu izotopowego azotu w réznych typach tego samego

nowotworu, np. pomiedzy podtypem ptodowym i zarodkowym watrobiaka
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ptodowego (wyzsze wartosci zaobserwowano w przypadku podtypu zarodkowego)
(Taran, Fraczek, Sitkiewicz, i in., 2016) oraz pomiedzy podtypem zarodkowym
i pecherzykowym miesniakomiesaka prgzkowanokomérkowego (wykazano wyzsze
wartosci delta >N w pecherzykowym) (Taran, Fraczek, Sitkiewicz, i in., 2015).

W prezentowanych badaniach zaobserwowano takze nizsze wartosci delta
5N w krezce w rzucie guza w poréwnaniu do krezki poza guzem w przypadku
nowotworéw z makroskopowo obecnym owrzodzeniem. Ponadto Sciana jelita bez
zmian w rzucie guza cechowata sie wyzszymi wartosciami delta >N u mezczyzn
i w przypadku lewostronnej lokalizacji nowotworu (przy zastosowaniu podziatu
strona prawa, strona lewa). Ujawniono takze zréznicowanie wartosci delta *°N
zalezne od pici pacjentéw. Wyzsze wartosci delta >N wykazano w centrum guza
w poréwnaniu do obrzeza guza wsrod mezczyzn, w guzach z makroskopowo
obecnym owrzodzeniem, w guzach bez obecnosci przerzutéw do regionalnych
weztéw chtonnych (NO), a takze w przypadku guzéw zlokalizowanych w odbytnicy,
przy zastosowaniu dokfadnej lokalizacji (katnica, wstepnica, zagiecie watrobowe,
poprzecznica, zagiecie sledzionowe, zstepnica, esica, zagiecie esiczo-odbytnicze,
odbytnica). Niestety w literaturze nie odnaleziono badan oceniajgcych skfad
izotopowy nowotworéw z uwzglednieniem lokalizacji guza w badanym narzadzie,
ptci, obecnosci owrzodzenia oraz zajecia regionalnych weztéw chtonnych, ktére
bytyby pomocne w analizie powyzszych znalezisk.

W przedstawionym badaniu ujawniono wystepowanie trendu dotyczgcego
wartosci stosunku masowego N/C w guzach zlokalizowanych po stronie prawej,
przy zastosowaniu podziatu strona prawa, strona lewa, pomiedzy sciang jelita bez
zZmian w rzucie guza a $ciang jelita bez zmian pomiedzy guzem a marginesem.
Wartos$ci byty wyzsze w Scianie jelita bez zmian w rzucie guza. Dodatkowo stosunek
masowego N/C byt wyzszy w Scianie jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem w poréwnaniu do Sciany jelita bez zmian w rzucie guza w przypadku
raka nieprodukujgcego sluzu oraz guzow bez obecnego owrzodzenia.

W literaturze odnaleziono badanie, w ktérym wykazano, ze zawartosc
procentowa azotu w raku sutka jest wyzsza w poréwnaniu do tkanki otaczajgcej

(Tea i in., 2016b). Nie zaobserwowano natomiast zrdéznicowania w stosunku

165|Strona



masowym N/C w przypadku miesniakomiesaka prgzkowanokomoérkowego oraz
watrobiaka ptodowego (Taran, Frgczek, Sitkiewicz, i in., 2015, 2016). Podobnie
jednak, jak w przypadku wegla i azotu, w literaturze przedmiotu nie odnaleziono
badan oceniajgcych stosunek masowy w samym raku jelita grubego, ktore
umozliwityby dalszg interpretacje ujawnionych w prezentowanej pracy wynikow.

Interesujgcym wydaje sie by¢ ujawniony w prezentowanych badaniach
zwigzek skfadu izotopowego z naciekiem zapalnym i ekspresjg biatek PD-1 i PD-
L1. W prezentowanym badaniu ujawniono wystepowanie dodatniej korelacji
pomiedzy wartoscig delta >N w centrum guza w stosunku do liczby wszystkich
komorek nacieku zapalnego w duzym polu widzenia w obrebie jelita bez zmian.
Ponadto stwierdzono wystepowanie ujemnej korelacji pomiedzy wartoscig delta 13C
w $cianie jelita bez zmian w rzucie guza w stosunku do liczby komorek guza
w duzym polu widzenia.

Pozostate ujawnione w tym zakresie zalezno$ci dotyczg zwigzku wartosci
delta >N na obrzezu guza oraz $cianie jelita bez zmian pomiedzy guzem
a marginesem z liczbg komoérek nacieku zapalnego PD-L1 (+) w duzym polu
widzenia obrebie jelita bez zmian, a takze wartosci delta 1°N w krezce poza guzem
z liczbg wszystkich komorek guza w duzym polu widzenia (obie korelacje ujemne).
W aspekcie badan azotu w grupie neuroblastoma (Taran 2015) uzyskane wyniki
mogqg wskazywac na potencjalne implikacje kliniczne tego typu oznaczen.

Rola biatek PD-1 i PD-L1 w raku jelita grubego jest przedmiotem wielu badan
i wystepowanie ich ekspresji zarbwno na komodrkach nowotworowych, jak
i komérkach nacieku zapalnego wydaje sie mie¢ wplyw na rozwdj choroby
nowotworowej. Wykazane w prezentowanym badaniu zaleznosci pomiedzy
ekspresjg badanych biatek a czynnikami histoklinicznymi o uznanym znaczeniu
prognostycznym mogg stac sie pomocne w lepszym zrozumieniu biologii raka jelita
grubego.

|lzotopowa spektrometria mas jako metoda badawcza jest narzedziem
nowym w badaniach choroby nowotworowej. Uzyskane wyniki dotyczgce sktadu
izotopowego wegla i azotu w raku jelita grubego i tkankach go otaczajgcych, wraz

z odnalezionymi w literaturze badaniami oceniajgcymi kompozycje izotopowg
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w tkankach nowotworowych, dajg niezbedne podstawy do prowadzenia dalszych
badan w tym zakresie oraz wskazujg wydaje sie obiecujgcy kierunek pogtebiania
wiedzy na temat nowotworéw ziosliwych juz na poziomie atomowym -—
z wykorzystaniem izotopowej spektrometrii mas.

Ujawnione po raz pierwszy w prezentowanej pracy zaleznosci pomiedzy
ekspresja biatek PD-1 i PD-L1 oraz sktadem izotopowym wegla i azotu w raku jelita
grubego ukazujg nieznane dotad aspekty biologii tego nowotworu o potencjalnych
implikacjach klinicznych, ktérych lepsze zrozumienie moze sie przyczyni¢ do

poprawy rokowania dla powiekszajgcej sie grupy chorych z rakiem jelita grubego.
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6. WNIOSKI

1. Ekspresja obu ewaluowanych biatek, PD-1 oraz PD-L1 w raku jelita grubego
I jego srodowisku - zarowno w guzie, jak i jelicie bez zmian jest zréznicowana.
Znamiennie wyzsza ekspresja biatka PD-1 obserwowana jest w utkaniu guza
W poréwnaniu z niezmieniong sciang jelita.

2. Wartosci delta >N sg znamiennie nizsze w centrum i na obrzezu guza
w porownaniu do niezmienionej Sciany w rzucie guza i pomiedzy guzem
a marginesem chirurgicznym. Wartosci delta 3C sg znamiennie nizsze w krezce
W rzucie guza oraz w krezce poza guzem w poréwnaniu do centrum guza, obrzeza
guza, niezmienionej sciany jelita w rzucie guza oraz Sciany jelita pomiedzy guzem
a marginesem chirurgicznym. Ujawnione réznice w wartosci stosunku izotopowego
stabilnych izotopédw obu pierwiastkdw sugerujg odmiennosé¢ struktury nowotworu
i jego srodowiska na poziomie atomowym oraz wydajg sie wskazywac na mozliwosc
wykorzystania przeprowadzonych pomiaréw w celach diagnostycznych.

3. Ekspresja PD-1 w obrebie guza jest znamiennie zalezna od gtebokosci nacieku
nowotworowego oraz stopnia zitosliwosci histologicznej nowotworu — dwaoch
czynnikdw o uznanej wartosci rokowniczej, a ponadto w zaleznosci od lokalizaciji
guza zmienia sie takze w jelicie poza zmiang. Ekspresja PD-L1 w komdérkach
nowotworowych jest znamiennie zalezna od ptci — czynnika, ktéry w raku jelita
grubego takze ma znaczenie prognostyczne. Wartosci sktadu izotopowego wegla
w krezce, zardwno w rzucie guza, jak i poza guzem znamiennie zalezg od lokalizaciji
samego nowotworu, natomiast skfad izotopowy azotu w niektorych lokalizacjach
koreluje z ekspresjg PD-L1. Uzyskane wyniki wydajg sie przemawiac za istnieniem
posredniego zwigzku ekspresji PD-1, PD-L1 i skiadu izotopowego azotu
z rokowaniem w raku jelita grubego.

4. Wykorzystanie izotopowej spektrometrii mas pozwala na ujawnienie nieznanych
dotgd aspektdw biologii raka jelita grubego i jego srodowiska, a by¢ moze takze
implikacji klinicznych oznaczen sktadu izotopowego. Konieczne bytyby jednak tak
weryfikacja praktycznej wartosci uzyskanych wynikbw w grupach o wigkszej
liczebnoéci, jak i znaczne zwiekszenie dostepnosci samej metody dla celdéw
onkologii.
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8. ANEKS

8.1. ALFABETYCZNY WYKAZ UZYTYCH TERMINOW, SKROTOW
| AKRONIMOW WYKORZYSTANYCH W TEKSCIE

Nazwa w jezyku polskim

Nazwa w jezyku angielskim

AJCC Amerykanski Wspolny American Joint Committee
Komitet ds. Raka on Cancer
APC .Gruczolrarkowat_a . Adenomatous poliposis coli
polipowatos¢ okreznicy
Receptor biatka - -
BMPR1A morfogenetycznego kosci BoneRI\/(Ie(;rethlg?ir;Etécllzoteln
typu 1
BRAE ) V-raf murine sarcoma viral
oncogene homolog B
CA19-9 Antygen wigl_gwodanowy Carbohydrate antygen 19-9
CA72-4 Antygen w%][zwodanowy Carbohydrate antygen 72-4
CA125 Antygen W?nglgwodanowy Carbohydrate antygen 125
cD Choroba Les$niowskiego- Crohn disease
Crohna
CD28 Antygep roznicowania Cluster of differentiation 28
komorkowego 28
CD274 Antyge'n roznicowania Cluster of differentiation 274
komdrkowego 274
CEA Antygen rakowo-ptodowy Carcinoembryonic antygen
Spektrometr masowy - - :
CF-IRMS stosunku izotopowego z Contlr?ql;(;:ssgz\évtrliggfeer ratio
przeptywem ciggtym
Cl Jonizacja chemiczna Chemical ionization
CIS Niestabilnosc Chromosomal instability
chromosomalna
CRC Rak jelita grubego Colorectal carcinoma
Antygen - 4 Cytotoxic T-lymphocyte-
CTLA-4 cytotoksycznych };ssociatedyprgteini
limfocytow T
DAB Dwuaminobenzydyna Diaminobenzidine
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Usuniety w raku jelita Deleted in
DCC :
grubego colorectal carcinoma
DFS Przezycie wolne od Disease free survival
choroby
Chtoniak rozlany z duzych Diffuse large B cell
DLBCL : .
limfocytéw B lymphoma
Kwas , : .
DNA deoksyrybonukleinowy Deoxyribonucleic acid
EGER Receptor nabtonkowego Epidermal growth factor
czynnika wzrostu receptor
El Jonizacja elektronami Electron ionization
ESI Jonizacja przez Electrospray lonization
elektrorozpylanie
EAP Rodzinna polipowatosc¢ Familial adenomatous
gruczolakowata polyposis
HPV Wirus brod_awczaka Human Papillomavirus
ludzkiego
IBD Nieswoiste zapalenie jelit | Inflammatory bowel disease
ICR Cyklotror)owy rezonans lon cyclotron resonance
jonow
IgG1 Immunoglobulina G1 Immunoglobulin G1
IL-2 Interleukina-2 Interleukin-2
IL-10 Interleukina-10 Interleukin-10
INF-y Interferon gamma Interferon gamma
IRMS Izotopowa spektrometria Isotope - ratio mass
mas spectrometry
JPS Polipowato$¢ mtodziencza | Juvenile polyposis syndrome
KER15 Keratyna 15 Keratin 15
KRAS ) Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog
m/z Stosunek masy do tadunku Mass-to-charge ratio
MAP Polipowato$¢ zwigzana z MUTYH-associated
genem MUTYH polyposis
MALDI Laserowa jonizacja prébki Matrix- assisted laser
wspomagana matrycag desorption/ionization
Gtéwny ukfad zgodnosci Major histocompatibility
MHC II :
tkankowej Il complex Il
MLH 1 Homolog MutL 1 MutL homolog 1
MMR Naprawa niesparowanych Miss match repair
zasad
MS Spektrometria mas Mass spectrometry
MSH 2 Homolog MutS 2 MutS Homolog 2
MSH 6 Homolog MutS 6 MutS Homolog 6
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Niestabilnosé

MSI . . Microsatellite instability
mikrosatelitarna
MUTYH Homolog MutY_ Escherichia Escherichia coli MutY
coli homolog
NC Rak neuroendokrynny Neuroendocrine carcinoma
NET Guz neuroendokrynny Neuroendocrine tumor
NOS .Gdz'e [ndglej Not otherwise specified
niewymienione
NRAS _ Neuroblastoma RAS Viral
Oncogene Homolog
0S Catkowite przezycie Overall survival
PD-1 Bla’fko,pr(')gre.lmowanej Programmed death — 1
Smierci - 1
PD-L1 ngandlpr'ogrgmowanej Programmed death ligand-1
Smierci - 1
PD-L2 ngand’pr_ogrgmowanej Programmed death ligand-2
Smierci - 2
PDB - Pee Dee Belemnite
Biatko programowanej Programmed cell death
PDCD1 e . . -
Smierci komorkowej - 1 protein - 1
PMS2 Homolog PMS1 2 PMS1 homolog 2
Homolog fosfatazy Phosphatase and tensin
PTEN )
i tensyny homolog
) Pathological Tumor-Node-
PTNM Metastasis
RMS . Migsak . Rhabdomyosarcoma
prazkowanokomorkowy
Drugi koronawirus :
) : e Severe acute respiratory
SARS-CoV-2 cigzkiego ostrego zespolu syndrome coronavirus 2
oddechowego
SD Odchylenie standardowe Standard deviation
Matki przeciwko .
SMAD 2 homologowi decaphélr?sgr?lr:g?c? ﬁg]rwitolog 2
dekapentapletycznemu 2
Matki przeciwko :
SMAD 4 homologowi decapl\élr?ttz:;resg{iicg 2glr?1tolog 4
dekapentapletycznemu 4
SSL Siedzace zmiany Sessile serrated lesion

zgbkowane
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STK 11 Kinaza trecninowo- Serine/threonine kinase 11
serynowa 11
TCR Receptor limfocytu T T-cell receptor
TNM - Tumor-Node-Metastasis
TP 53 Biatko guza 53 Tumor protein 53
TSA Tradycyjny gruczolak Traditional serrated adenoma
zgbkowany
TOF Analizator czasu przelotu Time of flight
ucC Wrzo_dz.iejqce zapalenie Ulcerative colitis
jelita grubego
UICC Miedzynarodowa Unia do Union for International
Walki z Rakiem Cancer Control
USA Stany Zjednoczone The United States of America
Czynnik wzrostu Vascular endothelial growth
VEGF - :
srédbtonka naczyniowego factor
WHO Swiatowa Organizacja World Health Organization
Zdrowia

8.2. SPIS RYCIN

Ryc. 1. Klasyczna transformacja gruczolak-gruczolakorak w szlaku niestabilnosci
chromosomalnej (mutacje gendéw APC, KRAS, DCC, SMAD4, TP53). llustracja
WYKONANA PrZEZ QUIOTKE. ...ttt 15
Ryc. 2. Os PD-1/PD-L1 na przyktadzie komorki nowotworowej oraz limfocytu T.
Receptor limfocytu T (ang.: T-cell receptor, TCR). Gtéwny uktad zgodnosci
tkankowej (ang.: major histocompatibility complex Il, MHC II). llustracja wykonana
(] YAR= 1] (o] 1 (= TP 32
Ryc. 3. Zablokowanie szlaku PD-1/PD-L1 za pomocg przeciwciat przeciw PD-1 oraz
PD-L1 w chorobie nowotworowe;. llustracja wykonana przez autorke.................. 32
Ryc. 4. Schemat pobrania materiatu do oznaczen IRMS. llustracja wykonana przez
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WYKONANA PrZEZ QULOTKE. ...t eeeaaans 67
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9. STRESZCZENIE

9.1. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Rak jelita grubego stanowi obecnie drugg co do czestosci przyczyne zgonow
z powodu choroby nowotworowej, ustepujgc jedynie rakowi ptuc. Obserwuje sie
zaréwno wzrost samej liczby chorych, jak i Smiertelnosci z powodu tego nowotworu.
Skala problemu i jej wzrostowa tendencja, czynig raka jelita grubego jednym
z wiodgcych wyzwan naszych czasow, ujawniajgc potrzebe jeszcze gtebszego
poznania biologii tego nowotworu, a wysoka smiertelno$¢ majgca swojg przyczyne
takze w pdéznym rozpoznawaniu tego typu zmian, wskazuje na koniecznosc
poszukiwania nowych, takze interdyscyplinarnych metod o potencjalnym znaczeniu
diagnostycznym i prognostycznym.

Biatko programowanej smierci — 1 (PD-1) jest immunoreceptorem nalezgcym
do rodziny antygenu réznicowania komorkowego 28 / antygenu - 4 cytotoksycznych
limfocytow T. Jest ono odpowiedzialne za regulacje odpowiedzi immunologiczne;j
poprzez hamowanie proliferacji limfocytéw T, wytwarzania interferonu gamma oraz
interleukiny-10. Czgsteczka PD-1 petni role immunologicznego punktu kontrolnego.
Komorki  nowotworéw  ztosliwych mogg unika¢ oraz ostabia¢ odpowiedz
immunologiczng poprzez aktywacje immunologicznych biatek punktow kontrolnych,
w tym PD-1 oraz PD-L1.

Ligand programowanej smierci — 1 (PD-L1) jest najwazniejszym ligandem
biatka PD-1 i biatkiem btony komorkowej, ktére po zwigzaniu sie z czgsteczkg PD-
1, prowadzi do zahamowania proliferacji limfocytow T. Ekspresja czgsteczki PD-L1
obserwowana jest na komorkach nowotworowych i prowadzi do unikania przez nie
uktadu odpornosciowego. Biatko PD-L1 wchodzi w interakcje z czgsteczkg PD-1 na
limfocytach T, co sprawia, ze nie atakujg one komoérek nowotworowych, a sam guz
moze wzrastaé bez przeszkod. Szlak PD-1/PD-L1 jest wykorzystywany przez
komérki nowotworowe dla ostabienia odpowiedzi immunologicznej organizmu - jego
aktywacja prowadzi do utrzymania sie przewlektej infekcji i rozwoju choroby

nowotworowej.
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Spektrometria mas jest technikg analityczng, ktora opiera sie na pomiarze
stosunku masy do fadunku jonéw. Izotopowa spektrometria mas jest jej odmiana,
ktéra pozwala ustali¢ sktad izotopowy wybranych pierwiastkbw chemicznych.
Bazuje ona na pomiarze stosunkéw izotopowych pierwiastkow lekkich: wegla,
azotu, siarki, tlenu i wodoru, naturalnie wystepujgcych w srodowisku i organizmach
zywych, ale takze w probkach wzbogaconych izotopowo. Frakcjonowanie
izotopowe polega na rozdzielaniu izotopéw danego pierwiastka chemicznego, pod
wzgledem réznicy masy jgder atomowych, na skutek zachodzgcych naturalnie
proceséw. Stosunek izotopowy jest stosunkiem ciezszych do Izejszych izotopdw
w badanym materiale. Rdznica wzgledna stosunkéw izotopowych zwyczajowo
wyrazana w promilach okreslana jest jako delta ().

Zwrotnym punktem w historii spektrometrii mas byto jej wprowadzenie
w obszar medycyny, a w ostatnich latach zastosowanie izotopowej spektrometrii
mas w badaniach tkanek transformowanych nowotworowo.

Literatura przedmiotu zawiera liczne prace wskazujgce na istotne znaczenie
obecnosci biatek PD-1/PD-L1 dla przebiegu choroby nowotworowej. Praca
badawcza obejmuje ocene ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 w raku jelita grubego,
w celu ujawnienia potencjalnych zwigzkow z histoklinikg nowotworu o aspekcie
klinicznym.

W pismiennictwie nie odnaleziono badan skfadu izotopowego w raku jelita
grubego, a wzrastajgca czestosS¢ wystepowania oraz wysoka Smiertelnosc
z powodu tego nowotworu wskazuje na celowos¢ poszukiwania nowych metod
pomocnych w diagnostyce lub nowych biomarkerow przydatnych dla oceny
rokowania w indywidualnych przypadkach. Dlatego tez projekt badawczy zaktada
ocene skladu izotopowego pierwiastkéw najbardziej zwigzanych z istnieniem
komorek — wegla oraz azotu, zarbwno w samych tkankach raka jelita grubego, jak
i jego srodowisku oraz poszukiwanie zwigzkéw miedzy stosunkiem izotopowym
a biologia komodrek nowotworowych i wynikajgcych z tego potencjalnych

implikacjach klinicznych.
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Cele pracy:

1. Ocena ekspresji biatek PD-1 oraz PD-L1 w raku jelita grubego i jego srodowisku

w materiale pooperacyjnym.

2. Poznanie struktury raka jelita grubego i jego srodowiska na poziomie atomowym
poprzez ustalenie wartosci stosunku izotopowego stabilnych izotopéw azotu
i wegla w obrebie nowotworu i tkanek otaczajgcych oraz wstepna ewaluacja

wartosci diagnostycznej pomiarow izotopowych.

3. Ocena interakcji nowotworu i jego $rodowiska poprzez poszukiwanie
potencjalnych zwigzkéw ekspresji badanych biatek oraz sktadu izotopowego
tkanki nowotworowej i jej otoczenia z wybranymi cechami histoklinicznymi oraz

wstepna ewaluacja wartosci prognostycznej przeprowadzonych oznaczen.

4. Proba oceny potencjalnych zalet i ograniczen praktycznego zastosowania

izotopowej spektrometrii mas w raku jelita grubego.

Na podstawie zgody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w todzi
nr RNN/351/19/KE z dnia 10 wrzesnia 2019 roku przeprowadzono prezentowane
badania na materiale pochodzgcym od 97 pacjentow z rakiem jelita grubego, w tym
78 przypadkach raka jelita grubego z archiwum Katedry Onkologii, Zakfadu
Patomorfologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi oraz 19 przypadkach biezgcych
tego nowotworu dla potrzeb oceny sktadu izotopowego pozyskanych od chorych
operowanych w Klinice Chirurgii Ogdlnej i Kolorektalnej Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego im. Wojskowej Akademii Medycznej — Centralnego Szpitala Weteranéw
w todzi. Pozyskane tkanki nie byly poddawane dziataniu Zzadnych substanciji
chemicznych, w tym nie byly utrwalane w formalinie. Swieze tkanki byty oznaczane
i zamrozone natychmiast po pobraniu w temperaturze -70°C.

Do wykonania badan immunohistochemicznych wykorzystano tkanki

zatopione w blokach parafinowych, pochodzgce od pacjentow operowanych
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w latach 2013-2020, z rozpoznaniem raka jelita grubego. tgcznie wykonano
i poddano ocenie 136 odczynow z dwdch lokalizacji (centrum guza oraz sciany jelita
bez zmian) dla obu przeciwciat, PD-1 oraz PD-L1.

Materiat wykorzystany do badan z uzyciem izotopowego spektrometru mas
stanowito 112 prébek tkanek nowotwordw i ich Srodowiska, w ktérych dokonano 310
oznaczen sktadu izotopowego stabilnych izotopow azotu i wegla.

Barwienia immunohistochemiczne wykonano w aparacie Dako Autostainer.
Wykorzystano dwa przeciwciata firmy Biorbyt, pierwotne mysie przeciwciato
monoklonalne skierowane przeciw PD-1 (w rozcienczeniu 1:100, pH 8) oraz
pierwotne krolicze przeciwciato poliklonalne skierowane przeciw PD-L1
(w rozcienczeniu 1:100, pH 8).

Badania sktadu izotopowego poprzedzono przygotowaniem tkanek, ktore
poddano procesowi liofilizacji w Pracowni Oznaczania Lekdéw i Metabolitow,
podlegajgcej pod Srodowiskowe Laboratorium Spektrometri Mas Instytutu
Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Analize sktadu
izotopowego azotu i wegla przeprowadzono w spektrometrze masowym stosunku
izotopowego z przeptywem ciggtym (ang.: continuous flow isotope ratio mass
spectrometer, CF-IRMS) Sercon HS 20-22 sprzezonym 2z analizatorem
elementarnym.

Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono za pomocg pakietow jezyka
R (v. 4.1). Analiza statystyczna zostata przeprowadzona w dwoch obszarach.
Pierwszy uwzgledniat catg grupe badang, natomiast drugi obejmowat same wyniki
oznaczen izotopowych. Obliczono i wykorzystano w analizie $rednig, mediane,
zakres (minimum, maksimum) oraz odchylenie standardowe. W poréwnywaniu
danych pomiedzy grupami klinicznymi wykorzystano nieparametryczny test Manna-
Whitneya-Wilcoxona dla dwéch zmiennych niezaleznych oraz test Kruskala-Wallisa
dla trzech i wiecej zmiennych niezaleznych. Nieparametryczny test Wilcoxona uzyto
jako test post-hoc w przypadku istotnych poréwnan testem Kruskala-Wallisa.
Korelacje pomiedzy zmiennymi zbadano przy pomocy wspoétczynnika korelacji rang

Spearmana. Poziom istotnosci przyjeto na poziomie p<0,05. Do znalezienia
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prawidtowosci miedzy cechami pacjentow przeprowadzono analize sktadowych
gtéwnych (PCA).

W wyniku przeprowadzonych badan ujawniono 14 znamiennych
statystycznie zwigzkéw immunoekspresji obu badanych biatek PD-1 i PD-L1
z cechami histoklinicznymi, w tym uznanymi czynnikami 0 znaczeniu rokowniczym
oraz 13 znamiennych statystycznie roznic sktadu izotopowego wegla i azotu
pomiedzy utkaniem raka jelita grubego a jego sSrodowiskiem, a ponadto
w przypadku wegla rowniez zwigzku z lokalizacjg guza. Ponadto zaobserwowano

32 trendy, 29 korelacji oraz 6 przestrzennych grupowan badanych parametrow.

Wywnioskowano, ze:

1. Ekspresja obu ewaluowanych biatek, PD-1 oraz PD-L1 w raku jelita grubego
i jego Srodowisku - zarobwno w guzie, jak i jelicie bez zmian jest zroznicowana.
Znamiennie wyzsza ekspresja biatka PD-1 obserwowana jest w utkaniu guza

W poréwnaniu z niezmieniong sciang jelita.

2. Wartosci delta ®N sg znamiennie nizsze w centrum i na obrzezu guza
w poréwnaniu do niezmienionej Sciany w rzucie guza i pomiedzy guzem
a marginesem chirurgicznym. Wartosci delta 3C sg znamiennie nizsze w krezce
W rzucie guza oraz w krezce poza guzem w poréwnaniu do centrum guza,
obrzeza guza, niezmienionej $ciany jelita w rzucie guza oraz Sciany jelita
pomiedzy guzem a marginesem chirurgicznym. Ujawnione réznice w wartosci
stosunku izotopowego stabilnych izotopéw obu pierwiastkbw sugerujg
odmienno$¢ struktury nowotworu i jego srodowiska na poziomie atomowym oraz
wydajg sie wskazywaC¢ na mozliwos¢ wykorzystania przeprowadzonych

pomiarow w celach diagnostycznych.

3. Ekspresja PD-1 w obrebie guza jest znamiennie zalezna od gtebokosci nacieku
nowotworowego oraz stopnia ztosliwosci histologicznej nowotworu — dwdch

czynnikdw o uznanej wartosci rokowniczej, a ponadto w zaleznos$ci od lokalizaciji
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guza zmienia sie takze w jelicie poza zmiang. Ekspresja PD-L1 w komorkach
nowotworowych jest znamiennie zalezna od ptci — czynnika, ktéry w raku jelita
grubego takze ma znaczenie prognostyczne. Wartosci sktadu izotopowego
wegla w krezce, zarébwno w rzucie guza, jak i poza guzem znamiennie zalezg od
lokalizacji samego nowotworu, natomiast sktad izotopowy azotu w niektérych
lokalizacjach koreluje z ekspresja PD-L1. Uzyskane wyniki wydajg sie
przemawiac za istnieniem posredniego zwigzku ekspresji PD-1, PD-L1 i sktadu

izotopowego azotu z rokowaniem w raku jelita grubego.

4. Wykorzystanie izotopowej spektrometrii mas pozwala na ujawnienie nieznanych
dotad aspektdéw biologii raka jelita grubego i jego srodowiska, a by¢ moze takze
implikacji klinicznych oznaczen sktadu izotopowego. Konieczne bytyby jednak
tak weryfikacja praktycznej wartosci uzyskanych wynikow w grupach o wiekszej
liczebno$ci, jak i znaczne zwiekszenie dostepnosci samej metody dla celow

onkologii.

Ujawnione po raz pierwszy w prezentowanej pracy zaleznosci pomiedzy
ekspresjg biatek PD-1 i PD-L1 oraz sktadem izotopowym wegla i azotu w raku jelita
grubego ukazujg nieznane dotad aspekty biologii tego nowotworu o potencjalnych
implikacjach klinicznych, ktorych lepsze zrozumienie moze sie przyczyni¢ do

poprawy rokowania dla powiekszajgcej sie grupy chorych z rakiem jelita grubego.
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9.2. STRESZCZENIE W JEZYKU ANGIELSKIM - ABSTRACT

Evaluation of the potential diagnostic and prognostic value of PD-1 and PD-
L1 protein expression in colorectal carcinoma as well as the structure and

interaction of the neoplasm and its environment at the atomic level.

Colorectal carcinoma is currently the second most common cause of
cancer death, giving way only to lung carcinoma. There is an increase in both the
number of patients and the mortality rate due to this neoplasm. The scale of the
problem and its growing tendency make colorectal carcinoma one of the leading
challenges of our time, revealing the need for an even deeper understanding of the
biology of this neoplasm, and the high mortality caused by the late diagnosis of this
type of lesions indicates the need to look for new, also interdisciplinary methods of
potential diagnostic and prognostic importance.

Programmed cell death - 1 (PD-1) is an immunoreceptor belonging to the
cluster of differentiation 28 / cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 family of T
cells. It is responsible for regulating the immune response by inhibiting T cell
proliferation, the production of interferon gamma and interleukin-10. The PD-1
molecule acts as an immune checkpoint. Cancer cells can avoid and weaken the
immune response by activating immune checkpoint proteins, including PD-1 and
PD-L1.

Programmed death - ligand 1 (PD-L1) is the most important ligand of the
PD-1 protein and the cell membrane protein which, after binding to the PD-1
molecule, leads to the inhibition of T-lymphocyte proliferation. Expression of the PD-
L1 molecule is observed on neoplastic cells and leads to their avoidance of the
immune system. The PD-L1 protein interacts with the PD-1 molecule on T
lymphocytes, which means that they do not attack cancer cells, and the tumor itself
can grow unhindered. The PD-1/ PD-L1 pathway is used by cancer cells to weaken
the body's immune response - its activation leads to the persistence of chronic

infection and the development of neoplastic disease.
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Mass spectrometry is an analytical technique that measures the mass-
to-charge ratio of ions. Isotope ratio mass spectrometry is its variant that allows to
determine the isotopic composition of selected chemical elements. It is based on
the measurement of the isotopic ratios of light elements: carbon, nitrogen, sulfur,
oxygen and hydrogen, naturally occurring in the environment and living organisms
but also in isotope enriched samples. Isotope fractionation is the separation of
isotopes of a given chemical element in terms of the difference in the mass of atomic
nuclei as a result of naturally occurring processes. The isotope ratio is the ratio of
the heavier to lighter isotopes in the examined material. The relative difference in
isotopic ratios usually expressed in per mille is defined as delta (d).

A turning point in the history of mass spectrometry was its introduction to the field of
medicine, and in recent years the use of isotope ratio mass spectrometry in the
study of neoplastic-transformed tissues.

The literature on the subject contains numerous studies indicating the
importance of the presence of PD-1 / PD-L1 proteins in the course of neoplastic
disease. The research project includes the evaluation of PD-1 and PD-L1 protein
expression in colorectal carcinoma, in order to reveal potential relationships with the
neoplasm histoclinic of a clinical aspect.

No studies of the isotope composition in colorectal carcinoma have been
found in the literature, and the increasing incidence and high mortality due to this
neoplasm indicate the advisability of searching for new methods helpful in
diagnostics or new biomarkers useful for the assessment of prognosis in individual
cases. Therefore, the research project assumes the assessment of the isotopic
composition of the elements most related to the existence of cells - carbon and
nitrogen, both in the colon carcinoma tissue itself and in its environment, and the
search for relationships between the isotope ratio and the biology of cancer cells

and the resulting potential clinical implications.
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The aims of the study appeared as follow:

1. Assessment of PD-1 and PD-L1 protein expression in colorectal carcinoma and
its environment in postoperative material.

2. Understanding the structure of colorectal carcinoma and its environment at the
atomic level by determining the isotope ratio of nitrogen and carbon stable
isotopes within the neoplasm and surrounding tissues, and preliminary
evaluation of the diagnostic value of isotope measurements.

3. Assessment of the interaction of the neoplasm and its environment by searching
for potential relations between the expression of the studied proteins and the
isotopic composition of the neoplastic tissue and its surroundings with selected
histoclinical features and preliminary evaluation of the prognostic value of the
research performed.

4. An attempt to evaluate the potential advantages and limitations of the practical

application of isotope ratio mass spectrometry in colorectal carcinoma.

Based on the agreement of the Bioethics Committee of the Medical
University of Lodz, No. RNN/351/19/KE of 10th September 2019 the presented
research was conducted on material from 97 patients with colorectal carcinoma,
including 78 cases of colorectal carcinoma from the archives of the Chair of
Oncology, Department of Pathomorphology of the Medical University of Lodz, and
19 current cases of this cancer for the purposes of assessing the isotope
composition obtained from patients operated in Department of General and
Colorectal Surgery, Military Medical Academy University Teaching Hospital- Central
Veterans' Hospital, Lodz, Poland. The obtained tissues were not exposed to any
chemical substances, including the fixation in formalin. Fresh tissues were labeled
and frozen immediately after obtaining at -70°C.

To perform immunohistochemical studies, tissues embedded in paraffin
blocks, obtained from patients operated in the years 2013-2020, diagnosed with

colorectal carcinoma, were used. In total, 136 stains from two locations (tumor
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center and unchanged intestinal wall) were performed and assessed for both
antibodies, PD-1 and PD-L1.

The material used for the studies with the isotope ratio mass
spectrometer consisted of 112 samples of neoplastic tissues and their environment,
in which 310 determinations of the isotopic composition of nitrogen and carbon
stable isotopes were performed.

Immunohistochemical staining was performed on the Dako Autostainer
apparatus. Two antibodies from the Biorbyt company were used, a primary mouse
monoclonal antibody against PD-1 (diluted 1. 100, pH 8) and a primary rabbit
polyclonal antibody against PD-L1 (diluted 1: 100, pH 8).

The study of the isotope composition was preceded by the preparation
of tissues, which were subjected to the process of lyophilization in the Laboratory of
Quantitative Analysis of Drugs and Metabolites, subordinate to the Mass
Spectrometry Facility of the Institute of Biochemistry and Biophysics, Polish
Academy of Sciences in Warsaw. The isotope composition analysis of nitrogen and
carbon was performed in a continuous flow isotope ratio mass spectrometer (CF-
IRMS) Sercon HS 20-22 coupled with an elemental analyzer.

All statistical analyzes were performed using R language packages (v.
4.1). Statistical analysis was carried out in two areas. The first one included the
entire study group, while the second one included the results of isotope
determinations only. The mean, median, range (minimum, maximum) and standard
deviation were calculated and used in the analysis. In comparing the data between
clinical groups, the non-parametric Mann-Whitney-Wilcoxon test for two
independent variables and Kruskal-Wallis test for three or more independent
variables were used. The nonparametric Wilcoxon test was used as a post-hoc test
for significant comparisons with the Kruskal-Wallis test. The correlations between
the variables were examined using the Spearman's rank correlation coefficient. The
significance level was set at p <0.05. Principal Components Analysis (PCA) was
performed to find the regularities between the patient's features.

As a result of the conducted research, 14 statistically significant

immunoexpression associations of both PD-1 and PD-L1 proteins under study were
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revealed, with histoclinical features, including recognized prognostic factors, and 13
statistically significant differences in the isotopic composition of carbon and nitrogen
between the tissues of colorectal carcinoma and its environment, and, in the case
of carbon, also related to the location of the tumor. In addition, 32 trends, 29

correlations and 6 spatial clusterings of the examined parameters were observed.

It was concluded that:

1. Expression of both evaluated proteins, PD-1 and PD-L1 in colorectal carcinoma
and its environment - both in the tumor and in the intestine wall without changes,
is diversified. Significantly higher expression of the PD-1 protein is observed in

the tumor tissue as compared to the unchanged intestinal wall.

2. Delta N values are significantly lower in the center and periphery of the tumor
compared to the unchanged wall in the tumor projection and between the tumor
with the surgical margin. Delta 13C values are significantly lower in the mesentery
in tumor projection and in the mesentery outside the tumor compared to the
tumor center, tumor periphery, unchanged intestinal wall in tumor projection, and
intestinal wall between tumor and surgical margin. The revealed differences in
the value of the isotope ratio of the stable isotopes of both elements suggest the
different structure of the neoplasm and its environment at the atomic level and
seem to indicate the possibility of using the performed measurements for

diagnostic purposes.

3. The expression of PD-1 within the tumor is significantly dependent on the depth
of the neoplastic infiltration and the degree of histological malignancy of the
neoplasm - two factors with a recognized prognostic value, and also in the
intestine outside the lesion depending on the tumor location. Expression of PD-
L1 in neoplastic cells is significantly dependent on sex - a factor that is also
prognostic in colorectal carcinoma. The values of the carbon isotope composition

in the mesentery, both in the tumor projection and outside the tumor, significantly
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depend on the location of the neoplasm itself, while the nitrogen isotope
composition in some locations correlates with PD-L1 expression. The obtained
results seem to support the existence of an indirect relationship between PD-1,
PD-L1 expression and nitrogen isotope composition with prognosis in colorectal

carcinoma.

4. The use of isotope ratio mass spectrometry allows to reveal previously unknown
aspects of the biology of colorectal carcinoma and its environment, and possibly
also the clinical implications of isotopic composition determinations. However, it
would be necessary to verify the practical value of the results obtained in larger
groups, as well as to significantly increase the availability of the method itself for

oncology purposes.

The relationships between the expression of PD-1 and PD-L1 proteins
and the isotopic composition of carbon and nitrogen in colorectal carcinoma,
disclosed for the first time in the present study, reveals previously unknown aspects
of this cancer's biology with potential clinical implications, the better understanding
of which may contribute to the improvement of prognosis for the increasing number

of patients with colorectal carcinoma.
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