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Skroty 1 pojecia

¢ Al — (apoptotic index) — indeks apoptotyczny

¢ ang. - angiopoetyny

¢ APC — (adenomatous polyposis coli gene): gen polipowatosci rodzinnej jelita grubego

¢ BIR - baculovirus IAP repeat

¢ bFGF — (basic fibroblast growth factor): czynnik wzrostu fibroblastow

¢ CAMs — (cell adhesion molecules): czasteczki przylegania komérkowego

¢ CDHLI - (E-cadherin gene): gen kodujacy biatko E-kadheryng

¢ COX-2 - (cyclo-oxygenase-2): cyklooksygenaza 2

¢ E-cadherin — (epithelial cadherin): kadheryna obecna w tkankach nabtonkowych

¢ EBV — wirus Epsteina —Barra

¢ ECCU — (E-cadherin-catenin unit): uktad kadherynowo-kateninowy

¢ EGFR — (epidermal growth factor receptor): receptor dla nablonkowego czynnika wzrostu

¢ FAP — (familial adenomatous polyposis): rodzinna polipowatos¢ jelita grubego

¢ FDGC — (familial diffuse gastric cancer): rodzinny rozlany rak zotadka

¢ FIGC — (familial intestinal gastric cancer): rak zotadka typu jelitowego wystgpujacy rodzinnie

¢ GIST — (gastrointestinal stromal tumor): guz stromalny przewodu pokarmowego

¢ GSK-3B - (glycogen-synthetase kinase 3[3): kinaza syntetazy glikogenu 33

¢ HDGC syndrom — (hereditary diffuse gastric cancer syndrom): zespot dziedzicznego, rozlanego
raka zoladka

¢ H-E - barwienie metoda hematoksylina-eozyna

¢ HGFR — (hepatocyte growth factor receptor): receptor dla czynnika wzrostu hepatocytow

¢ HIGC syndrom — (hereditary intestinal gastric cancer syndrom): zesp6l dziedzicznego, jelitowego
raka zotadka

¢ HNPCC — (hereditary non-polyposis colon cancer): dziedziczny rak jelita grubego nie powstajacy
na podtozu polipowatosci jelita

¢ Hp — bakteria Helicobacter pylorii

¢ IAP family — (inhibitor of apoptosis family): rodzina biatek bgdacych inhibitorami procesu
apoptozy

¢ IGCLC - the International Gastric Cancer Linkage Consortium

¢ [L-8 - interleukina 8

¢ MMP 7 — metaloproteinaza 7

¢ MSI — (microsatellite instability): zjawisko niestabilno$ci mikrosatelitarnego DNA

¢ MSP-SSCP — (methylation-specific PCR-SSCP): wykrywajaca metylacje reakcja PCR-SSCP

¢ PCR — (polymerase chain reaction): reakcja fancuchowa katalizowana przez polimeraze

¢ PIS1 — (Peutz - Jeghers syndrom gene): gen zwiazany z zespotem Peutz — Jeghers’a

¢ pow. - powigkszenie

¢ p120 — podobne do katenin biatko 120

¢ RER — (replication error): blad powstajacy podczas replikacji

¢ rtPCR — (reverse transcription polymerase chain reaction): odwrotna reakcja tancuchowa
katalizowana przez polimeraze

¢ SCID mouse — (severe combined immunodeficiency mouse): mysz wykazujaca nasilony, ztozony
niedob6r odpornosci

¢ SNH klasyfikacja - (S-site, N-nodes, H- histopathology): kliniczno- patologiczna klasyfikacja
rakow zoladka



¢ SSCP — (single-strand conformation polymorphism): konformacyjny polimorfizm pojedynczych
nici

¢ wsp. - wspolpracownicy

¢ TGEFp - (transforming growth factor B): transformujacy czynnik wzrostu 3

¢ TNM — T- (primary tumor): cecha okreslajaca gleboko$¢ nacieku raka, N- (regional lymph nodes):
liczba przerzutow w okolicznych weztach chtonnych, M- (metastases): obecnos¢ lub brak przerzutow
odlegtych

¢ VEGFs — (vascular endothelial growth factors): czynniki wzrostu srodblonkéw naczyniowych

¢ VEGFRs — (vascular endothelial growth factor receptors): receptory dla czynnikéw wzrostu
srodblonkow



I. Wstep

Nowotwory pierwotne zotadka moga mie¢ charakter tagodny lub ztosliwy, przy czym rozrosty
tagodne sa duzo rzadsze i stanowia jedynie okoto 5% z og6lnej liczby zmian nowotworowych w
tym narzadzie. Pozostate 95% to rozrosty ztosliwe. [1] W grupie nowotwordéw ztosliwych zotadka
ponad 90% stanowia te wywodzace si¢ z nabtonka btony $luzowej zotadka, czyli raki (carcinoma
ventriculi), wsrdd ktérych zdecydowanie dominuja raki typu gruczotowego (adenocarcinoma).
[1,2] Poza rakami do czestszych, zlosliwych nowotworéw tego narzadu naleza: chtoniaki
(lymphoma ventriculi) — 4%, rakowiaki (carcinoid) — 3%, oraz migsaki (sarcoma ) — 2%. [3]
Odregbna grupe zmian stanowia w zotadku tzw. guzy stromalne (GIST), wsréd ktérych spotkad
mozna zardéwno nowotwory o tagodnym przebiegu klinicznym, zmiany o nieokre§lonym potencjale

ztosliwosci jak 1 nowotwory ztosliwe. [4,5]

e Epidemiologia raka zoladka

Rak zotadka jest choroba wystepujaca na catym §wiecie. [3] Pod koniec lat 90-tych dwudziestego
wieku byt on drugim pod wzgledem czgstosci rakiem rozpoznawanym wsrod ludnosci §wiata. [6].
Jednakze czgstos¢ jego wystgpowania na Swiecie nie jest stala 1 zmienia si¢ w zaleznoS$ci od rejonu
geograficznego. Roznice w czgstos$ci wystgpowania raka zotadka pomigdzy krajami o najwyzszej i
najnizszej zachorowalnos$ci siegaja kilkunastu razy. Najnizsza zachorowalnos¢, a co za tym idzie
najnizsza chorobowo$¢ na raka zotadka wystgpuje obecnie w wysokorozwinigtych krajach Europy
Zachodniej (za wyjatkiem Portugalii), w Stanach Zjednoczonych, Kanadzie 1 Australii, a takze
wielu krajach Afryki. [7] Wspolezynnik zachorowalnos$ci dla tych rejonow wynosi 5 — 10,8
przypadkow na 100 ty$. mieszkancow. [8,9] Obszarami o najwyzszej zachorowalnosci na raka
zotadka sa: Japonia, Korea, Chiny oraz kraje Ameryki Srodkowej i Poludniowej (np. Chile,
Kolumbia) — wspotczynnik zachorowalnosci wynosi tam 49,1 —77, 9 przypadkéw na 100 tys.
mieszkancow. [6] Wysoka zachorowalno$¢ panuje takze w Rosji 1 niektorych krajach Europy
Wschodniej (np. Jugostawii), a takze w Portugalii 1 Finlandii — 45, 5 przypadkéw na 100 tys.
mieszkancow.

Polska nalezy do krajow o posredniej zachorowalno$ci na raka zotadka. Wedlug danych
epidemiologicznych z 1999 roku rak Zotadka w Polsce wérdéd megzczyzn plasowal si¢ na miejscu
czwartym (po raku oskrzela, jelita grubego i prostaty), a wsrod kobiet na miejscu siodmym (po
rakach sutka, jelita grubego, pluca, szyjki macicy, trzonu macicy 1 jajnika). Standaryzowane

wspotczynniki zapadalnosci na raka zotadka z roku 1999 dla me¢zczyzn i kobiet wynosity



odpowiednio: 15,3 oraz 5,8 na 100 ty$S. mieszkancow. [10] Byly one nieco nizsze od
wspotczynnikow obliczonych w roku 1996, ktore wynosity: 18,2 1 8,4 na 100 ty$. mieszkancow.
[11] W liczbach bezwzglednych na raka zotadka zachorowato w 1999 roku okoto 3600 mezczyzn i
2030 kobiet. Kompletno$¢ rejestracji zachorowan na nowotwory zto§liwe w Polsce w 1999 roku
oceniono na 86%. [10] Obserwuje si¢ wahania czgsto$ci wystgpowania raka zotadka w obrebie
poszczegoOlnych krajow, jednak rdéznice te sa znaczaco nizsze niz pomi¢dzy réznymi krajami i
regionami geograficznymi $wiata. W Polsce mapy zachorowalno$ci na raka zotadka wsrod
mezczyzn 1 kobiet roznig si¢. Obszarami o najwyzszej zachorowalnosci na raka zoladka wsrod
mezczyzn jest srodkowy pas kraju biegnacy z poéinocy na potudnie wzdhuz Wisty (z maksymalnymi
wartosciami  wspofczynnika zachorowalnosci w woj. wroctawskim 1 elblaskim). Najwyzsza
zachorowalno$¢ na raka zotadka wsrdd kobiet panuje w woj. torunskim oraz na potudniowo-
wschodnich krancach Polski. [11]

Od poczatku lat czterdziestych w wigkszos$ci krajow §wiata obserwuje si¢ stala tendencje spadkowa
dotyczaca tak wspotczynnikéw zachorowalnosci na raka zotadka, [6,7,12] jak 1 wspotczynnikow
umieralnosci. [7,12-15] W krajach, gdzie ten spadek jest najszybszy (Stany Zjednoczone,
Szwajcaria) zanotowano zmniejszenie ilosci noworozpoznawanych przypadkow raka zotadka nawet
o kilkadziesiat procent w ciagu jednej generacji. [9] Zauwazono, iz spadek liczby zachorowan na
raka zotadka zwiazany jest przede wszystkim ze spadkiem czgsto$ci wystgpowania rakow typu
jelitowego, podczas gdy ilos¢ rakow typu rozlanego utrzymuje si¢ praktycznie na statym poziomie,
lub wg innych autoréw nieznacznie rosnie. [9,13,16] Pomimo tendencji spadkowej rak zotadka
ciagle pozostaje jednym z najczgSciej rozpoznawanych nowotworow ztosliwych cztowieka — w
1990 roku odnotowano w skali $wiatowej okoto 800 000 nowych zachorowan. [6] Liczby
bezwzgledne opisujace ilo$¢ wszystkich rozpoznawanych na $wiecie rakéw zotadka nieznacznie
zwigkszaja si¢ — wynika to z przyrostu bezwzglednej liczby ludnosci §wiata oraz ze starzenia sig
czgsci spoleczenstw. [6]

Takze 1 w Polsce na przestrzeni ostatnich kilkudziesieciu lat obserwujemy tendencje do
zmniejszania si¢ ogolnej liczby zachorowan na raka zotadka. [10,11,17] Odnotowywany w naszym
kraju spadek jest znacznie wolniejszy niz w wysokorozwinigtych krajach Europy Zachodniej. [11]
Poza spadkiem liczby zachorowan na raka zotadka, tak w Polsce jak i na $wiecie, obserwujemy
rowniez tendencje do zwigkszania si¢ czgsto$ci wystgpowania raka typu rozlanego, a zmniejszania
raka typu jelitowego. [16,18,19] Na obszarach o wysokiej czgstosci wystgpowania raka zoladka
zdecydowanie dominuja raki typu jelitowego i obserwowane zmniejszenie liczby zachorowan wiaze

si¢ wlasnie ze spadkiem liczby rakow tego typu, podczas gdy liczba rakéw typu rozlanego pozostaje



mniej wigcej stata. Na obszarach o niskiej zachorowalnosci roznice te zacieraja sig, albo wrgcz
obserwuje sig¢ niewielka dominacjg rakow typu rozlanego. [13]

Na przestrzeni ostatnich dziesigcioleci nastapily takze zmiany jesli chodzi o lokalizacj¢ raka w
stosunku do $cian i krzywizn zoladka. Obserwujemy zmniejszanie si¢ liczby przypadkow raka
zlokalizowanego w okolicy odzwiernika przy coraz czgstszym wystgpowaniu zmian w czg$ci
okotowpustowe;j. [18-20]

Rak zotadka jest choroba ludzi starszych, najliczniejsza grupe chorych stanowia ludzie powyzej 60
roku zycia. [2,9] W tej grupie wickowej okoto 2-2,5 razy czgéciej choruja mezezyzni. [8,11,21]
Sredni wiek mezczyzn, w ktérym dochodzi do rozpoznania raka zotadka wynosi okoto 65 lat, dla
kobiet jest on o 5-7 lat wyzszy. Wzrost czgstosci wystepowania raka zotadka wraz z wiekiem
widoczny jest przede wszystkim dla rakow typu jelitowego, podczas gdy wzrost czestosci
wystgpowania raka typu rozlanego wraz z wiekiem jest znacznie slabiej wyrazony. [22] Raki
zotadka u ludzi przed czterdziestym rokiem zycia zdarzaja si¢ rzadko i stanowia ponizej 5% (wg
niektorych autoréw ponizej 2%) wszystkich przypadkéw raka tego narzadu. [23] Raki zotadka
zdiagnozowane przed 50-tym rokiem zycia okreslamy mianem rakéw o wczesnym poczatku. [24]
Wsrod ludzi mlodych (ponizej 40 roku zycia) dominuja raki typu rozlanego zajmujace rozlegte
obszary $ciany zotadka i rokujace wyjatkowo niekorzystnie. [23] W tej grupie wiekowej
obserwujemy odwrdcenie procentowego udziatu pici wsrdd chorych — stosunek mezczyzn do kobiet
wynosi ponizej jednosci. [8,11,23] Okoto 40 roku zycia proporcja chorych na raka mezczyzn do
kobiet zaczyna przekracza¢ jeden, a w dalszych grupach wiekowych zaznacza si¢ coraz wigkszy
procentowy udzial megzczyzn. Pojawienie si¢ raka u osoby miodej sugeruje mozliwosé
wystgpowania u danego pacjenta (a czasem 1 w rodzinie danego pacjenta) genetycznie
uwarunkowanych predyspozycji sprzyjajacych rozwojowi nowotwordéw. Rak zotadka u dzieci jest
choroba niezwykle rzadka — pojedyncze opisane w literaturze przypadki byly rakami typu rozlanego
wg Laurena. [25]

Rokowanie u pacjentow z rakiem zotadka zalezy przede wszystkim od stopnia zaawansowania
procesu w momencie diagnozy i operacji. [26] Przypadki raka wczesnego: ograniczonego do btony
sluzowej, badz blony §luzowej i pods$luzowej rokuja bardzo dobrze — wykonanie radykalnego
zabiegu operacyjnego gwarantuje, w zaleznosci od stanu weztow chtonnych 85-93% 5-cio letnie
przezycia. [2,27,28] Rak zaawansowany (wykraczajacy poza btong podsluzowa) rokuje bardzo Zle.
Pomimo udoskonalenia techniki operacyjnej i wprowadzenia metody catkowitej gastrektomii, ktora
poprawila wyniki leczenia, 5-cio letnie przezycia wsrdd pacjentow poddanych ,,potencjalnie
leczniczemu” zabiegowi operacyjnemu wynosza 10-15%. [2,26] Dodatkowo u znacznego procenta

pacjentdw juz w momencie diagnozy proces jest rozsiany i wykonanie radykalnego, leczniczego



zabiegu nie jest mozliwe. [29] Dlatego catkowite 5-cio letnie przezycia liczone dla catej grupy
chorych na zaawansowanego raka zotadka nie przekraczaja 5%. [26]

Na przestrzeni ostatnich dziesigcioleci (1963-1999) obserwujemy takze powolny spadek
umieralno$ci z powodu raka zotadka, tak wsrod mezczyzn, jak 1 wérdd kobiet, przy czym spadek
ten w grupie mezczyzn jest wolniejszy niz w grupie kobiet. [10,30] Jeszcze na poczatku
dwudziestego wieku rak zotadka byt najczgstszym powodem $mierci z przyczyn nowotworowych
wsrdd ludnosci Europy Zachodniej 1 Ameryki. [12] W Polsce jeszcze w latach sze$¢dziesiatych rak
zotadka byt pierwsza przyczyna zgonoéw z przyczyn nowotworowych, odpowiadajac za ponad jedna
trzecia zgonow nowotworowych wérod mezezyzn (33%) 1 okoto jedna piata (21%) wsrod kobiet.
[11,17] Obecnie wsrdd zgondw z przyczyn nowotworowych rak zotadka plasuje si¢ na drugim
miejscu w populacji me¢zczyzn (po zgonach z powodu raka oskrzela) i 4 miejscu wsrod kobiet (po
zgonach z powodu raka sutka, ptuca, jelita grubego). Pod koniec lat dziewigcdziesiatych rak
zoladka byl powodem okolo 8,5% zgonéow z przyczyn nowotworowych wsréd mezczyzn
(standaryzowany wspotczynnik umieralnosci wynosit w 1999 roku 16,5/100ty$s mieszkancow) oraz
okolo 6% zgonow z przyczyn nowotworowych wsrdd kobiet (standaryzowany wspolczynnik
umieralno$ci wynosit 5,7/100ty$). [10] W liczbach bezwzglednych odpowiadato to okoto 4400
zgonom/rok wérdd mezczyzn i okoto 2400 zgonom/rok wsrdd kobiet. [17] W analogicznym okresie
czasu w Stanach Zjednoczonych rak zoladka odpowiadal za 2,5% zgonow z przyczyn
nowotworowych. [1,3] Wspotczynniki umieralnosci z powodu raka zotadka w Polsce sa podobne
jak w pozostatych krajach Europy Srodkowej. Wskaznik miasto/wie$ dla standaryzowanych
wspolczynnikéw umieralnosci na nowotwory ztosliwe zoladka zblizyl si¢ na poczatku lat
dziewiecdziesiatych do jednosci (wskaznik M/W dla mgzczyzn i1 kobiet wynosi 0.95) [17], podczas

gdy w latach siedemdziesiatych dominowaly zgony w populacji wiejskiej. [11]

o Pojecia: ,,sporadyczny”, ,rodzinny” oraz ,dziedziczny, genetycznie

uwarunkowany” rak zotadka. Kryteria amsterdamskie.

Znakomita wigkszo$¢ nowotworéw cziowieka, w tym takze rakow zotadka, to nowotwory
wystepujace sporadycznie. Raki sporadyczne rozwijaja si¢ jako efekt kumulowania si¢ kolejnych,
nieletalnych mutacji pojawiajacych si¢ za zycia komoérki po zakonczeniu rozwoju
embriogenetycznego danego osobnika. Mutacje te nie sa obecne w komorkach zarodkowych u
danego pacjenta oraz w komodrkach prawidlowej btony Sluzowej zotadka poza naciekiem raka.

Nabyte za zycia mutacje, ktérych nie udalo si¢ naprawi¢ przy pomocy obecnych w komorce



mechanizmow naprawczych, a zarazem takie, ktére nie spowodowaty $mierci komdrki utrwalaja
si¢ podczas kolejnych podziatow komorkowych 1 w sprzyjajacych warunkach moga, cho¢ nie
musza, zapoczatkowa¢ proces karcinogenezy. Raki sporadyczne zotadka stanowia ponad 90%
wszystkich rakéw w tym narzadzie. Wystepuja one zazwyczaj u pojedynczych cztonkéw danej
rodziny i typowo rozpoznawane sa po szostej dekadzie zycia.

Niekiedy rak zotadka rozwija si¢ u wigcej niz jednego czlonka danej rodziny — méwimy wtedy o
rodzinnym wystepowaniu raka zoladka. Przypuszcza sig, iz pomigdzy 5 a 10 % rakow zoladka
wystgpuje rodzinnie. [15,24,31] Wigkszo$¢ przypadkow rakéw zotadka wystgpujacych rodzinnie
wynika z narazenia danej rodziny na wplywy tych samych czynnikéw $rodowiskowych (w tym
takze obecnosci infekcji H. pylori wsrod jej cztonkéw), z podobnych zwyczajow kulturowych,
zywieniowych oraz podobnych tradycji. [8,24] Po zmianie nawykow zywieniowych czy sposobu
Zycia nastgpuje zmiana w czgstosci wystgpowania tego nowotworu w danej rodzinie.

Jednak okoto jedna trzecia (2-3%) przypadkow rakow zotadka wystepujacych rodzinnie to raki
dziedziczne, uwarunkowane genetycznie. [24,32] W takich przypadkach u cztonkéw danej rodziny
przekazywana jest z pokolenia na pokolenie mutacja dotyczaca ktoregos z genow kluczowych dla
procesu karcinogenezy. Mutacja taka obecna jest we wszystkich komorkach u danego osobnika,
takze komodrkach zarodkowych i nosi nazwe mutacji germinalnej. Nowotwor rozwijajacy si¢ u
takiej osoby okreslamy mianem nowotworu wystepujqcego rodzinnie, uwarunkowanego
genetycznie, zwiazanego z obecno$cia germinalnej mutacji w konkretnym genie (w skrocie:
nowotwor germinalny= zarodkowy). W przypadku raka zotadka najlepiej poznanym przyktadem
jest nazwany i opisany w 1999 roku przez Guilforda i wsp. zespdt dziedzicznego, rozlanego raka
zotadka (HDGC syndrom — hereditary diffuse gastric cancer syndrom) [33], w ktorym u okoto
25-30% pacjentow stwierdzamy obecno$¢ zarodkowej mutacji dotyczacej genu CDHI (E-cadherin
gene) kodujacego biatko E-kadheryneg [34,35]. W rodzinach obarczonych germinalng mutacja
obecna w ktorym$ z kluczowych dla procesu karcinogenezy genie obserwuje si¢ wyzsze od
populacyjnego ryzyko wystapienia procesu nowotworzenia - u cztonkéw danej rodziny moze
rozwija¢ si¢ jeden rodzaj nowotworu o typowej lokalizacji lub cata gama réznych nowotworow w
wielu miejscach. Nowotwory zarodkowe pojawiaja si¢ zazwyczaj u ludzi mtodszych niz przypadki
sporadyczne tych samych nowotworéw oraz moga wystgpowa¢ w formie mnogiej u jednego
pacjenta. [28,36,37]

Nie ma jednoznacznych i sztywnych kryteriow klinicznych pozwalajacych na zakwalifikowanie
danej rodziny, w ktorej wystapity mnogie raki zotadka o rozlanym typie wzrostu jako rodziny z
zespolem HDGC. Kryteria te sa ciagle dyskutowane i modyfikowane. W roku 1991 opracowano

kryteria stluzace wyodrgbnieniu rodzin, w ktérych z duzym prawdopodobienstwem mamy do



czynienia z narazeniem na wystgpowanie uwarunkowanych genetycznie rakow jelita grubego (tzw.
zespolu HNPCC- hereditary non-polyposis colon cancer), nazwane Kryteriami
amsterdamskimi” [38]. Kryteria te zyskaly og6lna akceptacj¢ i postuzyly takze do definiowania
innych, genetycznie uwarunkowanych i wystgpujacych rodzinnie zespoldw nowotworzenia o
autosomalnie dominujacym sposobie dziedziczenia, w tym takze zespotu HDGC. Zgodnie z tzw.
»Kryteriami amsterdamskimi” rodzina, w ktorej] wystepuja mnogie raki zoladka moze zostaé
zakwalifikowana jako rodzina z zespotem HDGC, jesli spelnia nastgpujace kryteria:

e rak zoladka wystapit u przynajmniej trzech krewnych w danej rodzinie, przy czy jeden z

chorych ma by¢ krewnym pierwszego stopnia dwu pozostatych

e chorzy w danej rodzinie naleza przynajmniej do dwu nastgpujacych po sobie generacji

e u przynajmniej jednego chorego rak zotadka zostat rozpoznany przed 50 rokiem zycia
Powyzsze kryteria sa bardzo ostre. Spelnienie wszystkich trzech daje bardzo wysokie
prawdopodobienstwo obecnosci podloza genetycznego dla powstajacych w danej rodzinie
nowotworow, jednak wg Shinmura 1 wsp. [39] jedynie 0,9% przypadkéw rakoéw zotadka sposrod
3632 przebadanych przez autorow spetnialo rownocze$nie wszystkie powyzsze kryteria. Mozna
wigc przypuszczaé, iz przy tak ostrych wytycznych pewien procent rodzin z uwarunkowanym
genetycznie, dziedzicznym podtozem rozwoju raka zoladka jest pomijany. Dlatego w roku 1999
IGCLC (the International Gastric Cancer Linkage Consortium) zlagodzito kryteria, jakie powinna
spetnia¢ rodzina, aby z klinicznego punktu widzenia podejrzewa¢ w niej wystapienie zespotu
HDGC. [40] Zgodnie ze ztagodzonymi przez IGCLC kryteriami obecnie przyjmujemy nastgpujace
wytyczne:

e dwa lub wigcej potwierdzonych badaniem histologicznym przypadkow raka zotadka o

rozlanym typie wzrostu u krewnych pierwszego badz drugiego stopnia, z ktorych przynamniej

jeden zostat zdiagnozowany przed piecdziesiatym rokiem zycia lub

e trzy lub wigcej potwierdzonych badaniem histologicznym przypadkéw raka zotadka o

rozlanym typie wzrostu u krewnych pierwszego badz drugiego stopnia, bez wzgledu na wiek

pacjentéw, w ktdérym postawiono rozpoznanie

Yabuta 1 wsp. [41] analizowali rodziny, w ktorych wystgpowata kumulacja przypadkow rakow
zotadka: 12% z nich (2/17) spetiato ztagodzone kryteria ustalone przez IGCLC, konieczne do
rozpoznania zespotu HDGC. Rodziny, w ktorych wystapito kilka przypadkow raka zotadka o
rozlanym typie wzrostu, jednak ktore nie spetniaja kryteriow pozwalajacych na rozpoznanie zespotu

HDGC zostaty nazwane rodzinami z rodzinnym rozlanym rakiem zotadka (FDGC). [24]
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Nie zawsze dysponujemy wystarczajacymi danymi klinicznymi dotyczacymi cztonkow rodziny
chorego. W takiej sytuacji mozna stosowaé tzw. kryteria minimalne pozwalajace z duzym
prawdopodobienstwem zidentyfikowa¢ chorych 1 rodziny, w ktorych rak zotadka jest
najprawdopodobniej zwiazany z dziedzicznymi predyspozycjami genetycznymi. [42]

Rzadziej mamy do czynienia z uwarunkowanym genetycznie zespotem rodzinnego raka zotadka
typu jelitowego - HIGC. W przypadku zespolu HIGC nie zidentyfikowano jak do tej pory genu
odpowiadajacego za rozwdj tego konkretnego nowotworu. Definicja zespotu HIGC zalezy od
czgstosci, z jaka rak zoladka wystgpuje w danej populacji. Dla krajow o wysokiej zapadalnosci na
raka zotadka, jak np. Japonii, do rozpoznania zespotu HIGC musza zosta¢ spelnione tzw. kryteria
amsterdamskie. [24,38] W krajach o niskiej zapadalno$ci, np. USA, Wielkiej Brytanii wystarczy
spetnienie ztagodzonych kryteriow wg Caldas w stosunku do rakow typu jelitowego. [40]

e FEtiopatogeneza raka zotadka

Rak zotadka jest choroba o ztozonej 1 zdecydowanie wieloczynnikowej etiologii. W jego rozwoju
bierze udzial calty szereg lepiej 1 gorzej poznanych czynnikéw tak zewngtrznych jak 1
wewngtrznych. [43] Czynniki zewngtrzne, przede wszystkim ogdlnie rozumiane przyzwyczajenia
dietetyczne oraz infekcja drobnoustrojem Helicobacter pylori odgrywaja pierwszoplanowa role w
rozwoju znacznej czesci rakéw zotadka, zwlaszcza na terenach o najwyzszej na niego zapadalnosci.
[1] Wptyw tych czynnikdéw zaznacza si¢ szczegolnie mocno w odniesieniu do raka typu jelitowego,
wystepujacego u starszych osob, czgsciej w dystalnej czgsci zotadka. [6] Specyficzne zwyczaje
kulturowe, przyzwyczajenia zywieniowe oraz rozpowszechnienie infekcji Helicobacter pylori sa
niekwestionowanymi, najlepiej poznanymi 1 roOwnocze$nie najbardziej ze soba powigzanymi
czynnikami bioracymi udzial w rozwoju raka zotadka. Powyzsze czynniki wystgpuja czgsto
wspolnie na danym obszarze, nasilajac i wzajemnie modyfikujac swoje oddziatywanie. Tak wigc
raki powstajace jako konsekwencja narazenia na niekorzystne wptywy czynnikdéw srodowiskowych
(zewnetrznych) wynikaja z wieloletniego kumulowania si¢ efektow wielu powiazanych,
niekorzystnych oddzialywan. Powyzsze czynniki dziatajac pojedynczo najprawdopodobniej w
wielu przypadkach nie bytyby w stanie doprowadzi¢ do rozwoju raka zotadka.

Czynniki wewnetrzne predysponujace do rozwoju raka zotadka to szeroko rozumiane mechanizmy 1
uwarunkowania genetyczne, mogace w sprzyjajacych warunkach stanowi¢ podioze dla procesu
nowotworzenia w zotadku. Specyficzne uwarunkowania genetyczne odgrywaja pierwszoplanowa
rolg¢ w rozwoju rakéw typu rozlanego, wystepujacych u mtodych chorych, czgsto powstajacych w

czesci proksymalnej zotadka 1 pojawiajacych si¢ rodzinnie. Niektore opisywane zmiany genetyczne
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zwigkszaja ryzyko rozwoju wielu choréb — nowotworowych i nienowotworowych u danego
cztowieka, inne jak np. germinalna mutacja w genie E-kadheryny zdaja si¢ predysponowac do
powstania u nosiciela raka, najczesciej zotadka, charakterystycznie o rozlanym typie wzrostu.

Roznorodnosé, ztozono$¢ 1 wzajemne przenikanie si¢ wptywdw mogacych prowadzi¢ do rozwoju
raka zotadka wutrudnia, a czgsto wrgecz uniemozliwia opisanie kazdego z czynnikoéw
predysponujacych z osobna. Elementem dodatkowo utrudniajacym doktadne okreslenia czynnikow
bioracych udziat w patogenezie raka zoladka jest fakt, iz w roznych rejonach $wiata
pierwszoplanowa rolg odgrywaja rozne czynniki zewngtrzne. Na nie dodatkowo naktada sig jeszcze

wplyw wystepujacych indywidualnie w niektérych rodzinach czynnikoéw wewngtrznych.

1. Czynniki Srodowiskowe w patogenezie raka zoladka

Dieta: tradycyjnie uwaza sig, iz nawyki zywieniowe, to znaczy rodzaj spozywanych pokarmow,
dostgpnos¢ do pewnych grup $rodkéw spozywczych oraz sposdéb przygotowywania,
przechowywania i konserwowania pokarméw moga odgrywac najwazniejsza rol¢ w rozwoju raka
zotadka, [13,44] zwlaszcza na obszarach o najwyzszej na niego zachorowalnosci i w odniesieniu do
raka typu jelitowego. [6] Nie udalo si¢ znalez¢ pojedynczego produktu spozywanego przez ludnosé¢
we wszystkich krajach o wysokiej zapadalno$ci na raka zotadka, ktéremu mozna by przypisaé
pierwszoplanowa rol¢ w rozwoju tego nowotworu. Wymienia si¢ wiele grup produktow, ktore w
rézny sposob powiazane sa z rozwojem raka zotadka.

e spozywanie §wiezych warzyw i owocow

Na wigkszosci obszaréw o podniesionej zapadalnos$ci na raka zoladka (Japonia, Chiny, Korea)
spozycie $wiezych warzyw i owocdw, z przyczyn ekonomicznych badz kulturowych jest niskie i
nieregularne: spadek w okresie zimowo-wiosennym i tylko niewielki wzrost w okresie letnio-
jesiennym. [13] Spozywanie duzej ilosci §wiezych warzyw i owocéw odgrywa ochronna role w
rozwoju przewleklego zanikowego zapalenia zoladka [45] oraz koreluje ze zmniejszona
zapadalno$cia na raka tego narzadu. [46] Najprawdopodobniej takze spozywanie czosnku i cebuli
zmniejsza ryzyko zachorowania. Rol¢ ochronna w procesie karcinogenezy przypisuje si¢
antyoksydantom zawartym w §wiezych owocach: gléwnie witaminie C oraz niektérym sktadnikom
obecnym w $wiezych czerwonych, zielonych i zottych warzywach, takim jak karoten czy tokoferol.
[3] Poza wyzej wymienionymi zwigzkami korzystny wptyw ma réwniez kwas foliowy zawarty w
$wiezych produktach roslinnych. Gotowanie warzyw zmniejsza ich ochronna rolg.

o dieta bogata w s6l
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Elementem diety zwigzanym z rozwojem raka zotadka jest wysokie spozycie soli, a zwtaszcza
produktow spozywczych (np. ryb 1 migsa) konserwowanych przy uzyciu soli lub specjalnych
marynat zawierajacych duze jej stezenie. [44,47] Wysokie stezenie soli w zoladku bezposrednio
uszkadza btong $luzowa doprowadzajac do nadmiernego zluszczania nabtonka powierzchni z
nastgpowa przyspieszona regeneracja. Dodatkowo poteguje ono niekorzystne efekty dziatania
pochodnych azotandéw. Do produktow bogatych rownoczesnie w soOl 1 azotany zaliczy¢ mozna:
marynowane produkty migsne i warzywne, suszone ryby, szynki, bekon oraz we¢dzone migsa.
Podczas wedzenia dodatkowo powstaja policykliczne, aromatyczne weglowodory zaliczane do
karcinogenéw zotadkowych. [48] W Japonii, jednym z krajéw o najwyzszej zapadalno$ci na raka
zotadka, spozywa si¢ znaczne ilo$ci produktow marynowanych w specjalnych zalewach o wysokim
stezeniu soli. ROwnoczesnie jednak spozycie §wiezych warzyw i owocéw w Japonii jest niskie. [13]
Innym elementem diety mogacym predysponowa¢ do rozwoju raka zotadka w Japonii jest wysokie
spozycie sosu sojowego — poza innymi skladnikami takze bogatego w so6l. W warunkach
eksperymentalnych udalo si¢ wywota¢ u szczurow karmionych dieta bogata w sol raka
gruczolowego zotadka. [49] W rejonach $wiata, gdzie spozywa si¢ duze ilosci konserwowanej
Zywnosci zawierajacej wysokie stgzenia soli oraz azotandw najczgséciej rownoczesnie stwierdza sig
ograniczony dostgp do $wiezych produktow owocowo-warzywnych, dlatego trudno jest opisaé
wpltyw kazdego z powyzszych czynnikow oddzielnie. Nalezy przyjaé, iz dziatajac wspdlnie
poteguja one wzajemnie swoje niekorzystne oddziatywanie.

Ukazaly si¢ jednak takze pojedyncze prace, w ktdrych nie znaleziono zwiazku pomigdzy rozwojem
raka zotadka i spozywaniem pokarmow o duzej zawartosci soli. [50]

e dieta bogata w azotany

Czynnikiem wiazacym si¢ z podniesieniem ryzyka rozwoju raka zotadka jest wzmozona produkcja
nitrozamin — potencjalnych karcinogenow - z pochodnych azotanéw obecnych w jamie ustnej w
$linie oraz w zotadku. [51] Pewna czg$¢ azotanow obecnych w organizmie cztowieka pochodzi ze
spozywanych produktow roslinnych, w przewazajacej mierze ze $Swiezych warzyw, szczeg6lnie
tych nadmiernie nawozonych. Kolejnym zrodtem azotandéw sa $rodki konserwujace uzywane w
przetworstwie spozywezym do konserwacji migsa oraz ryb. Dalsza czgs¢ azotanow moze dostac sig
do organizmu cztowieka wraz z zanieczyszczona woda pitna. Wystepujaca w Polsce az do lat 60-
tych przewaga zachorowan na raka zotadka na terenach wiejskich wynikata czgsciowo z
zanieczyszczenia studziennej wody pitnej przez azotany. W niektoérych krajach Ameryki
Potudniowej np. w Kolumbii zauwazono, iz w tych rejonach kraju, gdzie zapadalno$¢ na raka
zofadka jest znaczaco wyzsza, st¢zenie azotandéw w wodzie pitnej uzywanej przez tamtejsza

ludnos¢ jest wigksze, niz w wodzie pitnej na terenach o nizszej zapadalnosci na raka zotadka.[52]
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Cze$¢ azotandéw dostajaca si¢ do przewodu pokarmowego cztowieka jest wydalana z moczem w
formie niezmienionej, reszta jest wtornie absorbowana, a nastgpnie wydzielana do $liny. Podczas
kontaktu z bakteriami obecnymi w jamie ustnej i zotadku azotany sa redukowane do azotynow [45],
a te w kontakcie z niektérymi sktadnikami pozywienia moga by¢ przeksztalcane w nitrozaminy -
potencjalne karcinogeny uszkadzajace kwasy nukleinowe dzigki silnym wtasno$ciom alkilujacym.
W warunkach prawidlowych w §linie cztowieka znajduja si¢ niewielkie ilosci zar6wno azotandow
jak 1 azotyndéw. Takze w zotadku obecna jest niewielka ilo$¢ azotanow — 6w niski poziom
utrzymywany jest dzigki niskiemu pH soku Zotadkowego. W miarg wzrostu pH soku zotadkowego
wzrasta w zoladku ilo$¢ bakterii mogacych redukowaé azotany do azotynéw. [53] U ludzi, u
ktorych doszto do wzrostu pH soku zotadkowego np. w przebiegu zanikowego zapalenia btony
sluzowej zotadka lub w trakcie leczenia lekami zmniejszajacymi wydzielanie kwasu solnego
dochodzi do przyspieszenia przemiany azotanow w azotyny [13], i w konsekwencji do podniesienia
poziomu tych ostatnich w zotadku. Dodatkowo pewna ilo$¢ azotanéw i1 azotyndow jest wytwarzana
przez makrofagi obecne w $cianie zotadka w przebiegu przewleklego zapalenia. [45] Tak wigc
poziom azotyndw w zoladku zalezy od ilosci azotanow spozywanych w diecie, ktory warunkuje
zawarto$¢ azotanéw w Slinie oraz od tempa przemiany azotanow w azotyny w zotadku. [43] Czgs¢
witamin, np. witamina C i E utrudniaja proces dalszej przemiany azotynéw do karcinogennych
nitrozamin. [13] Niskie spozywanie §wiezych owocoéw bogatych w witaminy na terenach o duzej
zawarto$ci azotanow w diecie poteguja wzajemnie swoje niekorzystne oddziatywania 1 sprzyjaja
rozwojowi raka zotadka. Wysoki poziom nitrozamin w soku zotadkowym wystepuje u o0sob z
rakiem zotadka, anemia zto$liwa i u pacjentéw po czegs$ciowej gastrektomii.

W zoladku powstaja réwniez niewielkie iloSci nitrozamidéw. Takze 1 one uwazane s3 za
karcinogeny zoladkowe. Sa to zwiazki nietrwale, ktérych poziom nie zalezy od zawartosci
azotandw w diecie. Odgrywaja one mniejsza niz nitrozaminy rolg w karcinogenezie zotadkowe;.

e dieta bogata w weglowodany

W niektérych regionach o wysokiej zapadalnosci na raka zoladka w diecie ludnos$ci dominuja
weglowodany: ziemniaki, niektére rosliny straczkowe, produkty maczne. Réwnoczesnie jednak na
wielu obszarach dieta bogata w weglowodany pokrywa si¢ z wysokim spozyciem soli 1 niskim
spozyciem §wiezych warzyw i1 owocOw. Na czg$ci terendw o najwyzszej zapadalno$ci na raka
zoladka, gdzie w diecie ludnosci dominuja produkty maczne stwierdzono dodatkowo
zanieczyszczenie nieprawidlowo przechowywanych ziaren zb6z przez sporysz. Trudno wigc
jednoznacznie stwierdzi¢, ktéry z tych czynnikéw odgrywa tu pierwszoplanowa rolg,

najprawdopodobniej istotne jest wspotdziatanie wszystkich wyzej wymienionych.
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Spadek czestosci wystgpowania raka zotadka w USA 1 wysoko rozwinig¢tych krajach Europy
Zachodniej wynika zapewne w duzej mierze z podniesienia poziomu zycia 1 ogdlnie rozumianej
zmiany przyzwyczajen zywieniowych ludnosci [6], a w tym przede wszystkim z szerokiego dostgpu
do $wiezych warzyw i owocow (takze cytrusowych bogatych w witaming C) przez caly rok oraz ze
zmiany sposobu przechowywania zywnos$ci. [54] Zamiast marynowania i wegdzenia w  wysoko
rozwinigtych krajach Europy Zachodniej oraz Ameryce podstawowym sposobem konserwowania
zywnosci jest dzi§ mrozenie. Rezygnacja z marynowania i wedzenia spowodowata ograniczenie
spozycia srodkow potencjalnie mutagennych takich jak sol, azotany i aromatyczne weglowodory, a
réwnoczesnie umozliwita zachowanie wigkszej 1ilosci cennych elementow (witamin,
antyoksydantow) w tak przechowywanych produktach. Réwnoczes$nie zmniejszanie si¢ liczby
nowych przypadkow raka zotadka, zwtaszcza tych poza wpustem, moze mie¢ zwiazek z malejaca

czgstoscig infekeji bakteria Helicobacter pylori. [12]

Infekcja drobnoustrojem Helicobacter pylori a rak zoladka

Helicobacter pylori (H. pylori) jest bakteria ponownie odkryta przeszto dwadziescia lat temu w
$luzie obecnym na powierzchni blony sluzowej zotadka [55], poczatkowo nazwana: Campylobacter
pylori. Pierwsze opisy prawdopodobnie tej samej bakterii pochodza z konca XIX wieku. Zakazenie
H. pylori trwa latami, zwykle nie ulega samowyleczeniu [56] 1 prowadzi do rozwoju przewleklego,
aktywnego, z czasem zanikowego zapalenia btony $luzowej zotadka, [57] uwazanego za stan
przednowotworowy. Infekcja tym drobnoustrojem taczy si¢ z czgstszym wystgpowaniem choroby
wrzodowej dwunastnicy, raka zotadka poza wpustem i B-komoérkowych chtoniakow zotadka.
[55,58] Rownoczesnie skolonizowanie zotadka przez bakterie H.pylori jest czynnikiem
protekcyjnym w rozwoju refluksu przetykowo-zotadkowego i raka gruczotowego przelyku oraz
wpustu. [56]

Ryzyko rozwoju raka w dalszej czg$ci zotadka u osoby zainfekowanej szczepami H. pylori jest od
trzech [59] do szesciu [60] razy wigksze od populacyjnego i jest tym wyzsze, im wczesniej doszto
do infekcji. Uwaza sig, iz potrzeba kilkunastu do kilkudziesigciu lat, aby na podlozu zmian
powodowanych przez H. pylori doszto do rozwoju raka zotadka, dlatego najwyzsze ryzyko rozwoju
nowotworu wystepuje u ludzi, u ktorych infekcja miata miejsce we wezesnym dziecinstwie. [56]
Zapalenie zofadka rozwijajace si¢ na podlozu infekcji H. pylori jest zjawiskiem czgstym 1
obserwowanym na catym $wiecie. [45,58] Jednak tylko niewielki procent ludzi zainfekowanych
(ponizej 10%) zachoruje ostatecznie na raka zoladka. [1] Obserwacja ta wskazuje, iz sama tylko
infekcja H.pylori nie jest czynnikiem wystarczajacym do zapoczatkowania i podtrzymania procesu

karcinogenezy w zotadku 1 ze dopiero wspotudziat dalszych czynnikow np. dietetycznych prowadzi
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do powstania raka. Potwierdzeniem tego faktu moga by¢ doniesienia, iz czgstos¢ wystgpowania
raka zotadka w populacjach o podobnie wysokim stopniu zakazenia drobnoustrojem H.pylori nie
jest jednakowa.

Helicobacter pylori jest bakteria polimorficzna. U jednego zarazonego moga réwnoczes$nie
wspolwystepowaé rozne szczepy o odmiennym wplywie na blong S$luzowa zotadka. [61]
Najsilniejsze 1 najszybciej postepujace zmiany zapalne w blonie $luzowej zotadka wywotuja
szczepy posiadajace gen cagA. [62] Zwiazane jest to z intensywnym wydzielanie przez te szczepy
prozapalnych cytokin np. I1I-8. Wg Blasera 1 wsp. 40 - 60% szczepow identyfikowanych w
populacjach Europy Zachodniej oraz Ameryki Polnocnej posiada gen cagA, szczepy obecne u
ludno$ci Azji sa prawie w 100% cagA pozytywne. [56] W grupie osob seropozytywnych w
kierunku H.pylori ryzyko rozwoju raka zotadka jest wyzsze u o0s6b majacych przeciwciala
przeciwko szczepom posiadajacym gen cagA, niz w grupie osob majacych przeciwciata przeciwko
szczepom nie posiadajacym powyzszego genu. Wreszcie rdznice w czgstosci wystepowania raka
zotadka w populacjach o wysokim procencie infekcji H.pylori u ludzi wynikaja z réznego wieku
pacjentow w momencie infekcji. Jesli do infekcji dochodzi we wczesnym okresie Zycia
(dziecinstwie), jak to ma miejsce w krajach biednych, rozwijajacych sig, gdzie ludnos¢ zyje w
gorszych warunkach mieszkaniowych, to ryzyko rozwoju raka zotadka jest wyzsze niz w
przypadku, gdy zainfekowane zostaja osoby doroste. [57]

Infekcja H.pylori rozpoczyna proces zapalny, poczatkowo ostry, przechodzacy nastgpnie w
przewlekly [57], w trakcie ktorego powstaja endogenne produkty (np. ,,wolne rodniki”) mogace
uszkadza¢ blony komorkowe, biatka enzymatyczne, a takze bezposrednio DNA komorek btony
sluzowej zotadka. Podobnie niekorzystne dziatanie moga tez mie¢ produkty przemiany materii
bakterii H.pylori. Ponadto trwajaca latami infekcja zmniejsza o okolo 20% ekspresje¢ biatek
bioracych udzial w naprawie bledow replikacyjnych w DNA, co sprzyja kumulowaniu si¢
nieprawidtowosci w dalszych pokoleniach komoérek btony $sluzowej zotadka. Przewlekty proces
zapalny indukowany przez t¢ bakteri¢ zwigksza ryzyko nabycia oraz utrwalenia przez proliferujace
komorki potencjalnie karcinogennych mutacji. Kolejnos¢ zjawisk w btonie sluzowej zotadka, w
ktorej toczy sig przewlekte zapalenie zaproponowat juz w roku 1988 Pelayo Correa [45]: zapalenie
powierzchowne — zapalenie zanikowe — metaplasia — dysplasia — rak. Tak wigc infekcja H.pylori
zwigksza prawdopodobienstwo uszkodzen w obregbie btony Sluzowej zotadka, efekty uszkodzen
kumuluja si¢ i po latach moga skutkowa¢ rozwojem raka zwlaszcza w dalszej czesci zotadka, typu
jelitowego 1 cze$ciej na terenach o wyzszej zachorowalno$ci na ten nowotwor. [45,57] Ponadto

infekcja H.pylori sprzyja procesowi hipermetylacji promotora genu CDHI wylaczajacemu
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najwazniejsze biatko kompleksu ECCU, zaburzajac tym samym proces przylegania oraz

przekazywania sygnatéw pomigdzy komorkami i utatwiajac rozwdj nowotworu. [63]

Potwierdzeniem szczegdlnej roli szeroko rozumianych czynnikéw $rodowiskowych w patogenezie
raka zotadka jest fakt, iz wsrdd ludnosci migrujacej z terendw o wysokiej zapadalno$ci na tereny o
niskiej zapadalno$ci czegstos¢ wystgpowania raka zotadka spada. [64] Zachorowalno$¢ na raka
zotadka wsrod japonskich emigrantow do Stanow Zjednoczonych utrzymuje si¢ na wysokim
poziomie odpowiadajacym zachorowalnos$ci w Japonii, nieznacznie spada u pierwszego pokolenia
urodzonego w Stanach Zjednoczonych, oraz zbliza si¢ w drugim pokoleniu do wartosci typowych
dla rdzennych mieszkancow Ameryki. [65] Obnizenie zachorowalnosci na raka zoladka w
kolejnych pokoleniach potomkow emigrantow z Japonii mozna wytlumaczy¢ zmianami nawykow
zywieniowo-kulturowych. Zmiany te szybciej przejmuja dzieci, ktore podlegaja silniejszym
wplywom otoczenia np. rowiesnikéw w szkole. Natomiast osoby doroste poczatkowo prébuja
utrzymywaé zwyczaje charakterystyczne dla poprzedniego miejsca zamieszkania. Ponadto zmiana
przyzwyczajen 1 nawykow zywieniowych w wieku dorostym nie chroni danej osoby przed
ujawnieniem si¢ konsekwencji niekorzystnych oddzialywan jakich do$wiadczata ona w

dziecinstwie, w poprzednim miejscu zamieszkania. [65]

2.Czynniki genetyczne (wewngtrzne) w patogenezie raka zoladka

Badania molekularne wielu nowotworéw wskazuja, ze kumulujace si¢ w komorkach zmiany
genetyczne dotyczace genow supresorowych onkogenezy lub onkogenéw sa krokami kluczowymi
dla rozwoju nowotwordéw. [8] Wylaczenie ktorego§ z gendéw supresorowych badz aktywacja
onkogenu moga zapoczatkowaé transformacje nowotworowa. Zmiany genetyczne wiodace do
procesu transformacji nowotworowej w danej tkance moga by¢ nabyte za zycia jako mutacja
somatyczna, badz dziedziczy¢ si¢ jako mutacja germinalna. [66]

Pierwszym sygnalem wskazujacym, iz na rozwdj raka zotadka moga wpltywa¢ uwarunkowania
genetyczne byla obserwacja z poczatkéw poprzedniego wieku, ze nowotwor ten czesdciej rozwija si¢
u ludzi posiadajacych grupg krwi A niz grupg O. Przewaga osob z grupa krwi A w stosunku do
liczb wystegpujacych w populacji generalnej jest szczegolnie widoczna w grupie pacjentow z rakiem
zotadka typu rozlanego wg Laurena. [45]

Opisano wiele rodzin, w ktorych predyspozycja do rozwoju raka zotadka przekazywana byla z
pokolenia na pokolenie — najbardziej znang z nich jest rodzina Napoleona Bonaparte. W rodzinie tej

w trzech kolejnych pokoleniach wystapito 8 przypadkow raka zotadka. [8]
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Krewni chorego na raka zotadka maja wyzsze ryzyko zachorowania na ten nowotwor, przy czym
ryzyko to jest rozne w zaleznos$ci od typu histologicznego raka. W przypadku raka typu jelitowego
wg Laurena ryzyko to jedynie nieznacznie przekracza jeden, dla raka rozlanego jest siedmiokrotnie
wyzsze od populacyjnego. [32]
W rozwoju raka zotadka moga bra¢ udzial liczne mutacje somatyczne w genach supresorowych
onkogenezy, zwlaszcza polozonych na ramieniu dlugim chromosomow: 5, 7, 13 oraz na ramieniu
krétkim chromosomow: 1, 11, 17, 18. [8] Zjawisko utraty heterozygotycznosci w rakach zotadka w
odniesieniu do powyzszych lokalizacji jest znane i moze by¢ potwierdzeniem obecnosci w tych
miejscach istotnych dla procesu onkogenezy genow supresorowych. [67] Okoto 20% rakéw
sporadycznych zotadka wykazuje somatyczna mutacj¢ w obrgbie genu APC (chr.5g21). Nieco
wyzszy procent sporadycznych rakow zotadka wykazuje zjawisko niestabilnosci mikrosatelit
(MSI), wynikajace z obecno$ci nabytej mutacji w obrgbie ktorego$ z genow odpowiedzialnych za
naprawy btedow replikacyjnych — tzw. ,,mismatch repair genes”. [68] Genotyp HLA-DRS taczy si¢
z wyzszym ryzykiem rozwoju anemii zlosliwej 1 w konsekwencji rowniez wyzszym ryzykiem
powstania raka zotadka. [69] Czeg$¢ rakow zotadka wykazuje obecno$¢ somatycznej mutacji w
genie p53. [8]
Rak zotadka moze by¢ jedna z manifestacji wielu dziedzicznych zespotéw rodzinnego
wystgpowania nowotworow, w ktorych specyficzne zaburzenie genetyczne przekazywane jest z
pokolenia na pokolenie w formie mutacji germinalnej. Mutacja taka moze skutkowa¢ rozwojem
raka Zofadka jako jedynego nowotworu lub predysponowac do rozwoju wielu réznych schorzen
nowotworowych, w tym takze raka zotadka. Wyzsze od populacyjnego ryzyko rozwoju raka
zotadka, u podioza ktorego leza specyficzne zmiany genetyczne dziedziczace si¢ jako mutacje
germinalne wystepuje w nastgpujacych zespotach:
1. HDGC — jest to zespdt zwiazany z obecnoscia germinalnej mutacji w obrebie genu CDHI
kodujacego biatko E-kadheryng - dochodzi wtedy do rozwoju tzw. dziedzicznego, rozlanego
raka zotadka (HDGC). [33,70]
Jest to rzadki, rodzinny zespot dziedziczy si¢ autosomalnie dominujaco, z penetracja siggajaca
80%. [71] Rak zotadka rozwija si¢ w mlodym wieku, czasami juz u nastolatkow, a Srednia
wieku pacjentdéw przy rozpoznaniu wynosi okoto 35 lat. [28] Rak czgsto rozwija sig
wieloogniskowo, a rozsiane, drobne (0,1-1mm $rednicy) ogniska raka zbudowanego z komorek
sygnetowatych mozna stwierdzi¢ w obrgbie blony $luzowej zotadka, ktéry w badaniu
gastroskopowym wyglada prawidtowo. [28,36,37] Charakteryzuje si¢ bardzo agresywnym
przebiegiem 1 wysoka $miertelno$cia. Z histologicznego punktu widzenia jest on zawsze rakiem

rozlanym. W takich rodzinach wyzsze od populacyjnego jest takze ryzyko rozwoju raka sutka,
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jelita grubego 1 jajnika.[24,31,34,72] Nie ma zgodnos$ci co do zwigkszenia ryzyka rozwoju raka
prostaty 1 trzustki. [73]

2. wzesp. Lyncha (HNPCC) [74]

Jest to dziedzicznie uwarunkowany zespo6l zwiazany z germinalng mutacja w obrebie jednego z
szesciu gendow nalezacych do grupy tzw. mismatch repair genes (najczescie] w genach hMLHI
lub hMSH?), odpowiadajacych za naprawe bteddéw replikacyjnych w nowopowstajacej nici
DNA. Zaburzenie naprawy biedow replikacyjnych wiedzie do powstania zjawiska niestabilnosci
mikrosatelit - MSI. Najczgstszym nowotworem zwiazanym z zespotem Lyncha jest rak jelita
grubego rozwijajacy si¢ u mtodszych chorych niz przypadki sporadyczne tego nowotworu.
Dodatkowo u nosicieli takiej mutacji ro$nie ryzyko rozwoju raka gruczotowego endometrium
oraz raka zotadka. Ryzyko rozwoju raka zoladka jest okoto 4 razy wigksze od ryzyka
populacyjnego. Wigkszos$¢ diagnoz stawiana jest w piatej dekadzie zycia (Sredni wiek okoto 55
lat). Z histologicznego punktu widzenia rak zotadka powstajacy na podtozu zespotu Lyncha jest
najczesciej rakiem typu jelitowego, charakterystycznie o fenotypie RER+. W tej grupie
pacjentow infekcje H. pylori stwierdza si¢ znacznie rzadziej niz u pacjentow, u ktorych rozwinat
sig tzw. sporadyczny rak zotadka typu jelitowego.

3. wzespole FAP (zesp6t rodzinnej polipowatosci jelita grubego) [8]

Jest to w miare rzadki, dziedziczacy si¢ autosomalnie dominujaco zespot, u podtoza ktérego
lezy germinalna mutacja obecna w jednym z alleli genu APC, potozonym na ramieniu dtugim
chromosomu piatego (5q21). W zespole FAP dochodzi juz u nastolatkow do rozwoju w obrebie
przewodu pokarmowego (glownie jelita grubego) mnogich polipéw gruczolakowych,
najczesciej typu cewkowego. Czasami ich liczba sigga kilku tysigcy. [3] W zespole tym istnieje
100% ryzyko rozwoju raka jelita grubego na poditozu ktorego$ z polipow. Czgsto rozwijaja si¢
mnogie raki jelita grubego. Dodatkowo pacjenci z zespolem FAP maja wyzsze od
populacyjnego ryzyko rozwoju raka zotadka oraz dwunastnicy. Podobnie wyzszym ryzykiem
rozwoju raka zotadka obarczeni sa chorzy z odmianami zespotu FAP: zespotem Turcota 1
zespolem Gardnera.

4. w zespole Li-Fraumeni [75]

Jest to rzadki zespot zwiazany z obecnos$cia germinalnej mutacji w jednym z alleli genu

p-53. Nosiciele tej mutacji narazeni sa na rozwoj licznych nowotworéw: zarowno migsakoéw,
biataczek, nowotworéw CSN jak i rakow (gtownie raka zotadka, trzustki, watroby 1 sutka).
Ryzyko rozwoju raka zoladka u chorych z zespotem Li- Fraumeni jest wyzsze od
populacyjnego, a nowotwor rozwija si¢ wezesniej niz przypadki sporadyczne (przed 50 rokiem

zycia). [3]
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5. w zespole Peutz-Jeghersa [76]

Jest to rzadki, dziedziczacy si¢ autosomalnie dominujaco zespot, w ktérym poza
wystegpowaniem mnogich polipéw hamartomatycznych jelita grubego (bez tendencji do
zezlodliwienia) oraz charakterystycznych przebarwien na skorze 1 blonach §luzowych
potwierdzono wzrost ryzyka rozwoju licznych rakéw, migdzy innymi raka przelyku, zotadka,
dwunastnicy, sutka 1 pluca. U podtoza zespotlu lezy mutacja genu PJSI lezacego na krotkim
ramieniu chromosomu 19.

6. w zespole Cowdena [8]

Jest to rzadki, dziedziczacy si¢ autosomalnie dominujaco zespdt, zwiazany z mutacja
polozonego na krétkim ramieniu chromosomu 10 genu PTEN. U chorych wystgpuja mnogie
polipy zotadka. Ryzyko rozwoju raka zotadka jest nieznacznie wyzsze od populacyjnego.

7. w przypadku obecno$ci germinalnej mutacji w genie BRCA2 [77,78]

Obecno$¢ germinalnej mutacji w genie BRCA2 Yaczy si¢ z czgstszym rozwojem w tych
rodzinach rakéw sutka, jajnika i1 zotadka. W przypadkach rodzin, w ktorych u kilku czionkow
wystepuja nowotwory w wyze] wymienionych lokalizacjach, a nie stwierdzono obecnosci

mutacji w genie CDH1 oraz p-53 nalezy poszukiwa¢ mutacji w genie BRCA2.

3. Inne czynniki zwigzane z cz¢stszym wystepowaniem raka zoladka

e czynniki socjoekonomiczne i wykonywany zawod

Rak zoladka cze$ciej rozwija sig u ludzi zyjacych w gorszych warunkach socjoekonomicznych. [13]
Za taki stan rzeczy odpowiada¢ moga zlozone zalezno$ci pomigdzy sposobem odzywiania,
dostgpnoscia czy tez jej brakiem do pewnych produktéw spozywczych (np. §wiezych owocow
przez caty rok) oraz wigkszym prawdopodobienstwem zarazenia si¢ drobnoustrojem Helicobacter
pylori w mlodszym wieku. Ryzyko zakazenia H. pylori zwiazane jest z warunkami
mieszkaniowymi, w jakich zyje dane spoleczenstwo, a w szczegdlnosci ze Srednia liczba osob
mieszkajacych w jednej izbie. Pracownicy kopaln, rafinerii, ludzie zatrudnieni w przemysle
gumowym czgsciej choruja na raka zotadka.

e mieszkanie na terenach wiejskich

W niektorych krajach np. Chinach obserwuje si¢ wyzsza zachorowalno$¢ na raka zotadka wsrod
ludnosci mieszkajacej na terenach wiejskich niz w miastach. [79]

Analizujac dane statystyczne dotyczace Polski mozna stwierdzi¢, iz w pierwsze] potowie

poprzedniego stulecia zapadalno$¢ na raka zotadka i umieralnos¢ z jego powodu wsrod ludnosci
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terenéw wiejskich byta wyzsza niz w miastach. Pod koniec dwudziestego wieku réznice te zatarty
sig. [11]

¢ infekcja wirusem Epsteina —Barra (EBV)

Wirus EBV bierze udziat w rozwoju wielu nowotworow cztowieka, w tym migdzy innymi czgsci
rakoéw zotadka. Raki te maja zazwyczaj charakterystyczny obraz histologiczny: naciek nisko- lub
niezréznicowanego nowotworu przepojony jest obfitym, nienowotworowym naciekiem
limfocytarnym, stad nazwa — ,,lymphoepithelioma-like carcinoma” [80] - w ponad 80% rakow
zoladka o takiej prezentacji histologicznej mozna wykaza¢ obecno$¢ wirusa EBV. [81] Ponadto w
6-9% gruczolakorakow Zotadka o klasycznej prezentacji histologicznej mozna wykaza¢ obecnos¢
powyzszego wirusa. [81] W grupie przebadanych w naszym zaktadzie przypadkow rakow zotadka o
prezentacji nie odpowiadajacej typowemu rakowi ,,lymphoepithelioma-like carcinoma” 12,5%
rakow wykazywato w hybrydyzacji in situ pozytywny odczyn na obecnos¢ RNA wirusa EBV. [82]
Doktadny mechanizm karcinogennego dzialania wirusa EBV na blong $luzowa zotadka nie zostat
jeszcze wyjasniony.

¢ radioterapia w mtodym wieku

Osoby leczone w mtodosci z powodu chloniakéw przy pomocy naswietlan potaczonych z
chemioterapia w wieku pdzniejszym statystycznie czgsciej choruja na raka zotadka. Wskazuje to na
potencjalna rol¢ naswietlan w procesie karcinogenezy.

o kikut po usunigciu czgsci zotadka

Po operacyjnym usunigciu czgsci zotadka w pozostawionym kikucie dochodzi do rozwoju
przewlektego, zanikowego zapalenia btony $luzowej zotadka prowadzacego do zaniku btony
sluzowej, a nastgpnie metaplazji 1 dalej metaplazji z cechami dysplazji. Cechy zapalenia
zanikowego w kikucie mozna obserwowac juz w kilka miesigcy po wykonaniu operacji. Uwaza sig,
iz istnieje 3-5 razy zwigkszone ryzyko rozwoju raka w pozostawionym kikucie Zotadka po
wczesniejszej operacji, przy czym rozwoju raka w kikucie nalezy spodziewac si¢ wiele lat pdzniej
(15-20 lat) [2] w okolicy zespolenia. [1] Resekcja czesci zotadka u mlodego cztowieka (przed 45r.
zycia) jest obarczona wyzszym ryzykiem rozwoju raka niz resekcja w wieku pdzniejszym. Ryzyko
rozwoju raka jest tym wigksze, im wigcej czasu uptynglo od poprzedniej operacji. [83]
Rownoczesne z resekcja wykonanie wagotomii przyspiesza rozwdj raka, wskazujac iz obnizenie
wydzielania soku Zotadkowego wzmacnia niekorzystne wpltywy innych, np. $rodowiskowych
czynnikow bioracych udziat w patogenezie raka zotadka. Bezposrednia przyczyna zapoczatkowania
w kikucie zotadka procesu przewlektego, zanikowego zapalenia blony §luzowej jest zapewne

wytworzenie nowych stosunkow anatomicznych umozliwiajacych zarzucanie tresci jelitowej
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zawierajacej z6I¢ do pozostawionej czesci zotadka. Dochodzi réwniez do zmiany flory bakteryjnej
tak w kikucie zotadka, jak 1 w poczatkowym odcinku jelita cienkiego.

e alkohol 1 papierosy

Nie ma zgodnosci co do wplywu papierosoOw na wzrost ryzyka rozwoju raka zotadka. W
wigkszos$ci krajow czgsto$¢ zachorowan na raka zotadka konsekwentnie, acz powoli maleje w ciagu
ostatnich kilkudziesigciu lat, podczas gdy ilos¢ wypalanych papieroséw zwigksza sig.
Wskazywatoby to na brak zwiazku pomig¢dzy paleniem a wzrostem ryzyka zachorowania na raka
zotadka. Zauwazono natomiast, iz czgsto$¢ wystepowania raka zotadka u palacych papierosy
pracownikow kopaln weggla kamiennego w Ameryce jest wyzsza niz w calej populacji
amerykanskiej. Nie ma jednak pewnosci, czy czynnikiem odpowiedzialnym za powstanie raka byto
wieloletnie narazenie na skladnikami pylu weglowego, palenie papierosOw czy niski status
socjoekonomiczny powyzszej grupy ludnosci. Wydaje si¢ takze, iz picie alkoholu nie ma zwiazku z
rozwojem raka zoladka. [64,84]

e kontakt z azbestem

Wsroéd nowotwordw, ktorych rozwdj wiazany jest z kontaktem z azbestem niektorzy autorzy

wymieniaja rowniez raka zotadka, cho¢ zwiazek ten nie jest pewny.

e Najczesciej stosowane podziaty 1 klasyfikacje raka zotadka

Raki zotadka mozemy klasyfikowaé na podstawie obrazu makroskopowego, jaki tworzy nowotwor
w S$cianie zotadka lub na podstawie cech histologicznych nacieku nowotworu ocenianych przy
uzyciu mikroskopu.

Do oceny typu makroskopowego zaawansowanego raka zotadka stuzy klasyfikacja Bormanna. W
oryginalnej wersji opublikowanej w roku 1926 zaproponowano cztery makroskopowe formy: rak o
typie polipa, rak grzybiasty, rak owrzodzialy i rozlany naciek w $cianie zotadka bez tworzenia guza
nazwane odpowiednio typem 1-4 wg Bormanna. Klasyfikacje do grup 1-4 wg Bormanna
przeprowadzamy po otworzeniu usunig¢tego chirurgicznie zotadka na podstawie ogladania obecnej
w $cianie zmiany. W 1981 klasyfikacja Bormanna zostata poszerzona o tzw. typ 0. [85] Jest to rak,
ktory bez wzgledu na obraz makroskopowy w $cianie zotadka, nie nacieka glebiej niz blona
podsluzowa i jest okre§lany mianem ,,raka wczesnego™. Zakwalifikowanie przypadku do tzw. grupy
0 wg Bormanna mozliwe jest, inaczej niz to ma miejsce w przypadku pozostatych typdéw, dopiero
po doktadnym obejrzeniu i szczegdtowej ocenie mikroskopowej licznych wycinkéw tkankowych

pobranych ze zmienionego obszaru $ciany zotadka.
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Z morfologicznego punktu widzenia raki zoladka sa grupa niezwykle heterogenna. [86,87] Ta
wyjatkowa zmienno$¢ obrazow histologicznych zaowocowala powstaniem wielu odrgbnych
klasyfikacji histologicznych. [2] Najstarsza, najlepiej znana i najpowszechniej uzywana klasyfikacja
histologiczna rakéw zotadka jest tzw. klasyfikacja Laurena, zaproponowana w roku 1965. [22]
Klasyfikacja ta opiera si¢ na rdwnoczesnej ocenie cech architektonicznych nacieku raka oraz cech
cytologicznych pojedynczych komorek. W oryginalnym artykule autor wyodrgbnit dwa typy rakow
zoladka: jelitowe 1 rozlane. 14% przypadkow nie spetniato kryteriow zadnej z powyzszych grup i
zostalo okreslone mianem ,raki niesklasyfikowane”. Pozniej zaproponowano dodanie trzeciej
kategorii nazwanej: raki mieszane. Zawiera ona w sobie te przypadki, w ktorych wystepuja obydwa
powyzsze utkanie mniej wigcej] w réwnych proporcjach. W powyzszej klasyfikacji nie znajduja
umiejscowienia raki o catkowicie litym typie wzrostu (ang. solid carcinoma). Czg$¢ autoréw
okresla je mianem: ,,rak niesklasyfikowany”. Lauren, wyodrgbniajac grupg tzw. rakow jelitowych,
opart si¢ gtéwnie na ich cesze morfologicznej jaka jest tworzenie struktur gruczotowych, a co za
tym 1idzie upodabnianie si¢ nacieku raka do blony Sluzowej jelita. Cechami charakterystycznymi
rakow tzw. rozlanych wg Laurena sa: sposob wzrostu i naciekania nowotworu oraz cechy
cytologiczne poszczego6lnych komoérek. Podziat Laurena nie ma znaczenia rokowniczego, znajduje
jednak odbicie w réznicach epidemiologicznych rakow w poszczegdlnych grupach. [22,88] Ze
wzgledow historycznych oraz z powodu najszerszego jej rozpowszechnienia 1 wzglednej tatwosci
przeprowadzania podzialu w wigkszo$ci prac 1 opracowan klasyfikacja Laurena jest baza wyjsciowa
dla dalszych podziatow 1 poréwnan.

W 1992 Goseka i wsp. opublikowali pracg, w ktorej zaproponowali nowy podzial histologiczny
rakow zotadka, nazwany pozniej klasyfikacja Goseki. [89] Opiera si¢ ona na ocenie dwu
parametréw: tendencji do tworzenia struktur gruczotlowych w obrgbie nacieku raka oraz obecnosci
Sluzu w cytoplazmie komorek raka. Zaleta tego podziatu jest jasno$¢ kryteriow pozwalajacych
przypisa¢ przypadek do danej grupy, a w konsekwencji tatwo§¢ w dokonaniu podzialu oraz
relatywnie wysoka powtarzalnos¢ wynikow, kiedy ocena dokonywana jest przez kilku niezaleznych
oceniajacych. [90] Klasyfikacja Goseki ma znaczenie prognostyczne u pacjentdéw poddanych
potencjalnie leczniczemu zabiegowi operacyjnemu. [89] Raki nie zawierajace S$luzu
wewnatrzkomorkowego (grupa I oraz IIT) rokuja lepiej niz te bogate w $luz wewnatrzkomoérkowy
(grupa II oraz 1V). Klasyfikacja Goseki pozwala takze przewidzie¢ najbardziej prawdopodobna
droge rozsiewu raka: raki zakwalifikowane jako typ I cze$ciej rozsiewaja si¢ droga krwiono$na
dajac przerzuty w narzadach odlegtych, podczas gdy raki typu IV wg Goseki czg$ciej naciekaja

struktury okoliczne, zajmujac otrzewna oraz blizsze i dalsze wezty chtonne. [90].
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Klasyfikacja opisowa wg WHO [6] zaklada podzial nowotworéw zlosliwych pochodzenia
nablonkowego (rakow zoladka) na pie¢ kategorii:

gruczolakoraki (adenocarcinoma)

raki ptasko-gruczotowe (adenosquamous carcinoma)

raki ptaskonabtonkowe (squamous cell carcinoma)

raki drobnokomérkowe (small cell carcinoma)

o A »h -

raki niezréznicowane (undifferentiated carcinoma)

Cztery ostatnie typy rzadko wystgpuja w zotadku w formie czystej, nieco czgs$ciej mozna natomiast
znalez¢ obszary odpowiadajace ktoremu$ z powyzszych utkan w obrgbie raka o innym
dominujacym obrazie histologicznym. Wsrod rakéw gruczotowych wyrdzniono cztery warianty wg
WHO:

¢ raki typu cewkowego (tubular adenocarcinoma)

¢ raki typu papilarnego (papillary adenocarcinoma)

¢ raki §luzowe (mucinous carcinoma)

¢ raki sygnetowatokomorkowe (signet-ring cells carcinoma)

W ostatecznym okresleniu typu histologicznego raka wg WHO bierze si¢ pod uwage dominujace
utkanie w ocenianych wycinkach lub wymienia kilka z nich, jesli sa one podobnie rozlegle
reprezentowane. [6] ,,Czystego” raka Sluzowego oraz ,,czystego” raka sygnetowatokomoérkowego
rozpoznajemy, gdy odpowiednie utkanie stanowi ponad 50% cato$ci danego nowotworu. [2]
Podzial Minga [91] nalezy do tzw. klasyfikacji patobiologicznych. Na podstawie oceny charakteru
wzrostu nowotworu, wzajemnych ukladéow komorek 1 wygladu granicy nacieku wyodrgbniono
podtyp raka o wzroscie naciekajacym oraz podtyp o wzro$cie rozprgzajacym. W wielu przypadkach
podtyp rozprgzajacy wg Minga pokrywa si¢ z rakiem jelitowym wg Laurena, a podtyp naciekajacy
wg Minga pokrywa si¢ z rozlanym wg Laurena.

Niezaleznie od nadania kazdemu przypadkowi raka nazwy zgodnie z kryteriami przyjetymi dla
danej klasyfikacji ocenia sig¢ rowniez tzw. stopien zroznicowania nowotworu - G (ang. grading). [6]
Jest to skodyfikowana ocena tego, jak bardzo struktura nacieku nowotworu odbiega od prawidlowe;j
tkanki, z ktorej si¢ on wywodzi. Nowotwory wyraznie przypominajace tkanke, z ktorej sig
wywodza okres§lamy mianem wysokozroznicowanych (ang. well differentiated) i przypisujemy im
symbol G1. Nowotwory bardzo znacznie odbiegajace od struktury tkanki, z ktorej si¢ wywodza
okreslamy mianem niskozréznicowanych (ang. poorly differentiated) i opisujemy symbolem: G3.

Nowotwory o posrednim typie zroznicowania tworza kategori¢ okreslang mianem: G2.
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W przypadku raka zotadka symbolem G1 okreslimy raki zbudowane w ponad 95% ze struktur
gruczolowych, symbolem G3 — raki, w ktérych mniej niz 50% utkania stanowia struktury
gruczotowe. [2,6] Wigkszos¢ rakow typu jelitowego wg Laurena miesci si¢ w kategoriach: G2 lub
G1, podczas gdy przewazajaca czg$¢ rakow typu rozlanego wg Laurena odpowiada kategorii G3.
Raki sygnetowatokomorkowe sa z definicji zaliczane do kategorii G3.

W 1995 roku zaproponowana zostala tzw. ,,nowa klasyfikacja wg Carneiro”, wyrdzniajaca cztery
podtypy raka zotadka: gruczotowy, lity, zlozony z izolowanych komorek i1 mieszany. [87]
Klasyfikacja ta posiada wedlug autorow niezalezna warto$¢ prognostyczna: raki mieszane rokuja
znacznie gorzej od rakow ztozonych w catosci lub w dominujacym procencie z jednego utkania.
Podtypy: gruczolowy 1 zlozony z izolowanych komorek w wigkszosci odpowiadaja typowi
jelitowemu 1 rozlanemu wg Laurena. Z podgrupy, ktéra Lauren poczatkowo nazwal rakami
niesklasyfikowanymi powstaty dwa podtypy: raki lite i raki mieszane. [86,87]

W roku 2004 zaproponowano kolejny podzial rakéw zotadka nazwany klasyfikacja SNH (ang. S-
site, N-nodes, H- histopathology), opierajacy si¢ na ocenie trzech kryteriow: lokalizacji guza, stanu
weztow chlonnych oraz cech histopatologicznych, do ktorych naleza typ wzrostu raka i obecnosé
$luzu wewnatrz komorek raka. [92] Podziat ten zostal zaprezentowany na XVI Zjezdzie Polskiego
Towarzystwa Patologicznego we Wroctawiu. Ta nowa, kliniczno-patologiczna klasyfikacja posiada
wedtug autordéw istotna statystycznie wartos¢ rokownicza.

Poza wyzej wymienionymi zaproponowano wiele innych klasyfikacji rakéw zotadka, nie wszystkie
jednak znalazty szeroka akceptacj¢ srodowiska lekarskiego. Do innych, czg$ciej uzywanych naleza:
zaproponowana w 1972 roku klasyfikacja Mulligana opierajaca si¢ na ocenie cech cytologicznych
komorek nowotworowych, bez wzgledu na uktady, jakie te komoérki tworza [93], klasyfikacja Kubo
[94] z 1971 roku wyrozniajaca trzy podtypy raka zotadka, klasyfikacja Jassa [95] zaproponowana w
1980 roku, tworzona na podstawie wspolnej analizy cech klasyfikacji Minga 1 Laurena. Ponadto
istnieja liczne 1 niejednokrotnie bardzo skomplikowane, posiadajace wiele podgrup podzialy

stworzone przez patomorfologdéw japonskich.

e Funkcja E-kadheryny oraz rola ECCU w progresji nowotworow

Prawidlowy rozwdj danej tkanki podczas embriogenezy, pézniejsze utrzymanie jej architektoniki,
zapewnienie wilasciwego przylegania miedzykomoérkowego i, co si¢ z tym laczy, sprawnej
sygnalizacji pomigdzy komorkami realizuje si¢ dzigki tzw. czasteczkom przylegania komérkowego
(cell adhesion molecules = CAMs). W zaleznosci od budowy powyzszych czasteczek dzielimy je na
cztery duze rodziny: selektyny (typy: E — obecne na komdrkach §rdédbtonka, P — na ptytkach krwi, L
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— na leukocytach), integryny (obecne na wielu komorkach, przede wszystkim leukocytach),
kadheryny (wystepujace na komodrkach nablonkowych i nienabtonkowych) oraz tzw. rodzing biatek
podobnych do immunoglobulin [ang. ,,immunoglobulin supergene family”’]-obecne na komorkach
$rodbtonkéw naczyn. [96]

E-kadheryna to wapniozalezna, przezblonowa glikoproteina obecna w tkankach nabtonkowych,
nalezaca obok mig¢dzy innymi N-kadheryn i P-kadheryn do duzej rodziny kadheryn. Znana jest
rowniez pod nazwami: Uvomorulina, L-CAM, cell-CAM 120/80 lub Arc-1. [97] E-kadheryna wraz
z kolejnymi biatkami: o, f oraz y kateninami oraz biatkiem p120°" tworzy uktad funkcjonalny
zwany jednostka E-kadherynowo-kateninowa (ECCU). [98] Powyzszy kompleks odpowiada za
utrzymanie prawidlowej architektoniki tkanki nabtonkowej oraz umozliwia procesy przylegania
pomiedzy jej komorkami. [99,100] Zaburzenie prawidlowego przylegania pomigdzy komorkami
moze zaowocowaé utrata hamowania kontaktowego dotyczacego proceséw wzrostu oraz
doprowadzi¢ do uniezaleZnienia si¢ komoérek od sygnatéw kontrolujacych procesy proliferacyjne, w
szczegolnosci odpowiedzialnych za sterowanie cyklem komoérkowym.[99] Oslabienie procesow
przylegania migdzykomorkowego moze sprzyja¢ oddzielaniu si¢ pojedynczych komorek od ogniska
pierwotnego 1 tym samym stworzy¢ warunek konieczny do zapoczatkowania powstawania
przerzutow odlegtych. [101] E-kadheryna odgrywa ponadto rolg w poczatkowym okresie rozwoju
osobniczego w procesach organo- i1 morfogenezy. [99,102] Bierze takze udzial w procesie
sygnalizacji pomigdzy komorkami nabtonka. [102] Zmiany ekspresji E-kadheryny w uszkodzonej
tkance podczas gojenia rany umozliwiaja sprawny przebieg procesOw naprawczych. [103]
E-kadheryna kodowana jest przez gen CDHI, polozony na dlugim ramieniu chromosomu 16
(16g22.1), sktadajacy si¢ z 16 eksonoéw. [98,104] Gen ten jest uwazany za gen SUpresorowy
procesow: onkogenezy [105] oraz inwazji nowotworowej. [106] FEksony 1-12 koduja
pozakomorkowa cze$¢ biatka, ekson 13 1 czg§¢ 14 fragment $rodblonowy, pozostate: czgsé
cytoplazmatyczng biatka E-kadheryny. [34]. Produkt genu CDHI to biatko o cigzarze 120 kDa,
sktadajace si¢ z trzech odmiennych funkcjonalnie odcinkow. Krotki, srodbtonowy fragment biatka
E-kadheryny zapewnia jego umocowanie w obrgbie btony komorkowej komoérki nablonkowe.
Czg$¢ wewnatrzeytoplazmatyczna biatka odpowiada za bezposrednie taczenie z kolejnymi biatkami
zwanymi kateninami. [106] Najczesciej E-kadheryna faczy si¢ bezposrednio z B - katening. Jest to
biatko o cigzarze 92kDa, kodowane przez gen CTNNBI potozony na ramieniu krétkim
chromosomu trzeciego (3p). [107] Rzadziej miejsce B-kateniny zajmuje y-katenina, nazywana takze
plakoglobina. [108] Jest to biatko o cigzarze 83kDa kodowane na ramieniu dlugim chromosomu

jedenastego (11q). [97] B- badz y-katenina tacza si¢ nast¢pnie z kolejnym biatkiem: o-katening —
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bialkiem o cigzarze 102kDa kodowanym przez gen CTNNAI lezacy na ramieniu diugim
chromosomu piatego (5q). [107] Gen CTNNAI uwazany jest za gen supresorowy procesow inwazji.
[109] Taki uktad zapewnia wytworzenie S$cistego polaczenia scalajacego nie tylko btony
komoérkowe, lecz takze cytoszkielety aktynowe sasiadujacych ze soba komodrek nabtonkowych.
[107,110] Dodatkowo w miejscu potaczenia E-kadheryny z [-katenina zaczepione jest kolejne
biatko: p120°" , bedace substratem kinazy tyrozynowej. [111] Czg$¢ pozakomorkowa biatka E-
kadheryny sklada si¢ z pigciu powtarzajacych si¢ domen, z ktorych kazda zbudowana jest z okoto
110 aminokwasow. W obrgbie kazdej domeny znajduje si¢ miejsce zapewniajace przylaczenie
czasteczki wapnia oraz wystgpuje motyw HAV (Histydyna-Arginina-Valina), odpowiadajacy za
powstawanie homodimeréw E-kadheryny na powierzchni komoérek nabtonka. [98,110] Miejsce
odpowiedzialne za przylaczanie czasteczki wapnia w obrgbie E-kadheryny kodowane jest przez
ekson 8 1 9 genu CDHI. [112] Dimery E-kadheryny w lezacych naprzeciw siebie komorkach
nablonkowych zespalaja si¢ na zasadzie ,,zamka blyskawicznego”. Powstawanie powyzszych
potaczen zalezne jest od pozakomorkowego poziomu wapnia. [97] E-kadheryna dziala wigc w
uktadach dimerowych, w potaczeniu z a, B, y kateninami oraz podobnym do katenin biatkiem
p120ctn [101], a powstajacy w ten sposob wapniozalezny uktad funkcjonalny ECCU odgrywa
pierwszoplanowa rol¢ w zapewnieniu adhezji migdzykomdrkowej 1 utrzymaniu prawidtowej
struktury tkanki nabtonkowej. Poza wytwarzaniem homodimerowych potaczen pomigdzy
czasteczkami E-kadheryny moga tez powstawal pofaczenia E-kadheryny z innymi biatkami
nalezacymi do rodziny czasteczek przylegania komoérkowego (CAMs), na przyktad z integrynami
obecnymi na powierzchni limfocytow. [106]

Na dlugim ramieniu chromosomu 16 znajduja si¢ takze geny kodujace dalsze, nienablonkowe
bialka nalezace do rodziny kadheryn: N- kadheryng, P- kadheryng i kadheryng-11. W trakcie
progresji procesu nowotworowego obserwujemy coraz wigksze zmiany w prawidtowej strukturze
tkanki nabtonkowej oraz zaburzenia adhezji migdzykomorkowej. Powyzsze procesy uzaleznione sa
takze czesciowo od modulacji czyli inaczej tzw. ,,przetaczania ekspresji” biatek z rodziny kadheryn
(ang. ,,cadherin switching”) w trakcie progresji procesu nowotworowego. [107,109]

Nie mniej istotna od E-kadheryny rolg¢ w uktadzie ECCU odgrywa -katenina, ktdra nie tylko bierze
udziat w zapewnieniu przylegania migdzykomorkowego, lecz takze jest kluczowym elementem
tego uktadu w procesie sygnalizacji migdzykomoérkowej. [106] W prawidlowych warunkach
wigkszo$¢ [B-kateniny wystgpuje w formie zwiazanej, stanowiac czg$¢ uktadu ECCU. Poziom
wolnej B-kateniny w cytoplazmie komorki utrzymywany jest na statym, niskim poziomie. Nie

wlaczona do kompleksu ECCU f-katenina jest w znacznej czg$ci wylapywana, fosforylowana i
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ostatecznie degradowana przez uktad: APC - kinaza GSK-3B - aksyna. [107,108] Zaburzenie
degradacji wolnej B-kateniny np. na skutek mutacji w genie APC lub zablokowania aktywnosci
kinazy GSK-3f po aktywacji szlaku Wnt doprowadza do akumulacji wolnej p-kateniny w
cytoplazmie komorki. [113] Tak nagromadzone biatko przemieszczane jest poprzez uklad
proteasoméw w obreb jadra komorkowego. Tu [-katenina bezposrednio pobudza czynniki
transkrypcyjne: Lef-1 1 Tcf-4 [113], ktore aktywuja kolejne geny odpowiedzialne za regulacje
procesow proliferacji komorkowej oraz apoptozy. Sa to przede wszystkim gen kodujacy: cykling
D1 wplywajaca na przebieg cyklu komoérkowego oraz onkogen c-myec. [97,114] Ponadto pobudzany
jest gen MMP7 kodujacy metaloproteinaze 7 oraz gen gastryny. [107] Przedostanie si¢ na teren
jadra komorkowego y-kateniny powoduje pobudzenie tych samych czynnikéw proliferacyjnych.
Okoto 60%, tak sporadycznych jak i germinalnych, mutacji dotyczacych genu APC w rakach jelita
grubego ma miejsce w okolicy 5’ konca genu APC skutkujac powstaniem skroéconego produktu,
ktory nie traci mozliwosci przytaczania wolnej -kateniny, jednak jest pozbawiony mozliwosci jej
degradacji. [98] Podobne mutacje genu APC maja tez miejsce w czesci przypadkéw raka zotadka.
Akumulacja wolnej B-kateniny w cytoplazmie komorki z jej przemieszczeniem si¢ w obreb jadra i
w efekcie zapoczatkowaniem procesOw podzialowych rozpoczyna si¢ rowniez w przypadku
zaktywowania szlaku Wnt. Po aktywacji szlaku Wnt dochodzi do pobudzenia dalszych biatek (np.
biatka Dsh), ktére hamuje aktywnos$¢ kompleksu aksyna-GSK3[, zwalniajac tym samym proces
fosforylacji 1 degradacji wolnej B-kateniny. Aktywno$¢ B-kateniny i jej zdolno$¢ do taczenia sig z
E-kadheryna jest dodatkowo modyfikowana przez liczne receptory o aktywnosci kinazy
tyrozynowej oraz fosfatazy, migdzy innymi EGFR, HGFR a takze onkogen c-erbB2 i c-met. [108]
Komorki prawidlowej tkanki nabtonkowej charakteryzuje silna adhezja migdzykomoérkowa oraz
silna, blonowa ekspresja E-kadheryny. Ekspresja ta wystepuje we wszystkich, nienowotworowych
nablonkach bez wyjatku 1 dotyczy wszystkich komodrek danego nabtonka. [41,99,115]
Nowotworowe  komoérki  pochodzenia  nabtonkowego  wykazuja  obnizona  adhezjg
mi¢dzykomodrkowa. [97] Poprawnie funkcjonujacy uktad ECCU konieczny jest do utrzymania
prawidlowego przylegania migdzykomorkowego pomigdzy komorkami danego nabtonka. Utrata
lub ostabienie funkcji przylegania migdzykomorkowego zwigzanego z nieprawidlowo$ciami
dziatania tego uktadu wydaja si¢ by¢ istotnym elementem w patogenezie wielu nowotwordéw
ztosliwych pochodzenia nabtonkowego (rakow), migdzy innymi raka zoladka. [99] Liczne
doniesienia wskazuja, iz w wielu rakach, zwlaszcza tych nisko zréznicowanych dochodzi do
ostabienia lub utraty ekspresji biatka E-kadheryny [115-119], co laczy si¢ z pogorszeniem
rokowania. [112,120] Utrata zaleznej od E-kadheryny funkcji przylegania migdzykomdrkowego
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umozliwia oddzielanie si¢ pojedynczych komorek nowotworowych od ogniska pierwotnego. [101]
Zapoczatkowuje to proces przemieszczania si¢ komorek nowotworowych do miejsc odleglych, co
stanowi warunek konieczny powstania przerzutow. [101] Immunoreaktywnos¢ E-kadheryny w
rakach rozlegle i szybko przerzutujacych jest mniejsza niz w rakach o mniejszym potencjale do
dawania przerzutow. [121] Utrata przylegania miedzykomorkowego wyzwala takze komorki spod
wplywu sygnatéw hamowania kontaktowego czy dotyczacych procesow proliferacji 1 umozliwia
wytamanie si¢ komorki spod kontroli sygnatow dotyczacych proceséw wzrostu. [122]

Wylaczenie funkcji uktadu ECCU moze nastapi¢ na drodze genetycznej lub epigenetycznej. [123]
Opisano liczne mutacje obecne w genie kodujacym E-kadheryng. Moga to by¢ np. mutacje
punktowe, ktore zmieniaja sens odczytu albo doprowadzaja do powstania skréconego produktu
biatkowego poprzez przedwczesne pojawienie si¢ kodonu ,,STOP” — sa to tzw. mutacje skracajace
(ang. ,truncating mutations”). Rzadziej w raku Zotadka pojawiaja si¢ duze katastrofy genowe
skutkujace utrata catego locus w miejscu genu CDHI na chromosomie 16. Nieprawidtowosci
stwierdzane w genie CDHI moga mie¢ charakter mutacji somatycznych, nabywanych w trakcie
zycia komorki 1 dotyczacych jedynie komorek nowotworu lub mutacji zarodkowych
(germinalnych), kiedy to zmiana obecna jest we wszystkich komorkach organizmu danego chorego
1 moze by¢ przekazywana nastgpnym pokoleniom. Mutacje germinalne genu CDHI wylaczajace
funkcje produktu biatkowego genu opisano w rozlanych, wystgpujacych rodzinnie rakach Zzotadka
charakteryzujacych si¢ wczesnym poczatkiem, zazwyczaj przed 40 rokiem zycia 1 fatalnym
przebiegiem, okre$lanych mianem  ,dziedzicznych rozlanych rakéw zoladka” — HDGC.
[28,31,34-37,70,72] Utrata funkcji ECCU jest w tych przypadkach zjawiskiem wczesnym i
kluczowym dla zapoczatkowania procesu nowotworzenia w zotadku. Ryzyko rozwoju raka zotadka
u cztonkdéw danej rodziny bedacych nosicielami mutacji w genie CDH1 jest tak wysokie (wynosi
okoto 70-80% [71]), iz usprawiedliwia wykonanie profilaktycznej gastrektomii, takze w
przypadkach, gdy btona $luzowa zotadka w kolejnych badaniach endoskopowych nie wykazuje
zadnych stwierdzanych makroskopowo zmian. [28,36,37]

Dalszym powodem zaburzenia funkcji uktadu ECCU moga by¢ mutacje w genie kodujacym f3-
katening, skutkujace najczgsciej powstaniem nieprawidlowego biatka, ktére nie jest przytaczane
przez uktad APC-aksyna-GSK-3[3 i nie moze by¢ w zwiazku z tym fosforylowane i degradowane.
[124] W hodowlach komoérkowych linii komoérek rakéw zotadka stwierdzono takze obecno$¢
mutacji w genie kodujacym B-katening, ktora powodowata przedwczesne zakonczenie syntezy
biatka B-kateniny i powstanie skroconego produktu pozbawionego obszaru odpowiadajacego za

przytaczanie a-kateniny. [97]
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Poza mechanizmami genetycznymi wylaczenie funkcji kompleksu ECCU moze nastapi¢ na skutek
zdarzen epigenetycznych —np. zmiany w domenie regulacyjnej genu lub hipermetylacji obszaréw
CpG w obrebie promotora genu E-kadheryny. [116,118,123] Efektem powyzszych jest zaburzenie
produkcji biatka, mozliwe do wykazania przy pomocy badan immunohistochemicznych.
Hipermetylacja promotora moze dotyczy¢ jednego lub obydwu alleli genu CDHI. Moze
wystgpowac¢ samodzielnie lub towarzyszy¢ mutacjom obecnym w pierwszym allelu genu. Zjawisko
hipermetylacji promotora genu CDHI jest najczestszym mechanizmem odpowiadajacym za
wylaczenie drugiego allelu powyzszego genu w przypadkach obecnosci germinalnej mutacji w
allelu pierwszym 1 stanowi tzw. drugie uderzenie (ang. ,,second hit”) ostatecznie wylaczajace
funkcj¢ genu CDHI w zespole dziedzicznego, rozlanego raka zotadka. Hipermetylacja promotora, a
nie mutacje w genie CDH1 jest wg niektorych badaczy najczestszym zjawiskiem odpowiedzialnym

za wystapienie nieprawidtowej ekspresji biatka E-kadheryny w rakach Zotadka. [116,125]

e Rola angiogenezy w procesie wzrostu 1 rozsiewu nowotworu

Angiogeneza, czyli formowanie nowych naczyn krwiono$nych, jest zjawiskiem bioracym udziat w
procesach rozwojowych; w czasie organo i morfogenezy. W warunkach prawidlowych nie
wystgpuje jednak w obrgbie dojrzatych tkanek w dorostym organizmie - wyjatkiem sa procesy
gojenia ran oraz organizacji wysigku zapalnego. Angiogeneza jest ponadto zjawiskiem kluczowym
dla rozwoju, wzrostu oraz rozsiewu proceséw nowotworowych. [126] Najwazniejszymi czynnikami
bioracymi udzial w stymulacji procesu angiogenezy sa  czynniki wzrostu $rodblonkow
naczyniowych (VEGFs), ich receptory (VEGFRs) oraz  angiopoetyny (Ang.) [127] Poza
czynnikami oddzialywujacymi w sposob specyficzny na §rodbtonki w procesie angiogenezy biora
tez udzial inne, mniej wazne czynniki, np. czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF), transformujacy
czynnik wzrostu B (TGF-B) oraz czynniki wydzielane przez makrofagi. Ekspresja VEGFs jest
indukowana w stanach niedotlenienia oraz przez niektére onkogeny, np. onkogen Ras. [128]
Angiogeneza moze tez zosta¢é pobudzona w nastgpstwie obnizenia poziomu czynnikow
antyangiogenetycznych takich jak np. trombospondyna, ktérej poziom zalezny jest migdzy innymi
od stanu genu p-53. Inaktywacja genu p-53 powoduje obnizenie poziomu trombospondyny, co
skutkuje nasileniem angiogenezy. [3]

Jedynie bardzo niewielkie guzy, nie przekraczajace 1-2 milimetrow $rednicy moga oby¢ si¢ bez
wlasnej sieci naczyn krwiono$nych zaopatrujacych je w substancje odzywcze. [128] Dalszy wzrost
nowotworu zalezny jest od wyksztatcenia odpowiedniej sieci naczyn umozliwiajacej adekwatne do

rosnacej masy guza dostarczanie substancji odzywczych. Poza funkcjami odzywczymi bogata sie¢
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naczyniowa zdaje si¢ umozliwiaé proces rozsiewu odleglego nowotworow: cienkoscienne,
niedojrzale naczynia o niekompletnej blonie podstawnej [129] stwarzaja komodrkom
nowotworowym mozliwo$¢ przedostania si¢ do krazenia i przemieszczenia wraz z krwia do miejsc
odleglych od ogniska pierwotnego. W nowym miejscu ponownie wzrost przerzutu zalezny jest od
wytworzenia odpowiednio ggstej sieci naczyniowej.  Zdolno$¢ tkanki nowotworowej do
indukowania powstawania w jej obrgbie nowych naczyn krwionos$nych oraz nasilenie tego procesu
maja wigc znaczenie dla przebiegu procesu nowotworowego. W przypadku niektorych
nowotwordw (np. raka sutka) nasilenie procesu angiogenezy jest niezaleznym czynnikiem
rokowniczym. [130] Doniesienia dotyczace istotnosci procesOw angiogenezy w przypadku raka

zotadka nie sa jednoznaczne. [131,132]

e Rola wybranych czynnikdéw regulujacych proces apoptozy

Jednym z kluczowych mechanizméw kontrolujacych ,,jako§¢” komoérek w organizmie cztowieka
jest proces apoptozy. Zaburzenia przebiegu lub kontroli tego procesu wynikajace z zachwiania
rownowagi pomig¢dzy czynnikami pro- i1 antyapoptotycznymi moga doprowadzi¢ zaréwno do
przedtuzenia, jak 1 skrocenia czasu zycia komorek. Przedluzenie zycia komorki sprzyja
kumulowaniu si¢ w niej kolejnych mutacji, ktore, jesli nie zostana naprawione, moga wprowadzi¢
komorke na droge karcinogenezy. Zaburzenie réwnowagi pomigdzy biatkami pro- i
antyapoptotycznymi utrudnia tez eliminowanie tych komorek, w ktorych doszto do utrwalenia sig
nieprawidtowosci na poziomie DNA. Ekspresja surviviny doprowadza do przedhuzenia zywotnosci
komorek w czasie progresji nowotworu oraz umozliwia komorkom nowotworowym zdobycie
odpornosci  na  chemioterapeutyki  (uniknigcie  cytotoksycznego  wptywu  lekow
przeciwnowotworowych).

Za hamowanie procesu apoptozy odpowiada rodzina biatek inhibitorowych zwanych IAP (inhibitor
of apoptosis family), ktore modyfikuja aktywno$¢ enzymoéw wykonawczych procesu apoptozy,
gléwnie kaspaz i pro-kaspaz. W roku 1997 opisano nowy gen oraz biatko nalezace do rodziny IAP
nazwane survivina. [133] Gen surviviny lezy na dtugim ramieniu chromosomu 17 (17q25) [133],
sktada si¢ z trzech introndw i czterech eksonow i koduje biatko o cigzarze 16,5kDa, zbudowane ze
142 aminokwasow. [134] Survivina determinuje podatno$¢ komorki na sygnaly proapoptotyczne
[135] 1 dzigki hamowaniu aktywno$ci proteaz wykonawczych procesu apoptozy: kaspazy 3 i
kaspazy 7 sprawia, iz komorka staje si¢ niewrazliwa na sygnaly kierujace ja na droge
programowanej $mierci. [136] W przeciwienstwie do innych biatek rodziny IAP survivina zawiera

tylko jeden motyw BIR (baculovirus IAP repeat), lezacy przy N-koncu biatka, odpowiadajacy za
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bezposrednie przylaczanie i modyfikowanie aktywno$ci kaspaz oraz nie posiada domeny
odpowiedzialnej za przytaczanie cynku (tzw. ,,RING finger”). [133] W warunkach prawidtowych
survivina jest obecna w tkankach ptodowych podczas rozwoju embriogenetycznego (np. w nerkach,
watrobie, plucach), natomiast nie wystgpuje w dojrzatych tkankach organizmu cztowieka, [133,137]
wyjatek stanowi tozysko i grasica. [133] Jej ekspresja pojawia si¢ takze w licznych nowotworach
pochodzenia nabtonkowego, przede wszystkim rakach gruczotowych np. ptuca, jelita, zotadka,
prostaty, trzustki, sutka, [135,138] a takze niektorych chioniakach. [136] Opisano pojawienie si¢
pozytywnego odczynu w nienowotworowe] btonie $luzowej zotadka pobranej w sasiedztwie raka
zotadka, ktorego komorki byty survivino-pozytywne. [137] W 1999 roku opisano dwa dodatkowe
warlanty surviviny, réznigce si¢ wlasciwosciami regulacyjnymi w stosunku do procesu apoptozy:
survivina AEx3, pozbawiona eksonu 3, o silnych wiasnos$ciach antyapoptotycznych oraz survivina
2B, ktéra nie posiada aktywno$ci antyapoptotycznej, ale za to jest antagonista surviviny. [139]
Wszystkie trzy formy obecne sa w rakach Zotadka, przy czym najwyzszy poziom osiaga survivina.
[135] Poziom dwu dodatkowo opisanych form jest niski: surviviny AEx3 w miarg staty i niezalezny
od stopnie zaawansowania raka, surviviny 2B zmniejszajacy si¢ w miar¢ zwigkszania si¢ stopnia
zaawansowania nowotworu. [139]

Pojawienie si¢ ekspresji surviviny moze korelowa¢ z jadrowa akumulacja p-53. [140] Lu 1 wsp.
uwazaja, iz prawidtowe biatko p-53 ma zdolno$¢ hamowania aktywno$ci genu surviviny. W
przypadku pojawienia si¢ mutacji w genie p-53, ktora to mutacja jest najczeSciej opisywana
pojedyncza zmiang w nowotworach cztowieka [141], obserwujemy z jednej strony przedtuzenie
zycia biatka p-53 1 wynikajaca stad jego jadrowa akumulacjg, z drugiej za$ strony nadekspresj¢
surviviny 1 co za tym idzie hamowanie calego procesu apoptozy. Indeks apoptotyczny (Al) w
rakach wykazujacych ekspresjg surviviny jest nizszy od indeksu okre$lanego w rakach ujemnych w
kierunku powyzszego biatka. [140]

Biatko p-53 odgrywa pierwszoplanowa rolg w regulacji cyklu komorkowego 1 kontroli procesu
apoptozy, bierze udzial w procesie transkrypcji DNA oraz wplywa na nasilenie procesu
angiogenezy. Jest ono kodowane przez gen p-53 skladajacy si¢ z 11 eksonow, potozony na krotkim
ramieniu chromosomu 17 (chr.17p 13.1), nalezacy do tzw. genow supresorowych onkogenezy.
[141] Produktem genu p-53 jest zlokalizowane jadrowo biatko p-53 o bardzo krotkim (okoto
20min.) czasie poOhtrwania, ktorego poziom w warunkach prawidlowych jest niewielki i1
nieoznaczalny immunohistochemicznie. [30] Do szybkiej aktywacji genu p-53 wyrazajacej si¢
przede wszystkim naglym wzrostem poziomu biatka w jadrze komdérkowym dochodzi w sytuacji
uszkodzenia DNA. Jadrowa akumulacja biatka p-53 doprowadza do pobudzenia transkrypcji

wybranych gendow regulujacych przebieg cyklu komoérkowego, co prowadzi do jego zahamowania
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w fazie Gl. Daje to komoérce czas na naprawienie zmian w DNA. Jes$li naprawa powiedzie sig,
przebieg cyklu komorkowego jest kontynuowany. W razie niepowodzenia dochodzi do aktywacji
kolejnych genow (migdzy innymi: bax oraz IGF-BP3), kierujacych komorke na drogg apoptozy. [3]
Biatko p-53 ma takze zdolno$¢ pobudzania produkcji trombospondyny 1, ktéra hamuje proces
angiogenezy. Inaktywacja genu p-53 powoduje spadek poziomu trombospondyny, i w konsekwencji
pobudzenie angiogenezy.

Mutacje w genie p-53 sa najczescie] opisywanymi zmianami genetycznymi w nowotworach
czlowieka. [141] Zmutowane biatko p-53 traci zdolno$¢ kontroli przebiegu cyklu komorkowego
oraz procesu transkrypcji DNA. Takie biatko akumuluje si¢ w jadrze komérkowym 1 moze by¢
wykrywane metodami immunohistochemicznymi. Potwierdzeniem szczegdlnej roli p-53 jest fakt, iz
u 0sob z zespolem Li-Fraumeni, u ktorych wylaczone sa obydwa allele genu p-53, wystepuje 25
razy wyzsze od populacyjnego ryzyko rozwoju calej gamy roéznych: nabtonkowych 1

nienabtonkowych nowotwordow. [30]
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I1. Cel pracy

Celem mojej pracy jest proba wyodrgbnienia grupy czynnikéw majacych znaczenie rokownicze w
sporadycznych, zaawansowanych rakach zotadka, a w szczego6lnosci:

1. Ocena czgstosci wystgpowania mutacji w genie E-kadheryny metoda PCR/SSCP, poréwnanie
otrzymanych wynikow z ocena ekspresji biatka E-kadheryny oraz [-kateniny oznaczonych
metodami immunohistochemicznymi oraz korelacja powyzszych z dlugo$cia przezycia pacjentow
po operacji.

2. Ocena zalezno$ci pomigdzy wystgpowaniem mutacji w genie E-kadheryny a cechami
histologicznymi raka: stopniem zrdznicowania, typem wzrostu, obecno$cia 1 sktadem nacieku
zapalnego, nasileniem angiogenezy, ekspresja biatek surviviny i p-53 oraz zaawansowaniem
procesu chorobowego w momencie diagnozy.

3. Ocena zalezno$ci pomigdzy wystgpowaniem nieprawidtowosci ekspresji bialek E-kadheryny oraz
B-kateniny a cechami histologicznymi raka: stopniem zrdznicowania, typem wzrostu, obecnoscia i
sktadem nacieku zapalnego, nasileniem angiogenezy, ekspresja biatek surviviny i

p-53 oraz zaawansowaniem procesu chorobowego w momencie diagnozy.

4. Znalezienie istotnych statystycznie czynnikow rokowniczych w zaawansowanym raku zotadka

przy zastosowaniu modelu Coxa.
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III. Materiaty 1 metody

e Materiaty

Zgromadzony w archiwum Katedry Patomorfologii Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum
UJ material pochodzi od 84 chorych operowanych w latach 1996-2000 w I Katedrze Chirurgii
Ogolnej i Gastroenterologicznej CMUJ w Krakowie z powodu zaawansowanego raka zotadka.
Material ten obejmuje preparaty histologiczne oraz kostki parafinowe przygotowane rutynowo w
naszej Katedrze, a takze zamrozone w —80*C, nieutrwalone fragmenty tkankowe pochodzace w
kazdym przypadku z nacieku nowotworu (T = tumor) oraz z nieobjgtej procesem nowotworowym
$ciany zotadka (N = normal).
Material operacyjny zostat dostarczony do Katedry Patomorfologii bezposrednio po zabiegu, w
formie nieutrwalonej. W kazdym przypadku wykonano szczegdélowy opis makroskopowy
otrzymanego preparatu oraz pobrano i natychmiast zamrozono w —80*C dwa wycinki: wycinek z
nacieku nowotworu (oznaczono T) oraz wycinek z btony $luzowej zotadka oddalonej od nacieku
nowotworowego (oznaczono N). Pozostaty material operacyjny utrwalono w formalinie, a nast¢pnie
pobrano wg skodyfikowanego schematu otrzymujac preparaty histologiczne pochodzace z obydwu,
odpowiednio oznaczonych marginesow operacyjnych, z nacieku raka, taSmy przez cata dtugosé
zotadka, weztow chlonnych krzywizny wigkszej i mniejszej, i w niektorych przypadkach z
dodatkowych, nadestanych osobno do badania narzadow (np. sieci, §ledziony).
Preparaty histologiczne rutynowo barwione metoda hematoksylina—eozyna zostalty wykonane w
Pracowni Histologicznej Katedry Patomorfologii CMUJ. W sumie naciek raka widoczny byt na 698
szkietkach - $rednio 8,3 szkietka z naciekiem raka na jeden oceniany przypadek. W pojedynczych
przypadkach naciek raka widoczny byt jedynie na 3-4 szkielkach, ale byly 1 takie przypadki, w
ktorych zajetych byto kilkanascie szkietek. Odczyny immunohistochemiczne wykonano w
Laboratorium Immunohistochemicznym Katedry Patomorfologii CMUJ. Izolacj¢ DNA oraz
badania molekularne zwiazane z ocena obecno$ci mutacji w genie E-kadheryny zostaly wykonane
w Pracowni Molekularnej Katedry Patomorfologii CMULI.
Informacje kliniczne obejmujace, poza podstawowymi danymi osobowymi wraz z dlugoscia
przezycia po operacji, takze wywiad rodzinny dotyczacy zachorowan na raka zoladka w najblizszej
rodzinie chorego byly dostepne we wszystkich przypadkach. Zaden z pacjentow w
przeprowadzonym wywiadzie nie zgtaszal wystgpowania raka zotadka u cztonkdéw rodziny, dlatego

wszystkie analizowane przypadki zostaty zakwalifikowane jako raki sporadyczne.
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Szczegdtowe okreslenie stopnia zaawansowania raka w momencie operacji zostalo przeprowadzone
na podstawie oceny cech TNM (tabela I) przy wykorzystaniu zmodyfikowanej w 2002 roku
klasyfikacji TNM, zgodnie z wytycznymi ,,AJCC Cancer Staging Manual” (tabela II). [142]

TABELA I: Sposob okreslenia cechy T, N 1 M dla raka zotadka [142]

cecha T (“primary tumor”) — guz pierwotny

Tis = carcinoma in situ Rak $rodnablonkowy, brak cech inwazji blaszki wlasciwe;j
btony $luzowej

T1 Rak nacieka blaszke wlasciwa lub blone podsluzowa

T2 Rak nacieka migsniowke wiasciwa albo podsurowicowke
sciany zotadka

T2a Rak nacieka migsnidwke wlasciwa §ciany zotadka

T2b Rak nacieka podsurowicowke $ciany zotadka

T3 Rak przechodzi poza surowicowke, jednak nie nacieka
okolicznych struktur ¥

T4 Rak przechodzi poza surowicowke i1 nacieka okoliczne
struktury ®

cecha N (,,regional lymph nodes”) - okoliczne wezly chlonne

NX Weztow chtonnych nie znaleziono

NO Brak przerzutéw w weztach chlonnych

N1 Obecne przerzuty w 1 do 6 weztdéw chtonnych

N2 Obecne przerzuty w 7 do 15 weztach chtonnych

N3 Obecne przerzuty w powyzej 15 weztach chtonnych

cecha M (,,distant metastasis”) — obecno$¢ przerzutéw odleglych

MX Brak wiadomosci na temat obecnosci przerzutow odlegtych
MO Brak stwierdzonych przerzutoéw odlegtych

M1 Przerzuty odlegte obecne

a) — przez ,struktury okoliczne” nalezy rozumieé: S$ledziong, poprzecznicg, watrobe,

przepong, trzustke, struktury $ciany jamy brzusznej, nadnercza, nerki, jelito cienkie oraz
przestrzen zaotrzewnowa.

TABELA 1II: Okres$lenie stopnia zaawansowania raka zotadka
na podstawie cech TNM (ang. stage grouping) [142]

STAGE | cecha T | cecha N | cecha M |
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Stage 0 Tis NO MO
Stage 1A T1 NO MO
Stage IB T1 N1 MO
T2a/b NO MO
Stage 11 Tl N2 MO
T2a/b N1 MO
T3 NO MO
Stage I11A T2a/b N2 MO
T3 NI MO
T4 NO MO
Stage IIIB T3 N2 MO
Stage IV T4 NI1-3 MO
T1-3 N3 MO
dowolne T dowolne N M1

e Metody

Przygotowanie rutynowych preparatow histologicznych

Preparaty histologiczne sporzadzono z materiatu operacyjnego utrwalonego w 10%, zbuforowanym
roztworze formaliny, rutynowo przeprowadzonego i zatopionego w parafinie. Skrawki o grubos$ci
4um byty barwione hematoksylina — eozyna. Barwienie metoda Alcjan toluidyny — PAS wykonano
w celu wykazania obecno$ci $luzu wewnatrz komoérek nowotworowych — oraz S$luzu
pozakomorkowego w obrebie nacieku raka. Oceng histologiczna preparatéw standardowych oraz
odczynow immunohistochemicznych wykonano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego firmy Leitz
(Laborlux S).

W kazdym przypadku liczono ilo$¢ szkietek, na ktérych widoczne bylo utkanie nowotworu
przyjmujac zasadg, iz liczy¢ nalezy te szkielka, na ktérych powierzchnia zajgta przez naciek

nowotworu zajmuje minimum jedna czwarta pola widzenia mikroskopu przy powigkszeniu 5x.

Okreslenie typu makroskopowego raka wg podzialu Bormanna
Na podstawie opisow wygladu makroskopowego materiatéw operacyjnych kazdemu przypadkowi
zostat przypisany jeden z czterech typéw wg Bormanna:
Typ 1 wg Bormanna = rak o typie polipa — rak rosnacy egzofitycznie w formie
wypuktego guza lub w formie uszyputowanego polipa bez owrzodzenia na powierzchni
Typ 2 wg Bormanna = rak typu grzybiastego — rak rosnacy w formie guzowatego
tworu o nieréwnej powierzchni z obecnym owrzodzeniem o wypuktych, walowatych brzegach.

Pomimo penetracji w glab dno owrzodzenia lezy powyzej powierzchni $ciany Zotadka.
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Typ 3 wg Bormanna = rak owrzodzialy — rak ma posta¢ owrzodzenia penetrujacego
gleboko w obreb Sciany Zotadka. Brzegi owrzodzenia sa ptaskie lub nieznacznie wypukte, a dno
owrzodzenia lezy ponizej powierzchni prawidtowej btony §luzowej zotadka.

Typ 4 wg Bormanna = rak rozlegle naciekajacy $ciang zotadka — w tym typie naciek
raka zawiera si¢ w obrgbie §ciany zotadka, nie tworzac ani zmiany guzowatej na powierzchni
zoladka ani nie powodujac powstania zaglgbienia z owrzodzeniem. Naciek taki moze dotyczy¢
niewielkiego obszaru §ciany zotadka lub w skrajnych przypadkach moze zajmowac rozlegle niemal

cala $ciang tego narzadu. Taki stan okre§lamy mianem: , linitis plastica”

Ocena histologiczna

Badane przypadki zakwalifikowano kolejno wedlug nastepujacych klasyfikacji 1 podzialow
stosowanych do oceny histologicznej rakoéw zoladka:

I. Klasyfikacji histologicznej wg Laurena [22]

II. Klasyfikacji histologicznej WHO [6]

II1. Klasyfikacji wg Goseki [89]

IV. Klasyfikacji Minga (mikroskopowa ocena typu wzrostu) [91]

V. Oceny stopnia zroznicowania nowotworu (tzw. ,,grading”) [1,6]
Ponadto oceniono:

VI. Obecnos¢, intensywno$¢ oraz sktad nacieku zapalnego w obrgbie nowotworu i1 na jego

granicy: na tzw. ,,froncie inwazji”

VII. Typ utkania histologicznego przerzutéw raka obecnych w weztach chtonnych

Ocena histologiczna zostala przeprowadzona bez znajomos$ci danych klinicznych.

I. Klasyfikacja wg Laurena

Dokonujac podziatu na podgrupy wg klasyfikacji Laurena bierze si¢ pod uwage dwa kryteria:

¢ o0go6lng strukture utkania nowotworu ze szczegdlnym uwzglednieniem tendencji do tworzenia
struktur gruczotowych 1 papilarnych przez grupy komorek nowotworowych

¢ cechy cytologiczne poszczegodlnych komoérek nowotworowych: ich wielkos¢, ksztalt, roznice w
ksztatcie 1 wielkosci pomigdzy komorkami w kolejnych polach widzenia, wielko$¢, ksztatt i
regularno$¢ obrysow jader komorkowych oraz strukturg i granice cytoplazmy poszczegdlnych
komorek. Cecha pomocna jest znalezienie polaryzacji jader komorkowych tworzacych struktury
gruczolowe, obecnos¢ rabka szczoteczkowego oraz sluzu wewnatrzkomorkowego. [22]

Raki typu jelitowego wg Laurena charakteryzuja si¢ wyrazna tendencja do tworzenia cewek

gruczotowych. [zdj. nr 1,2,3] Poszczegdlne komorki roznia si¢ znacznie pomigdzy soba pod
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wzgledem wielkosci, ksztattow, wielkosci 1 barwliwosci jader (widoczny polimorfizm) [zdj. nr 2,3],
sa wigksze od komorek sktadajacych si¢ na typowy naciek raka rozlanego, czgsto mozna na
pojedynczych komdrkach znalez¢ rabek szczoteczkowy.

Raki typu rozlanego nie wykazuja (lub wykazuja jedynie nieznaczna) tendencj¢ do tworzenia
struktur gruczotowych. Jego utkanie stanowia male, okragle, podobne do siebie komorki,
pozbawione rabka szczoteczkowego, naciekajace w sposob rozlegly 1 rozlany $ciang zotadka.
Mitozy widuje si¢ rzadko. Raki typu rozlanego wg Laurena czgsto odpowiadaja podtypowi
sygnetowatokomorkowemu w podziale WHO. [zdj. nr 4, 5]

Zgodnie z modyfikacja wprowadzona do oryginalnej klasyfikacji Laurena raki, w ktorych obszary o
cechach odpowiadajacych zaréwno typowi jelitowemu jak i1 rozlanemu przemieszane sa w
podobnych proporcjach klasyfikujemy jako typ mieszany. [zdj. nr 6] Raki nie wykazujace
dostatecznych cech zrdznicowania, ktore pozwalatyby zakwalifikowaé dany przypadek do ktorejs z

wyzej wymienionych grup okreslano mianem niesklasyfikowanych. [6]

II. Klasyfikacja histologiczna wg WHO

Kazdy przypadek raka gruczolowego (adenocarcinoma) zostal przyporzadkowany do jednej z
kategorii wg podzialu WHO, gdy w danym raku wystepowato tylko jedno utkanie lub jesli jedno z
utkan zdecydowanie dominowato (>95%) nad pozostatymi. Jezeli dwa lub wigcej utkan
wystgpowaly w podobnych proporcjach wymieniano je w kolejnosci od najszerzej do najstabiej
reprezentowanego. Raki, ktore nie tworzyly cewek, ani Zadnych innych struktur umozliwiajacych
ustalenie kierunku ich roznicowania zakwalifikowano do kategorii: Rak niezréznicowany
(Carcinoma undifferentiatum). Kierowano si¢ nastgpujacymi regulami pozwalajacymi na
przypisanie danego przypadku do odpowiedniego podtypu:
1. Gruczolakorak cewkowy (Adenocarcinoma tubulare) — w utkaniu nowotworu dominowaty
struktury cewkowe rozniace si¢ $rednica oraz ksztaltami §wiatel, wysciotka nabtonkowa i
zawartosciag w Swietle cewek. [zd). nr 1,2,3,10] Komorki formujace cewy gruczotowe rdznity
si¢ stopniem atypii, a cato$¢ obrazu stopniem zrdéznicowania. Warianty nisko zréznicowane
przyjmowaty ogniskowo obraz rakow litych (adenocarcinoma solidum).
2. Gruczolakorak brodawkowy (Adenocarcinoma papillare) — w utkaniu nowotworu
dominowaty palczaste struktury brodawkowate zbudowane z widknisto-naczyniowego rdzenia
pokrytego cylindrycznymi lub walcowatymi komoérkami o roznym stopniu atypii. [zdj. nr 7]
3. Gruczolakorak $luzotwdrczy (Adenocarcinoma mucinosum) — w utkaniu nowotworu
dominowaty rozlegle obszary (ponad 50%) lezacego pozakomdrkowo $luzu, w ktorym obecne

byly pojedyncze komorki nowotworowe lub cate ich grupy, w tym takze komorki sygnetowate,
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albo luzno utozone struktury gruczotowe wys$cielone walcowatymi komoérkami produkujacymi
Sluz. [zdj. nr 8]

4. Raki sygnetowatokomorkowe (Adenocarcinoma mucocellulare) — w utkaniu nowotworu
dominuja rozrzucone, pojedyncze komodrki lub mate ich grupy — zawierajace S$luz
wewnatrzkomérkowy. Sluz moze mie¢ posta¢ pojedynczej kropli spychajacej jadro na obwod,
w wyniku czego przybiera ono posta¢ potksigzyca lub moze wystgpowac w postaci licznych,
drobnych kropli rozrzuconych po cytoplazmie, jadro komérkowe lezy wtedy centralnie. [zdj. nr

4,5,9]

III. Klasyfikacja wg Goseki

Zaktada ona podzial rakow Zoladka na cztery grupy wyodrgbnione na podstawie oceny dwu cech w

obrgbie nacieku nowotworowego:

a) tendencji do tworzenia struktur gruczolowych przez komorki raka (struktury gruczotowe tatwo
identyfikowalne/ brak struktur gruczotowych)

b) obecnosci w komoérkach nowotworowych $luzu wewnatrzkomorkowego (wigkszos¢ komorek
zawiera $luz wewnatrzkomorkowy/ catkowity brak lub jego obecnos$¢ jedynie w nielicznych
komorkach). Za §luz wewnatrzkomorkowy uwaza si¢ zarowno pojedyncza, duza krople sluzu
obecna w cytoplazmie i spychajaca jadro komorkowe na obwdd dajac obraz typowej komorki
sygnetowate] jak 1 drobne, chaotycznie rozrzucone po cytoplazmie kropelki $luzu nie
przemieszczajace jadra komorki. [zdj. 9,10] Zgodnie z powyzszymi kryteriami $luz obecny
pozakomorkowo np. wewnatrz nowotworowych gruczoldw nie jest brany pod uwagg. Z

kombinacji powyzszych cech otrzymujemy cztery mozliwe typy wg Goseki:

Typ wg Goseki Tworzenie struktur Obecnos¢ sluzu w
gruczolowych cytoplazmie komorek
1 wyrazne brak
2 wyrazne wyrazna
3 brak brak
4 brak wyrazna

IV. Typ wzrostu wg Minga

Na podstawie cech podanych przez Minga [91] kazdorazowo oceniono typ wzrostu raka:
1. Rak o naciekajacym typie wzrostu (N): — komorki nowotworowe naciekaja $cian¢ zotadka

pojedynczo lub w matych grupach, granica nacieku jest rozmyta, podscielisko czgsto bywa
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desmoplastyczne. Zazwyczaj typ naciekajacy wg Minga pokrywa si¢ z typem rozlanym wg
Laurena.

2. Rak o rozprezajacym typie wzrostu (R): — granica nacieku nowotworowego jest wyraznie
zdefiniowana, czgsto z obecnym obfitym, przewleklym naciekiem zapalnym. Rak zdaje si¢
raczej uciskac niz naciekaé kolejne warstwy $ciany zotadka. Komodrki nowotworowe zachowuja
zwiazki pomigdzy soba, czgsto tworza cewki. Rak ten najcze$ciej pokrywa si¢ z typem
jelitowym wg Laurena.

Jesli w nacieku raka stwierdzono oba typy wzrostu przypadek kwalifikowano jako N/R.

V. Ocena stopnia zrdéznicowania nowotworu (tzw. ..grading”)

Oceng stopnia zrdéznicowania raka przeprowadzono wedlug skali trojstopniowej [6], w ktorej:

G1 = rak wysoko zr6znicowany - struktura morfologiczna raka jest zblizona do prawidlowej btony
Sluzowej, wida¢ wyrazne struktury gruczotowe obejmujace ponad 95% utkania nowotworu [zdj. nr
1,7]

G3 = rak nisko zr6znicowany — rak zbudowany z poronnych, nieregularnych struktur gruczotowych
obejmujacych ponizej 50% utkania nowotworu, wyscielonych komérkami wykazujacymi znaczny
polimorfizm lub zbudowany z pojedynczych komoérek nie wykazujacych tendencji do uktadania si¢
w struktury gruczotowe, czgsto z obecnoscia komoérek sygnetowatych [zdj. nr 4,5]

G2 = rak o posrednim stopniu zro6znicowania — sa to te przypadki, ktore na zasadzie wykluczenia
nie daja si¢ zakwalifikowa¢ do zadnej z wyzej opisanych grup. Struktury gruczotowe obejmuja

50-95% utkania nowotworu.

VI. Ocena obecnosci i intensywnos$ci nacieku zapalnego w obrgbie utkania raka i na jego granicy.
oraz ocena sktadu komoérkowego tego nacieku

Przy ocenie nacieku zapalnego na granicy tkanki prawidlowej i nowotworowej brano pod uwagge
jego intensywnos¢, ciaglos¢ oraz sktad komorkowy. Kazdorazowo okreslano komorke dominujaca
w nacieku zapalnym, a takze wymieniano inne, mniej liczne sktadniki. W podobny sposéb oceniono
intensywno$¢ oraz sklad komorkowy nacieku zapalnego w obrgbie nacieku raka. Przyjgto
nastepujaca skalg oceny intensywnosci nacieku zapalnego:

0. - naciek zapalny (na granicy/w obrebie utkanie raka) nieobecny

1. - nieliczne, rozproszone komorki nacieku zapalnego (w przypadku granicy nie

tworzace linii ciaglej)

2. - komorki nacieku zapalnego liczne, miejscami lezace w skupiskach
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3. - komorki nacieku zapalnego bardzo liczne, réwnomiernie roztozone (na granicy

tkanki prawidlowej 1 nacieku nowotworowego tworzace pas ciagly)

VII. Ocena histologiczna przerzutow obecnych w wezlach chlonnych

Ogladajac wezty chtonne liczono ilo$¢ zajgtych przez przerzuty wezldow oraz okreslono typ utkania

raka w przerzucie wg kryteriow klasyfikacji WHO. [zd). nr 11, 12, 13, 14, 15]

Wykonanie i interpretacja reakcji immunohistochemicznych
Reakcje immunohistochemiczne wykonywano na materiatach utrwalonych w formalinie 1
zatopionych w parafinie. Skrawki histologiczne grubosci 4um potozono na silanizowanych
szkietkach podstawowych SuperFrost+ (SuperFrost Inc.) i wysuszono w cieplarce elektrycznej
(temp. 56*C, przez noc). Materiaty odparafinowywano w trzech zmianach ksylenu i uwadniano w
trzech zmianach alkoholu o malejacych stgzeniach. W celu pozbycia sig tta blokowano wewngtrzna
aktywno$¢ peroksydazy 3% woda utleniong (czas: 5min). Dalej nastgpowalo odmaskowanie
antygenu 1 inkubacja z przeciwcialem pierwotnym - w zaleznosci od wykonywanego odczynu
wystepowaly roznice w sposobie odmaskowywania antygenu oraz w warunkach inkubacji z
przeciwcialem pierwotnym. Po inkubacji ptukano preparaty w buforze TBS (50mM Tris-HCL,
150mM NaCl, pH=7,6; DAKO Corporation, numer katalogowy K 4001). Efekt reakcji
uwidaczniano przy wykorzystaniu systemu EnVisiont+ (kozie immunoglobuliny sprzg¢zone z
polimerem dextranu znakowanym peroksydaza w buforze Tris-HCl (DAKO Corporation, numer
katalogowy K4001). W celu uzyskania reakcji barwnej po wyptukaniu preparatéw w buforze TBS
wykonywano reakcj¢ enzymatyczna na peroksydaze przy pomocy systemu AEC Substrate-
Chromogen (nadtlenek wodoru w roztworze 3-amino-9-etylokarbazolu, 0,75 mg/ml, N,N-
dimetyloformamidu 2,5% w buforze octanowym, 50mM, pH= 5,0), (DAKO Corporation, numer
katalogowy K3464) uzyskujac ceglastoczerwone zabarwienie w przypadku odczynu pozytywnego.
Po wyptukaniu w wodzie destylowanej podbarwiano jadra hematoksyling Mayera i tak otrzymane
preparaty zamykano w glicerozelu. Wszystkie preparaty oceniano w mikroskopie §wietlnym firmy

Leitz (Laborlux S).

Przygotowanie  oraz  ocena  ekspresji  biatek  E-kadheryny i  [B-kateniny  metodq
immunohistochemiczng
Ekspresja biatka E-kadheryny w komorkach raka badana byta immunohistochemicznie przy uzyciu

monoklonalnego, mysiego przeciwciala firmy BioGenex (klon 36, nr katalogowy 390M),
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pracujacego na tkankach utrwalonych w formalinie. Badana tkanka zostala poddana inkubacji z
przeciwcialem pierwotnym (w rozcienczeniu 1:50) przez 60 minut. Odmaskowanie antygenu
przeprowadzono przy uzyciu kuchenki mikrofalowej (3 razy po 5min., moc 750W), w buforze
cytrynianowym, w pH = 6,0.
Ekspresj¢ biatka [-kateniny w komodrkach nacieku raka badano immunohistochemicznie przy
uzyciu monoklonalnego, mysiego przeciwciata (IgG1) firmy BD Biosciences Pharmingen, numer
katalogowy 610154, pracujacego na tkankach utrwalonych w formalinie. Badana tkanka zostata
poddana inkubacji z przeciwcialem pierwotnym (w rozcienczeniu 1:100) przez 60 minut. Do
odmaskowania antygenu uzyto buforu cytrynianowego (warunki jak powyzej). W obydwu
przypadkach kontrol¢ pozytywna stanowita prawidlowa blona $luzowa zotadka, kontrola
negatywna byl ten sam wycinek btony §luzowej, ale podczas wykonywania odczynu pominigto
inkubacj¢ z przeciwciatem pierwotnym.
Prawidlowy odczyn immunohistochemiczny zaréwno w kierunku E-cadheryny jak i B-kateniny
zlokalizowany jest jedynie w btonie komodrkowe;j. [zdj. nr 16,17] Przy ocenie uzyskanych wynikow
zwracano uwagg na procent komorek pozytywnych, w ktérych uzyskano odczyn btonowy (dodatnie
ponizej 10%/ dodatnie 11-90%/ dodatnie ponad 90%) oraz intensywno$¢ odczynu porownujac efekt
barwienia w obregbie nacieku nowotworowego z efektem barwienia w obrebie prawidtowej blony
Sluzowej zotadka. Przy ocenie intensywnos$ci odczynu wyrdzniono nastgpujace kategorie:

(+) — intensywno$¢ odczynu btonowego w komorkach raka i komorkach prawidtowej btony

sluzowej identyczna

(+/-) — odczyn btonowy w komoérkach raka stabszy niz w komorkach btony §luzowe;j

(-) —brak odczynu btonowego w komdrkach raka

Po kombinacji powyzszych powstaly cztery nastgpujaco zdefiniowane kategorie:
3 - odczyn o intensywnosci (+) obecny ponad 90% komorek
2 - odczyn o zmiennej intensywnos$ci: obszary (+) i (+/-) obecne w ponad 10% komorek.
Obszary o réznym nasileniu odczynéw wystgpowaly w réznych proporcjach w kolejnych
przypadkach
1 - odczyn o intensywnosci (+/-) obecny w ponad 90% komorek
0 - brak odczynu (-) w ponad 90% komorek

Przy ostatecznej ocenie wynikow odczyndw w_kierunku E-kadheryny i [(-kateniny przyjeto

nastgpujaca interpretacje:
Ekspresja PRAWIDLOWA: kategoria 3 [zdj. nr 16, 17]

Ekspresja OSLABIONA: kategoria 2 oraz 1 [zdj. nr 18, 19, 21]
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BRAK EKSPRESIJI: kategoria 0
Dodatkowo zwracano uwage na ewentualne pojawienie si¢ odczynu poza blona komorkowa: w
obrebie cytoplazmy (C) komoérek nowotworowych [zdj. nr 21] lub w obrebie jadra (J) [zdj. nr 18,

20], przyjmujac rowniez taka sytuacj¢ za nieprawidtowa.

Przygotowanie oraz ocena ekspresji biatka p-53 metodq immunohistochemiczng

Oceng ekspresji biatka p-53 przeprowadzono przy uzyciu monoklonalnego przeciwciata przeciw
ludzkiemu biatku p-53 firmy DAKO (klasa IgG2b «, klon DO-7, numer katalogowy M 7001, LOT
108, stezenie 400ug/l) w rozcienczeniu 1:50. Po uwodnieniu odmaskowano antygen w kuchence
mikrofalowej w buforze cytrynianowym o pH=6.0, (3 razy po 5Smin). Inkubacja z przeciwciatem
pierwotnym w rozcienczeniu 1:50 wykonana byla w temperaturze pokojowej przez 90min. Przy
ocenie uzyskanych wynikow kierowano si¢ procentem komoérek wykazujacych pozytywna, jadrowa
reakcjg¢ immunohistohemiczna, kwalifikujac kazdy przypadek do jednej z ponizszych grup:

0 - catkowity brak reakcji w jadrach komoérek nowotworowych

1 - widoczna reakcja w ponizej 10% jader komorek nowotworowych

2 - widoczna reakcja w 10- 50% jader komodrek nowotworowych

3 - widoczna reakcja w 51- 90% jader komoérek nowotworowych

4 - widoczna reakcja w ponad 90% jader komorek nowotworowych
Ostatecznie przypadki nalezace do grupy 0 oraz 1 zakwalifikowano jako przypadki negatywne,
nalezace do grupy 2 jako stabo pozytywne, a nalezace do grup 3 i 4 jako silnie pozytywne.

Przygotowanie oraz ocena ekspresji biatka Surviviny metodq immunohistochemiczng
Oceng ekspresji biatka Surviviny wykonano przy uzyciu monoklonalnego, mysiego przeciwciata
firmy Lab Vision Ab2(4F7) nadajacego si¢ do pracy na skrawkach utrwalonych w formalinie i
zatopionych w parafinie. Kontrol¢ pozytywna dotaczana kazdorazowo do zestawu badanych
preparatow stanowity wycinki z grasicy. [133] Kontrola negatywna byly te same skrawki z grasicy,
jednak przy wykonywaniu odczynu pominigto inkubacj¢ z przeciwciatem pierwotnym.
Antygen odmaskowywano gotujac szkietka w szybkowarze w roztworze EDTA o pH=8 przez 2,5
min. Preparaty inkubowano z przeciwciatem pierwotnym w rozcienczeniu 1:50 przez 60 min. Przy
ocenie ekspresji Surviviny wykorzystano potilo§ciowa metodg przedstawiona w pracy J. Yu [137].
Polega ona na okresleniu procentu pozytywnych w powyzszym barwieniu komorek nacieku raka 1
przyporzadkowaniu kazdego przypadku do jednaj z ponizszych grup:

0: ponizej 5% komorek pozytywnych

1: 5-25% komorek pozytywnych
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2: 25-50% komorek pozytywnych

3: 50-75% komorek pozytywnych

4: >75% komorek pozytywnych
Komorki pozytywne to takie, w ktorych pojawil si¢ wyrazny odczyn jadrowy lub poza reakcja w
jadrze dodatkowo wystapito zabarwienie w cytoplazmie komorek. Ostatecznie przyjgtam:
PRZYPADKI NEGATYWNE: grupa 0
PRZYPADKI SLABO POZYTYWNE: grupa 1 oraz 2
PRZYPADKI SILNIE POZYTYWNE: grupa3i4

Ocena nasilenia angiogenezy w obrebie nacieku raka Zolqdka

W celu okre$lenia nasilenia angiogenezy w obrgbie nacieku raka policzono tzw. ,,ggstosé
naczyn” (ang. ,,vessel lenght density”), czyli catkowita dlugo$¢ naczyn w jednostce objgtosci
tkanki. Uzyskano wynik wyrazany w pm/pm?,

W celu znalezienia najlepszego przeciwciala przeprowadzono wstepne badania na 40 losowo
wybranych przypadkach raka Zotadka przy uzyciu trzech najczgsciej stosowanych markerow
naczyniowych (CD31, CD34 i czynn.VIII). Powyzszy materiat zostal opracowany, a wyniki
opublikowane. [143] Po przeanalizowaniu otrzymanych wynikéw do ostatecznej oceny nasilenia
angiogenezy wybrano przeciwciato CD34. [zdj. nr 22, 23, 24] Morfometria zostata wykonana na
mikroskopie firmy Zeiss wspotpracujacym z kamera ZVS-47DE (Optronics, USA) przy uzyciu
systemu komputerowej analizy obrazu: ,,AnalySIS 3.2” (Soft- Imaging System GmbH, Germany).
[144]

W celu ilo$ciowego okreslenia nasilenia angiogenezy w kazdym badanym przypadku wybrano
wycinek ze $ciany zotadka z rakiem, obejmujacy glebokie partie nacieku wraz z tzw. ,,frontem
inwazji”’. Po wykonaniu barwienia immunohistochemicznego przeprowadzono stereologiczna
ocen¢ dlugosci naczyn metoda ,hot spots”. Jest to metoda czgsto stosowana przy ocenie
angiogenezy. [130-132,145,146] Polega ona na przejrzeniu ocenianego preparatu pod matym
powigkszeniem (5X) 1 wyborze pdl o najwigkszym zaggszczeniu naczyn. W obrebie takich pét
dokonuje si¢ wyboru i zapisania pigciu obszarow, uzywajac obiektywu o powigkszeniu 10X.
Zapisane obszary sa wySwietlane na ekranie monitora, na ktorym réwnocze$nie widoczne sa cztery
jednakowe ramki pomiarowe. Pomiar polega na zaznaczeniu wszystkich naczyn lezacych wewnatrz

ramek oraz na dwu z czterech bokow kazdej z nich. (patrz rysunek)
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System komputerowy wylicza tzw. dtugos¢ naczyn dla kazdego badanego przypadku zgodnie z

wzorem przedstawionym w pracy Biatas i wsp. [143]

Po oznaczeniu dlugo$ci naczyfh w badanych rakach Zotadka wyliczono warto$¢ odpowiadajaca

medianie warto$ci ,,gestosci naczyn” i w ten sposob otrzymano dwie grupy nazwane odpowiednio:
1. raki o matym nasileniu angiogenezy

2. raki o duzym nasileniu angiogenezy

Wykrywanie obecnosci mutacji w genie E-kadheryny metodq PCR/SSCP

W celu zbadania obecno$ci mutacji w genie CDHI (E-kadheryny) z zamrozonych par materiatow
tkankowych (N=normal, T=tumor) wyizolowano DNA uzywajac komercyjnie dost¢pnego zestawu
QIAamp Mini Kit (Qiagen). Podczas izolacji postgpowano zgodnie z instrukcja dolaczona do
zestawu (QIAamp Mini Kit Manual, 2001). [147]

Dla kazdego z szesnastu eksondéw badanego genu CDHI przeprowadzono reakcj¢ tancuchowa
katalizowana przez polimeraze (PCR) w celu amplifikacji fragmentoéw DNA wszystkich kolejnych
eksonow genu CDHI. Do wykonania reakcji PCR uzyto komercyjnie dostgpnych primerow (firmy
IDT Inc). (tabela nr III, str. 48) Warunki amplifikacji zamieszczone sa w tabeli. Primery uzyte do
badan zostaty tak dobrane, aby powstajacy produkt reakcji obejmowat peina dlugo$¢ badanego
eksonu genu oraz krotkie odcinki przylegajacych fragmentéw niekodujacych, jednak bioracych
udzial w wycinaniu intronéw. Po amplifikacji kolejnych eksonéw uzyskany produkt poddano
denaturacji, a nastgpnie przeanalizowano przy uzyciu metody konformacyjnego polimorfizmu
pojedynczych nici (SSCP) poprzez przeprowadzenie catonocnej elektroforezy pionowej na zelu
MDE (BMA Co). Kazdy zdenaturowany, jednoniciowy fragment DNA, w zalezno$ci od

konformacji przestrzennej jaka posiada, inaczej zachowuje si¢ w polu elektrycznym. Rozniace sig
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fragmenty DNA, migrujac z inng szybkos$cia tworza odrgbne prazki. W przypadku pojawienia si¢
mutacji lub polimorfizméw w badanym odcinku DNA na zelu pojawiaja si¢ prazki dodatkowe.
Uwidocznienie prazkow nastgpuje po wysrebrzeniu zelu (0,012M azotanem srebra). Starannie
wystandaryzowana procedura SSCP jest bardzo czula metoda wykrywania mutacji, odznaczajaca
si¢ korzystna relacja pomiedzy kosztami i nakltadem pracy, a ilo$cia uzyskanych danych. [148]
Zastosowana metodyka SSCP, w ktorej osobno amplifikowane byly wszystkie kolejne eksony genu
kodujacego E-kadheryng wraz z przylegajacymi odcinkami intronowego DNA umozliwita nie tylko
wykrycie mutacji, lecz takze ich umiejscowienie w poszczeg6lnych czgsciach genu.

Dodatkowy prazek obecny jedynie w probce pochodzacej z nacieku raka (T) traktowany byt jako
mutacja. Dodatkowy prazek obecny zar6wno w probce pochodzacej z guza (T) jak 1 z
nienowotworowego fragmentu Sciany zoladka (N) traktowany byt jako polimorfizm. Tak uzyskane
zele zostaly przeniesione na papier filtrujacy 3MM (Whatmann), wysuszone i sfotografowane [zd;.

nr 25, 26].

TABELA III: Sekwencje primerow wykorzystanych do amplifikacji kolejnych 16 eksonow
genu CDH1 do analizy SSCP, temperatura dla przeprowadzenia reakcji PCR, warunki reakcji

SSCP
Numer Sekwencje primeréw uzyte do amplifikacji kolejnych | Temperatura Warunki reakcji SSCP Wielkos¢ prazka
eksonu eksonow genu CDH1 reakcji PCR (bp)
(K9]
1F 5°’- TACGGGGGGCGGTGCTCCGG-3’ 70 0.8x MDE 284
15 h/ temp. pokojowa/ 4W
1R 5’- GAATGCGTCCCTCGCAAG -3’ 0.8x MDE
17 hours run / 8°C/ 4W
2F 5’- TCACCCGGTTCCATCTAC -3’ 58 0.8x MDE 198
17 hours run / 8°C/ 4W

2R 5’- TTCCAACCCCTCCCTACT -3’

3F 5’- GTCTTTAATCTGTCCAATTTCC -3’ 55 0.8x MDE 309
17 hours run / 8°C/ 4W
3R 5’- AAACAACAGCGAACTTCTCAG -3’

4F 5’- CTTGTTCCTCATCTTCTTTC -3’ 58 0.8x MDE 237
17 hours run / 8°C/ 4W

4R 5’- CCCTTTCTCTCCTTGGTACT -3’

5F 5’- GTTGGGATCCTTCTTTACTA -3’ 58 0.6x MDE + 10% Glycerol 256
17 hours run / 8°C/ 4W

5R 5’- AAATCCTGGGTGGATGTTAC -3’

6F 5°- CTCACTTGGTTCTTTCAG -3’ 58 0.8x MDE 246
17 hours run / 8°C/ 4W

6R 5’- AACCTTTGGGCTTGGACA -3’

7F 5’- AGCTTGTCTAAACCTTCATC -3’ 58 0.8x MDE 328
17 hours run / 8°C/ 4W

7R 5’- GCTTAGACCATCACTGTATT -3’

8F 5’- TTGGTTGTGTCGATCTCTCT -3” 58 0.8x MDE 223
17 hours run /8° C/ 4W

8R 5’- CAGTGGTACCCTTAGTTCAT -3’

9F 5’- GTACTTGTAATGACACATCTC -3’ 58 0.8x MDE 252
17 hours run / 8°C/ 4W
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9R 5’- TGCCAGTTTCTGCATCTTGC -3’

10 10F 5°- ACTTCATTGTTTCTGCTCTC -3’ 60 0.8x MDE 308
17 hours run / 8°C/ 4W
10R 5’- AACCAGTTGCTGCAAGTCAG -3’
11 11F 5’- GTTGTTTGCTGGTCCTATTC -3’ 58 0.8x MDE 253
17 hours run / 8°C/ 4W
11R 5’- GAACTAGCTAGGAGGTCGAG -3’
12 12F 5’- TGGGGATTCATTACTGTTGC -3’ 58 0.8x MDE 326
17 hours run / 8°C/ 4W
12R 5’- GCATGGCAGTTGGAGCAAAG -3’
13 13F 5’- TTTCCTCCCCTGGTCTCATC -3’ 60 0.8x MDE 297
17 hours run / 20°C/ 4W

13R 5’- TGAGTCACTTGCCAGCTGGA -3’

14 14F 5’- CTCTCAACACTTGCTCTGTC -3’ 58 0.6x MDE + 10% Glycerol 209
17 hours run / 8°C/ 4W
14R 5’- AGAGATCACCACTGAGCTAC -3”

15 15F 5°- CATAGCCCTGTGTGTATGAC -3’ 58 0.8x MDE 248
17 hours run / 8°C/ 4W
15R 5’- CGGATGCTTTGGCTTTCCAC -3’
16 16F 5’- AGATGACAGGTGTGCCCTTC -3’ 58 0.8x MDE 315
17 hours run / 8°C/ 4W

16R 5- ATTTCTGCATTTCCCAGCAC -3’

Analiza statystyczna
W opracowaniu statystycznym otrzymanych wynikow zastosowano testy nieparametryczne, ktore
charakteryzuja si¢ duza wydolno$cia dla matych grup badanych oraz nie wymagaja posiadania
rozktadu normalnego grupy. Wykorzystano nastepujace testy:

- test istotno$ci roznic U Manna-Whitneya

- test Chi®

- analiz¢ wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa

- wspotczynnik korelacji rang Spearmana

- dlugos$¢ przezy¢ pacjentow analizowano przy uzyciu metody Kaplan-Meier’a oraz

modelu regresji proporcjonalnych hazardow Coxa

Dla wszystkich analiz statystycznych oraz przy okreslaniu wspolczynnika korelacji przyjgto
warto$¢ p<0,05 jako poziom istotnosci statystycznej. Warto§¢ p pomiedzy 0,10 a 0,05 traktowano
jako trend. Przy opracowywaniu danych zastosowano oprogramowanie STATISTICA for
Windows, wersja 6.0 (StatSoft Inc).
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IV. Wyniki

Dane demograficzne

Analizowana seria obejmuje materiat od 62 mezczyzn oraz 22 kobiet (m:k = 3:1) w wieku od 35 do
81 lat (Sredni wiek = 59.1 , dla mgzczyzn = 57.2 , dla kobiet = 64.8). W momencie rozpoczgcia
analizowania danych sze$¢dziesiat dwie osoby z badanej grupy nie zyly, dwudziestu jeden chorych

zylo 1 pozostawalo w kontroli I Katedry Chirurgii w Krakowie.

Rozktad cech wg klasyfikacji TNM w ocenianej grupie byt nastgpujacy:

Razem Mezczyzni Kobiety
cecha T T1 0 0 0
w klasyfikacji
TNM T2 4 2 2
T3 71 52 19
T4 9 8 1
cecha N NO 12 7 5
w klasyfikacji
TNM N1 20 12 8
N2 20 18 2
N3 32 25 7
cecha M MO 54 39 15
w klasyfikacji
TNM Ml 30 23 7

Stopien zaawansowania klinicznego (WHO staging) okreslony na podstawie cech TNM:

st. zaawansowania razem mezczyzni kobiety
1B 1 0 1
11 9 6 3
IIIA 17 11 6
111B 12 11 1
1\ 45 34 11
suma 84 62 22

Makroskopowa ocena postaci raka wg klasyfikacji Bormanna

Prawie dwie trzecie ocenianych rakow zotadka (52 przypadki) rosto w formie polipa lub guza (typ I
lub II wg Bormanna), tworzac wyrazne masy wpuklajace si¢ do $wiatla zotadka. W 61 przypadkach
powierzchnia raka byta owrzodziata (typ II Iub III wg Bormanna). W 10 przypadkach rak naciekat
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$ciang zotadka w sposob rozlany, doprowadzajac do jej pogrubienia i usztywnienia na duzym

obszarze (typ IV wg Bormanna).

Makroskopowy podzial rakéw zotadka (klasyfikacja Bormanna):

Typ wg Bormanna Ilo$¢ przypadkow % catosci
I 13 15,5
11 39 46,4
111 22 26,2
VI 10 11,9

Analiza statystyczna wykazata obecno$¢ istotnych rdéznic w rozmiarach raka w poszczeg6élnych
grupach wg Bormanna. Najwigksze roznice stwierdzono pomigdzy grupa IV, gdzie $rednio naciek

raka miat najwigksza Srednice, a pozostalymi grupami - (w tescie Kruskala-Wallisa p=0,0042).
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1 2 3 4
WYKRES 1: Sredni wymiar nacieku raka w zaleznos$ci od typu wg Bormanna

Roznice pomigdzy Srednim wymiarem nacieku raka w grupach: I, II 1 III wg Bormanna sa mniejsze,

widoczny byt jednak wigkszy rozrzut warto$ci $rednicy guza.

Ocena histologiczna

1.Podzial wg Laurena
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W analizowane]j grupie rakéw zotadka najliczniej reprezentowane byty raki typu jelitowego wg
Laurena — 31 przypadki (37%). Kolejne 29 przypadkow zakwalifikowano jako raki rozlane wg
Laurena (34,5%). Pozostate 24 przypadki (28,5%) to raki o budowie mieszanej, czyli raki
posiadajace w swoim utkaniu zaréwno elementy odpowiadajace typowi jelitowemu jak i rozlanemu

wg Laurena, wystepujace w mniej wigcej rownych proporcjach.

2.Typ utkania raka wg podziatu WHO

Ponad potowa wszystkich przypadkow rakow typu jelitowego wg Laurena zbudowana byta tylko z
jednego utkania histologicznego wg podzialu WHO; we wszystkich przypadkach bylo to utkanie
cewkowe (adenocarcinoma tubulare). W trzynastu przypadkach widoczne byty dwa rézne utkania
wg WHO, przy czym najczgsciej wspotistnialy: komponenta cewkowa i papilarna (7 przypadkéw).
Poza tym obok utkania cewkowego wystgpowalo utkanie: §luzowe (adenocarcinoma mucinosum) —
trzy przypadki, niewielkie obszary §luzowokomorkowe (adenocarcinoma mucocellulare) — dwa
przypadki i w jednym przypadku obszar o budowie niezréznicowanej (carcinoma undifferentiatum).
W okoto potowie rakéw typu rozlanego wg Laurena (14/29) wystgpowaly dwa rozne utkania
histologiczne wg WHO, najczgsciej obserwowano dominujaca komponente §luzowokomorkowa
(mucocellulare) i1 jako drugie utkanie $§luzowe (mucinosum), cewkowe (tubulare), lite (solidum)
oraz nisko zréznicowane obszary raka gruczolowego nie tworzace struktur gruczolowych, a
zarazem nie posiadajace w swym utkaniu komoérek sygnetowatych, ktore w raportach
histopatologicznych opisywane byty jako: ,,poorly differentiated carcinoma”, a ja nadalam im
robocza nazwe¢ ,.carcinoma NOS = not otherwise specified”. W osmiu przypadkach rakow
rozlanych zauwazono trzy i wigcej z wyzej wymienionych utkan histologicznych. Tak wige 22 z 29
(76%) rakow zakwalifikowanych jako typ rozlany wg Laurena miato w swym utkaniu co najmniej
dwa rozne, podobnie rozlegle typy wg podzialu WHO. Jedynie siedem przypadkow rakow
rozlanych mozna okresli¢ jako czyste raki §luzowokomorkowe.

Raki mieszane wg Laurena z definicji zawieraja dwa rézne utkania. W 9 przypadkach raki te byty
zbudowane z dwu roznych, w 11 z trzech réznych , a w 4 z wigcej niz trzech réznych utkan

histologicznych wg podziatu WHO.

[lo$¢ réznych utkan wg WHO w zaleznosci od typu raka wg Laurena

typ wg JELITOWY ROZLANY MIESZANY catos¢
Laurena (%) (%) (%)
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liczba 31 29 24 84
przypadkow
(procent) (37%) (34,5%) (28,5% (100%)

utkaniawg | jedn | dwa | wigcej | jedno | dwa | wigcej | dwa | trzy | wigcej
WHO 0

liczba 16 13 2 7 14 8 9 11 4 84
przypadkow

procent 19% | 15,5% | 2,5% | 83% | 16,6% | 9,5% | 10,7% | 13% | 4,9% | 100%

3.Podziat wg Goseki

Najliczniej reprezentowane byty raki nalezace do grupy I wg Goseki (34 przypadki), a wigc takie, w
ktérych dominowaty obszary z wyraznym tworzeniem cewek gruczotowych, a w komorkach
nowotworowych nie stwierdzono obecnosci §luzu. Grupy: III oraz IV wg Goseki byly podobnie
liczne (odpowiednio 23 i1 20 przypadkow). Najmniej rakéw — jedynie 7 przypadkéw znalazto si¢ z
grupie II wg Goseki. W 28 przypadkach widoczne byly dwa zdecydowanie rozne obrazy, tak, ze
zakwalifikowanie raka do ktorejS z grup wg Goseki nie bylo jednoznaczne — najczescie]
wspotistniejacymi typami utkania byty: typ III z typem I (9 przypadkow) oraz typ I z typem IV (8
przypadkéw). Wigkszos¢ rakow, ktore zbudowane byty z dwu typow utkan wg klasyfikacji Goseki

nalezata do kategorii rakéw mieszanych.

Liczebno$¢ poszczegolnych grup wg podziatu Goseki

Typ raka wg I II 1 v
Goseki
Ilos¢ 34 7 23 20
przypadkow
4. Typ wzrostu wg Minga

Czterdziesci przypadkow rakow (48%) zakwalifikowano jako raki o naciekajacym typie wzrostu wg
Minga. Przewazajaca grupe stanowily wsrod nich raki typu rozlanego wg Laurena (25
przypadkow). W tej grupie znalazto si¢ rowniez 11 przypadkoéw rakdéw typu mieszanego i cztery
przypadki rakow typu jelitowego wg Laurena.

Trzydziesci cztery przypadki rakow (40%) zostato zakwalifikowanych jako raki o rozprgzajacym
typie wzrostu. Wsrdd nich przewazaty raki typu jelitowego wg Laurena (24 przypadki). Znalazto si¢

tu réwniez osiem rakow typu mieszanego oraz dwa typu rozlanego wg Laurena.
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W 10 przypadkach (12%) obydwa typy wzrostu obecne byly w podobnych proporcjach i nie dato

si¢ jednoznacznie zakwalifikowa¢ powyzszych przypadkow do ktorejs z wymienionych wczesniej

grup.
Relacje pomigdzy typem wzrostu wg Minga
a typem histologicznym raka wg Laurena
Typ wzrostu ROZPREZAJACY NACIEKAJACY OBYDWA
wg Minga
Ilo$¢ przypadkow 34 40 10
(procent) (40%) (48%) 12%)
w tym rakéw J M R J M R J M R
wg Laurena
liczba 24 8 2 4 11 25 3 5 2
% w obrgbie danej 70,5 23,5 6,0 10,0 | 27,5 62,5 30 50 | 20
kategorii wg Minga
% catosci przypadkow 28,5 9,5 2.4 4.8 13,1 29,8 3,6 59 | 24

J  —rak typu jelitowego wg Laurena
M - rak typu mieszanego wg Laurena
R —rak typu rozlanego wg Laurena

5.Stopien zr6znicowania raka

Raki wysoko zr6znicowane (ang. ,,well differentiated”) inaczej okreslane skrotem G1 stanowity
14,3% catosci (12 przypadkéw). Wszystkie wysoko zroznicowane raki zotadka nalezaty do grupy
rakow jelitowych wg Laurena. Siedem z nich prezentowato jednorodny, cewkowy obraz
histologiczny. W kolejnych czterech przypadkach dominowalo utkanie cewkowe, jednak widoczna
byta wyrazna domieszka o budowie kosmkowej. W ostatnim przypadku obok dominujacych utkan:
cewkowego 1 kosmkowego widoczny byt takze niewielki obszar o budowie §luzowe;j.

Raki o posrednim stopniu zr6znicowania inaczej okreslane skrotem G2 stanowity 13,1% catosci (11
przypadkéw). Wsrdd nich tylko jeden rak nalezal do kategorii rakéw mieszanych wg Laurena.
Zbudowany byl z trzech mniej wigcej rdwnomiernie reprezentowanych utkan histologicznych:
cewkowego 1 $luzowego oraz $luzowokomorkowego. Pozostalych 10 przypadkow rakéw o
posrednim stopniu zréznicowania nalezato do kategorii rakow jelitowych wg Laurena, przy czym 6
z nich zbudowane bylo tylko z utkania cewkowego, w pozostatych czterech przypadkach obok
utkania cewkowego widoczna byta komponenta kosmkowa (1 przypadek), sluzowa (2 przypadki)

oraz §luzowokomorkowa (1 przypadek).
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Zdecydowana wigkszo$¢ ocenianych przeze mnie rakéw — 72,6% znalazta si¢ w kategorii rakow
nisko zréznicowanych (ang. ,,poorly differentiated”), inaczej okreslanych skrotem G3. Wszystkie
raki rozlane wg Laurena (29 przypadkéw) oraz wszystkie poza jednym rakiem mieszanym wg
Laurena (23 przypadki) znalazty si¢ w kategorii rakow nisko zréznicowanych — G3. Do kategorii

rakow nisko zréznicowanych zaliczytam takze 9 z 31 (29%) rakéw typu jelitowego wg Laurena.

Relacje pomigdzy stopniem zréznicowania raka
a typem histologicznym wg Laurena

typ wg Laurena liczba
przypadkow
jelitowy mieszany rozlany
Gl 12 0 0 12
G2 10 1 0 11
G3 9 23 29 6l
suma 31 24 29 84

6.0cena intensywnos$ci oraz sktadu nacieku zapalnego na tzw. ,,froncie nacieku”
raka oraz w jego glebi

W przewazajacej liczbie przypadkéw (51 = 60,7%) naciek zapalny na granicy tkanki nowotworowe;j
1 prawidtowej byl nieobecny (29 rakow) lub jedynie minimalny (22 raki).

W pozostatych 33 przypadkach (39,3%) stwierdzitam wystgpowanie intensywnego (16 rakéw) lub
bardzo intensywnego (17 rakow) nacieku zapalnego na granicy nacieku raka. W wigkszosci
przypadkéw (27 rakéw) naciek ztozony byl z limfocytéw 1 plazmocytow, przy czym w czterech
przypadkach wystepowata niewielka domieszka granulocytow. W 6 przypadkach naciek na granicy
raka sktadat si¢ w przewazajacej czesci z granulocytéw. Intensywny lub bardzo intensywny naciek
zapalny obserwowalam takze w 36 przypadkach (42,9%) w glebi utkania raka. Takze w tych
przypadkach w sktadzie nacieku dominowaly limfocyty i plazmocyty, w kilku przypadkach
stwierdzitam niewielka domieszkg granulocytow. W szesciu przypadkach naciek sktadat sig
glownie z granulocytow.

W wigkszosci przypadkéw stwierdzenie obecnosci lub braku obecnos$ci nacieku zapalnego na tzw.
»froncie inwazji” pokrywato sig z jego obecnos$cia lub brakiem w glgbi nacieku raka, a zwigzek ten
byt istotny statystycznie (wspdtczynnik korelacji Spearmana R=0,75 ; p=0,0001). Rozbieznosci
wystapily w o$miu przypadkach: w pigciu stwierdzitam intensywny naciek zapalny w glebi guza

przy jego braku na granicy nacieku, a w trzech naciek na ,,froncie inwazji” byl intensywny, podczas
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gdy w glebi guza byl minimalny lub nieobecny. Stwierdzono takze zwiazek pomiedzy rodzajem

komorek zapalnych w obrebie nacieku i na tzw. ,,froncie inwazji” — (w tescie Chi? p=0,0001).

7.Typ utkania histologicznego przerzutéw raka obecnych w weztach chtonnych
Obecnosci przerzutow w weztach chtonnych krzywizn wigkszej 1 mniejszej nie stwierdzono jedynie
u 11 pacjentéw (13% przypadkéw). U 73 pacjentéw (87% przypadkéw) przerzuty byly obecne w
weztach chlonnych krzywizn, przy czym u 32 z nich zajmowaty ponad 15 przebadanych weztéw
(wg TNM - N3).

U przewazajacej wigkszosci pacjentow (70 przypadkdéw) stwierdzone w weztach chlonnych
przerzuty z histologicznego punktu widzenia opowiadaly typom utkan wg WHO stwierdzonym w
obrebie nacieku w $cianie zoladka. Obecnos¢ wigkszej liczby utkan w obrebie guza pierwotnego
korelowata z wigksza roznorodnoscia utkan w weztach chtonnych. Wszystkie przypadki raka
jelitowego wg Laurena zbudowane tylko z jednego utkania - cewkowego (Adenocarcinoma
tubulare) posiadaty w przerzutach wytacznie utkanie typu cewkowego. W trzech przypadkach
rakow mieszanych wg Laurena, w ktorych w obrgbie nacieku w $cianie zotadka stwierdzitam
obecno$¢ trzech réznych, mniej wigcej rownomiernie reprezentowanych utkan: cewkowego,
sluzowego i1 sygnetowatokomdrkowego w przerzutach w weztach chlonnych obecne byty wylacznie
pola zbudowane z komorek sygnetowatych. W kolejnych pigciu przypadkach rakow mieszanych wg
Laurena zbudowanych z co najmniej dwu utkan w przerzutach stwierdzitam obecno$¢ jedynie
komponenty cewkowe;.

Jedynie w trzech na 73 przypadki z przerzutami stwierdzitam wystapienie w obrgbie wezta
chtonnego przerzutu o utkaniu nie wystgpujacym w nacieku w  $cianie zotadka. W dwu
przypadkach byly to raki o typie mieszanym wg Laurena ztozone z komponenty cewkowej oraz pol
zbudowanych z komorek sygnetowatych, podczas gdy w przerzutach poza wczesniej
wymienionymi utkaniami pojawity sig¢ rozlegte pola o budowie sluzowej. W kolejnym przypadku
rak typu rozlanego zbudowany w przewazajacej wigkszosci z pol sygnetowatokomodrkowych z
niewielka  domieszka po6l Sluzowych w  przerzutach  posiadal, poza  obszarami
sygnetowatokomérkowymi, rozlegle obszary o budowie cewkowej. Wyraznie wyksztatcone cewki
zbudowane byty z komorek, ktore zgodnie z zalozeniami klasyfikacji Laurena odpowiadaly

komponencie jelitowe;.
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Wykrywanie obecnosci mutacji w genie E-kadheryny metode PCR/SSCP

Analizujac wzor otrzymanych na zelach prazkow stwierdzono obecno$¢ mutacji w genie CDHI w
jedenastu z 84 rakéw, co stanowi 13% badanych przypadkow. W jednym przypadku stwierdzono
obecno$¢ dwu réznych mutacji w dwu sasiednich eksonach genu CDHI, co daje w sumie liczbe
dwunastu mutacji.'

Stwierdzone mutacje rozrzucone byly na catej dlugosci genu i wystapity w eksonach: czwartym,
piatym i szostym (po 2 przypadki), sibdmym, ésmym, dziesigtym i czternastym (po 1 przypadku)
oraz dwie w obrebie intronu piatego.

W szesciu przypadkach z obecna mutacja w genie CDHI stwierdzono metoda
immunohistochemiczng réwnoczesne wystapienie nieprawidtowe;j ekspresji biatka E-kadheryny. W
teScie doktadnym Fishera oraz w teScie Chi* stwierdzono istotny statystycznie zwiazek pomigdzy
obecno$cia mutacji w genie CDHI a zaburzeniami ekspresji tego biatka stwierdzanymi
immunohistochemicznie: p odpowiednio: 0,04 1 0,03. W pieciu przypadkach pomimo obecnosci

mutacji ekspresja biatka byta zachowana i prawidtowa.

Lokalizacja mutacji w genie CDH1 1 wzajemne relacje z immunohistochemiczna
ekspresja E-kadheryny i B-kateniny

Nr Lokalizacja mutacji Ekspresja E-kadheryny Ekspresja -kateniny
histologiczny
1344083 ekson 6 N N
1347147 ekson 8 F F
1363260 ekson 4, 5 N N
1365835 ekson 6 N N
1373213 intron 5 F N
1381134 ekson 10 F F
1402020 ekson 7 F F
1403654 ekson 14 F N
1405699 intron 5 F N
1427596 ckson 5 N N
1443403 ekson 4 N N

N — odczyn prawidtowy
F — odczyn nieprawidtowy (zmieniona lokalizacja lub intensywnosc¢)

! Doktadna analiza typu mutacji zidentyfikowanych w obecnym materiale metoda PCR/SSCP obejmujaca
sekwencjonowania amplikonoéw pochodzacych ze zmienionych obszarow genu jest przedmiotem dalszych badan w
Katedrze Patomorfologii CM UlJ i przedstawiona zostanie w kolejnej pracy. Wstgpne wyniki sekwencjonowania
potwierdzity swoisto§¢ metody PCR/SSCP.
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Stwierdzono, iz mutacje w genie CDHI wystepuja czg$ciej w rakach nisko zréznicowanych (G3):
wynik istotny statystycznie w tescie Chi* liczonym metoda NW (najwyzszej wiarygodno$ci): p=
0,03 , w tescie Chi® liczonym metoda Pearsona stwierdzono wystepowanie trendu: p=0,099.
Stwierdzono, iz mutacja w genie E-kadheryny statystycznie czg$ciej wystgpuje w tych przypadkach,
gdzie w btonie §luzowej zoladka poza rakiem nie wystgpowal tzw. rozrost doteczkowy (hyperplasia
foveolaris) — (w tescie Chi* p < 0,04).

Stwierdzono wystgpowanie trendu pomigdzy obecnoscia mutacji w genie CDHI a typem raka wg
Goseki (w tescie Chi* p=0,09).

Nie znaleziono réznic w obecno$ci mutacji w genie E-kadheryny w zaleznosci od typu raka wg
Laurena (w teScie Chi* p=0,17) oraz Minga (w teScie Chi* p=0,46). Nie stwierdzono zwiazku
pomiedzy obecno$cia mutacji w genie CDHI a akumulacja biatka p-53 (w tescie Chi’ p=0,35), w
zalezno$ci od obecnosci lub braku ekspresji surviviny (w teScie Chi*: p=0,59), w zaleznosci od
nasilenia angiogenezy w obrebie nacieku raka (w tescie Chi* p=0,47) oraz od obecnosci nacieku
zapalnego w obrgbie raka lub na tzw. ,froncie inwazji”. Nie stwierdzono roznic dotyczacych
lokalizacji raka w grupach z obecna mutacja w genie E-kadheryny 1 bez niej.

Immunohistochemia

1. 1 ekspresja biatek E-kadheryny oraz p-kateniny i1 zwiazki z obecnoscia
mutacji w genie CDH1

Immunohistochemiczna ocena ekspresji biatka E-kadheryny 1 [-kateniny w obrgbie tkanki
nowotworowej zostata wykonana w 83 z 84 badanych przypadkéw (w jednym przypadku
niemozliwe bylo odszukanie kostek parafinowych i1 tym samym wuzyskanie preparatow do
wykonania odczynow).

Stwierdzono, iz 80% badanych rakow (66 przypadkow) wykazuje prawidtowa, blonowa ekspresje
biatka E-kadheryny o sile poréwnywalnej z ekspresja obserwowana w prawidtowej blonie §luzowe;j
zotadka w danym przypadku. Ekspresj¢ nieprawidtowa stwierdzono w 17 przypadkach: w jednym
przypadku zaobserwowano catkowity brak ekspresji biatka E-kadheryny — byt to rak z obecna
mutacja w genie CDHI, w dwu dalszych ekspresja byla ostabiona, a w pozostalych czternastu
przypadkach obok ekspresji blonowej (prawidtowej lub ostabionej) dodatkowo pojawita si¢
ekspresja  cytoplazmatyczna.  W$réd  powyzszych 17 rakow  z  nieprawidlowa
immunohistochemiczna ekspresja E-kadheryny w sze$ciu przypadkach potwierdzono obecnosé

somatycznej mutacji w genie kodujacym powyzsze biatko.
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Prawidlowa, btonowa ekspresj¢ biatka -kateniny w obrgbie tkanki nowotworowej stwierdzono w
67 przypadkach (81%), podczas gdy w 16 przypadkach (19%) ekspresja byla zmieniona: w o$miu
przypadkach ostabiona, w kolejnych osSmiu o zmienionej lokalizacji. W dziewigciu przypadkach
zaburzeniom ekspresji [-kateniny nie towarzyszyly nieprawidtowosci zwiazane z ekspresja E-
kadheryny, natomiast w pozostalych siedmiu przypadkach wystepowaty rowniez zmiany ekspres;ji
E-kadheryny. Spo$rod tych siedmiu przypadkow w trzech stwierdzono takze obecno$¢ mutacji w
genie CDHI. Nie stwierdzono wystgpowania zwiazkow pomigdzy zaburzeniem ekspresji E-
kadheryny 1 B-kateniny w badanej grupie rakow.

Sumaryczna interpretacja odczynéw immunohistochemicznych w kierunku E-kadheryny 1 [3-
kateniny wykazata, iz prawie 68% przebadanych rakow zoladka (57 przypadkow) nie wykazuje
zaburzen ekspresji zadnego z powyzszych bialek. W 26 przypadkach mamy do czynienia z
nieprawidtowym odczynem, przy czym w 7 przypadkach zaburzenia dotycza rownoczes$nie E-

kadheryny 1 B-kateniny, w 10 przypadkach jedynie E-kadheryny, a w 9 jedynie 3-kateniny.

Wzajemne relacje pomig¢dzy zaburzeniami ekspresji E-kadheryny i B-kateniny
oraz obecnos$cia mutacji w genie CDH1

przypadki z zaburze- W tym zmiany Liczba W tym przypadkéw z
niami ekspres;ji E- dotyczace: (% przypadkow réwnoczesnie
kadheryny lub/i - nieprawidtowych) stwierdzong mutacja w

kateniny (%) genie CDH1
26 obydwu biatek 7 (27%) 3
(32%) tylko E-kadheryny 10 (38%) 3
tylko B-kateniny 9 (35%) 0

Podsumowanie immunohistochemicznej oceny ekspresji biatek
E-kadheryny 1 B-kateniny:

Ekspresja Tlos¢ W tym Ekspresja Tlos¢ W tym
E-kadheryny przyrpad- przyp. z B-kateniny przy,pad- przyp. z
kow potwierdzo- kow potwierdzo-
(procent) | na mutacja (procent) | na mutacja
w genie w genie
CDH1 CDHI
PRAWIDLOWA 66 5 PRAWIDLOWA 67 8
BLONOWA (79,5%) BLONOWA (81%)
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OSLABIONA 2 OSLABIONA 8
BLONOWA (2,4%) BLONOWA (9,5%)
BLONOWA 14 JADROWA lub/i 8
i CYTOPLAZ- | (16,8%) CYTOPLAZ- (9,5%)
MATYCZNA MATYCZNA
BRAK 1 BRAK 0
EKSPRESJI (1,3%) EKSPRESJI

1. 2 zwiazki zaburzeh ekspresji bialek E-kadheryny oraz B-kateniny z innymi
cechami raka zotadka

Zaburzenia ekspresji E-kadheryny dotyczyly rakow typu rozlanego i mieszanego wg Laurena.
Wykazano, iz nieprawidlowa ekspresja tego biatka czeSciej wystgpuje w rakach rozlanych wg
Laurena (w teScie Chi* p=0,0002), cze$ciej w rakach nisko zréznicowanych: G3 (w tescie Chi’
p=0,05) oraz czeéciej w grupie 111 i IV wg Goseki (w tescie Chi> p=0,02). Sredni wymiar nacieku
raka w grupie, w ktdrej stwierdzono zaburzenia ekspresji E-kadheryny byl wyzszy niz w grupie bez
zaburzen, a rdznica znalazta si¢ na granicy istotnos$ci statystycznej (w tescie U-Manna Whitneya p=
0,055). Sredni wymiar nacieku raka byl rowniez wigkszy w grupie z zaburzeniami ekspresji E-

kadheryny lub B-kateniny. W tym przypadku roznica byla istotna statystycznie (w tescie U-Manna

Whitneya p=0,047) .

WYKRES 2: Roéznice w srednim wymiarze nacieku raka w grupach bez

bez i z obecnym zaburzeniem ekspresji badanych biatek ECCU
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Zaburzenia ekspresji samej -kateniny dotyczyty wszystkich trzech typéw wg Laurena, przy czym
najliczniejsza grupg stanowily tu raki typu jelitowego — cztery przypadki. Co ciekawe 75% z nich to

raki o wysokim (G1), a 25% o posrednim (G2) stopniu zréZznicowania.

Cechy morfologiczne rakow z nieprawidlowa ekspresja
E-kadheryny lub p-kateniny

raki typu jelitowego raki typu mieszanego raki typu rozlanego
wg Laurena wg Laurena wg Laurena
G1/G2 G3 G1/G2 G3 G1/G2 G3
z zab. ekspresja - - - - - 7
obydwu biatek
z zab. ekspresja - - - 4 - 6
E-kadheryny
z zab. Ekspresja 4 - - 2 - 3
B-kateniny

Poréwnanie cech morfologicznych rakow z roéwnoczesna nieprawidlowa ekspresja obydwu
badanych biatek wykazato, iz wszystkie wyzej wymienione (siedem przypadkow) byto rakami
nisko zréznicowanymi (G3), wg klasyfikacji Laurena nalezatlo do typu rozlanego. W 72% (5
przypadkach) stwierdzono w nich pojawienie si¢ silnej ekspresji surviviny, przy ekspresji
wynoszace] 46% w catej badanej grupie rakow. Wszystkie powyzsze przypadki nalezaty do III
(57%) badz IV ( 43%) typu wg Goseki. Wszystkie powyzsze przypadki (100%) charakteryzowaty
si¢ naciekajacym typem wzrostu wg Minga oraz obecno$cia przerzutow w weztach chlonnych.
Jedynie w 1 na 7 przypadkow stwierdzono obecnos$¢ zatorow w naczyniach w $cianie zotadka.
Tylko jedna osoba sposrdod siedmiu przezyta powyzej 15 miesigcy 1 Zyla w momencie rozpoczecia
analizy danych. Pozostate sze$¢ 0s6b zmarto — $rednia dtugos$¢ przezycia wynosi okoto 7 miesigcy
od operacji 1 byta nizsza od $redniej dtugo$¢ przezycia w grupie bez nieprawidtowosci w ekspresji
biatek uktadu ECCU, jednak powyzsza rdéznica nie osiagngla wymaganego poziomu istotnosci
statystycznej. Powyzsze raki nie mialy charakterystycznego wygladu makroskopowego: nalezaly do
grupy 2, 3 14 wg Bormanna (odpowiednio 3, 2 1 2 przypadki).

Porownanie cech morfologicznych rakow z zaburzeniem ekspresji jednego lub réwnocze$nie

obydwu badanych biatek uktadu ECCU wykazato, 1z 22 przypadki z 26, w ktdrych stwierdzono

zaburzenia ekspresji E-kadheryny lub [-kateniny nalezaly do rakéw o niskim stopniu
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zrdznicowania (G3). Roéznice pomigdzy grupami nie osiagnely jednak istotno$ci statystycznej ze

wzgledu na znaczng przewage przypadkow nalezacych do grupy G3 w badanej serii.

Zaleznos$¢ pomigdzy stopniem zréznicowania raka
a zaburzeniami ekspresji E-kadheryny lub B-kateniny

Stopien Stopien Stopien suma
zrbéznicowania | zrdéznicowania zrdéznicowania
Gl G2 G3
Odczyn 10 9 38 57
prawidlowy
Odczyn 2 2 22 26
nieprawidlowy

Stwierdzono natomiast istotny statystycznie zwiazek pomigdzy typem raka wg Goseki a
zaburzeniami ekspresji biatek E-kadheryny i B-kateniny: wigkszo$¢ rakéw z zaburzona ekspresja
bialek kompleksu ECCU nalezy do grupy IV wg Goseki (w tescie Chi* p=0,01) , podczas gdy
wigkszo$¢ rakow z prawidlowa ekspresja to raki z I grupy wg Goseki. (w tescie Pearsona p=0,017).
Wszystkie raki nalezace do grupy II wg Goseki charakteryzowaty si¢ prawidlowa ekspresja E-
kadheryny 1 B-kateniny.

Zwiazek pomigdzy zaburzeniami ekspresji bialek kompleksu ECCU

a typem raka wg Goseki
Typ raka Catkowita ilo$¢ W tym przypadkow z [lo$¢ przypadkow z
wg Goseki przypadkow prawidtowa ekspresja nieprawidtowa
biatek ECCU ekspresja biatek
ECCU (%)

I 34 27 7 (20%)

11 6 6 0 (0%)

111 23 15 8 (35%)

v 20 9 11 (55%)

suma 83 57 26

Nie znaleziono réznic w zaburzeniach ekspresji bialek: E-kadheryny i -kateniny w zalezno$ci od

typu raka wg Minga (w tescie Chi* p=0,20).

2. ekspresja biatka p-53
Oceng ekspresji biatka p-53 wykonano w 83 przypadkach - w jednym wykonanie odczynu nie byto
mozliwe z powodu zniszczenia kostek parafinowych. Stwierdzono, iz 30,2% przypadkow

wykazywato: nieznaczna (9,63%) lub silna (20,48%) jadrowa ekspresje biatka p-53. W pozostatych
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69,8% przypadkéw nie stwierdzono akumulacji biatka p-53 w jadrze. Pojawienie si¢ jadrowej
akumulacji biatka p-53 dotyczylo ponad 35% rakow typu jelitowego wg Laurena (11 z 31
przypadkow) 1 24% rakéw typu rozlanego (7 z 29 przypadkow).

Podsumowanie ekspresji biatka p-53

Nasilenie Reakcja jadrowa
— , :
odczynu llos¢ przypadkow 0%
0 48 57.83
1 10 12,04
2 8 9,63
: 15 18.07
4 2 240

Nie stwierdzono zwiazku pomig¢dzy akumulacja biatka p-53 a: zaburzeniami ekspresji E-kadheryny
(w tescie Chi* p=0,32), zaburzeniami ekspresji biatek kompleksu ECCU (w tescie Chi* p=0,5),
stopniem zroznicowania raka (w tescie Chi? p=0,45), typem raka wg Laurena (w tescie Chi’p=0,6)

oraz pomiedzy akumulacja biatka p-53 a ekspresja surviviny (w tescie Chi’p=0,12).

3. ekspresja biatka surviviny

Ekspresje¢ biatka surviviny oceniono w 83 z 84 badanych przypadkow. Odczyn silnie pozytywny w
obrgbie nacieku raka wystapit w 38 przypadkach (46%). Roéwnoczesnie w 13 pozytywnych
przypadkach stwierdzono pojawienie si¢ odczynu takze w nienowotworowej btonie §luzowej (w 4
przypadkach silnego 1 9 przypadkach stabego). Staby odczyn w obrgbie nacieku raka wystapit w 10
przypadkach (12%), a w czterech towarzyszyt mu rowniez staby odczyn w prawidlowej btonie
sluzowej. Sumarycznie pozytywny odczyn w kierunku surviviny wystapit w 58% ocenianych
rakow. Trzydziesci pig¢ przypadkow (42%) byto catkowicie negatywnych i we wszystkich tych
przypadkach nie stwierdzono obecno$ci odczynu w obrebie nienowotworowej btony sluzowe;.

Stwierdzono czestsze wystegpowanie jadrowej akumulacji biatka p-53 w rakach wykazujacych
pozytywny odczyn w kierunku surviviny w porOwnaniu z rakami survivino-negatywnymi —
odpowiednio 37% 1 20% przypadkow z akumulacja p-53, jednak powyzsza rdznica okazala sig by¢

nieistotna statystycznie (w teScie Chi*p=0,2, w tescie Fishera p=0,15).

Jadrowa akumulacja biatka p-53 w rakach wykazujacych
pozytywna i negatywna ekspresj¢ surviviny
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EKSPRESJA SURVIVINY POZYTYWNA | NEGATYWNA
los¢ przypadkow 48 35
w tym przypadkéw p-53 pozytywnych 18 7
(procent) (37%) (20%)

Nie znaleziono réznic dotyczacych stopnia zaawansowania raka, zmian ekspresji bialek uktadu
ECCU Ilub pojawienia si¢ mutacji w genie CDHI w grupach z dodatnia i ujemna ekspresja

surviviny.

4. ocena nasilenia angiogenezy w obr¢bie nacieku raka
Mediana warto$ci dtugo$ci naczyn (ang. ,,vessel length density”’) w badanej grupie rakow wynosita
21,4 . 10° um/um’ : raki o gestosci dlugo$ci naczyn powyzej tej wartosci zaliczono do grupy o

duzym nasileniu angiogenezy, ponizej — do grupy o malym nasileniu angiogenezy.

wartos$ci uzyskane przy ocenie tzw. ,,vessel length density”
przy uzyciu przeciwciala CD34

warto$¢ $rednia 24,5.10°
mediana 21,4.10°
minimum 6,0.10°
maksimum 65,9 .10°
odchylenie standardowe 12,2.10°

Nie wykazano istotnych statystycznie rdznic w nasileniu angiogenezy pomigdzy réznymi grupami
raka zotadka wg podziatu Laurena, Goseki 1 Minga. Nie znaleziono takze réznic w nasileniu
angiogenezy pomigdzy rakami z prawidlowa 1 zaburzona ekspresja biatek ukladu ECCU oraz

pomigdzy rakami ze stwierdzona mutacja w genie CDH1 1 bez nie;j.

Analiza czynnikow wplywajqcych na przezycie w zaawansowanych rakach zZotqdka —
analiza jednowymiarowa

W analizie jednowymiarowej wplyw na przezycie mialy nastgpujace zmienne: stan weztow
chtonnych czyli cecha N w klasyfikacji TNM (p=0,0001) — (wykres nr 3), obecno$¢ przerzutéw
odlegtych czyli cecha M w klasyfikacji TNM  (p=0,018) — (wykres nr 4) oraz stopien
zaawansowania wg klasyfikacji WHO (tzw. stage) (p=0,0003) — (wykres nr 5). Zajecie wigkszej
liczby weztow chionnych, obecnos$¢ przerzutow odleglych oraz wyzszy stopien zaawansowania
klinicznego pogarszaja rokowanie pacjentow z zaawansowanym rakiem zoladka. Na wykresie

przedstawiajacym dlugosci przezy¢ pacjentow w zaleznosci od cechy T (glebokos¢ nacieku raka)
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wida¢ wyrazne roéznice pomigdzy grupami T2, T3 i T4 — (wykres nr 6), roznice te nie sa jednak
statystycznie istotne; w teScie Chi* p= 0,55. Nalezy przypuszczaé, ze trudnosci w wykazaniu
istotnych statystycznie roznic pomigdzy porownywanymi grupami zwiazane sa z faktem, iz
wigkszo$¢ ocenianych przypadkéow nalezy do grupy T3, do grup T2 i T4 zaliczono jedynie
niewielki procent przypadkéow i ta dysproporcja w liczebnosci grup uniemozliwila osiagnigcie

istotnego statystycznie wyniku.
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WYKRES 3: Zalezno$¢ dtugosci przezycia od stanu wezidw chtonnych
(krzywe Kaplan-Meiera)
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WYKRES 4: Zalezno$¢ dtugosci przezycia od obecnosci lub braku przerzutow
odlegtych (krzywe Kaplan-Meiera)
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WYKRES 5: Zalezno$¢ dlugosci przezycia od stopnia zaawansowania
klinicznego raka (ang. stage) (krzywe Kaplana-Meiera)
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WYKRES 6: Zalezno$¢ dtugosci przezycia chorych z rakiem zotadka od glebokosci
nacieku raka (cecha T) (krzywe Kaplan-Meiera)

W przeprowadzonej analizie jednowymiarowej stwierdzenie obecno$ci mutacji w genie E-
kadheryny nie ma wptywu na dhugo$é przezycia w zaawansowanych rakach zotadka. Sredni okres
obserwacji dla grupy pacjentow bez stwierdzonej mutacji w genie CDHI jest nieco dtuzszy od
$redniego okres obserwacji dla grupy ze stwierdzona mutacja w genie CDHI (wartosci 782 dni/ 717
dni), jednak réznica nie osiagneta wymaganej istotnosci statystycznej.

Krzywa przezycia grupy chorych, u ktorych stwierdzono zaburzenia ekspresji E-kadheryny lub -
kateniny rozni si¢ od krzywej przezycia grupy chorych bez stwierdzonych nieprawidlowosci
badanych biatek uktadu ECCU (wykres nr 7). W analizie statystycznej stwierdzono wyst¢gpowanie
trendu pomiedzy powyzszymi parametrami. (w teScie Chi* p=0,071).

67
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WYKRES 7: Prawdopodobienstwo przezycia chorych bez 1 ze stwierdzonymi

zaburzenia ekspresji E-kadheryny lub -kateniny
(krzywe Kaplan-Meiera)

Nie znaleziono istotnej statystycznie zaleznos$ci pomigdzy akumulacja biatka p-53 i skroceniem
dlugosci przezycia pacjentéw z zaawansowanym rakiem zotadka, jednak stwierdzono
wystepowanie trendu pomiedzy tymi parametrami. (w teScie Chi®p=0,095). Nie znaleziono rdznic
dotyczacych dlugosci przezycia chorych w zalezno$ci od obecnos$ci lub braku ekspresji biatka
surviviny.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic dotyczacych diugosci przezy¢ pacjentow w grupach

o matym 1 duzym nasileniu angiogenezy (wykres nr 8).

WYKRES 8: Przezycia w grupach pacjentow o matym i duzym
nasileniu angiogenezy (krzywe Kaplan-Meiera)
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Na przezycie w zaawansowanym raku zotadka nie wptywaja: typ raka wg Laurena (w te$cie Chi?
p=0,97), typ raka wg Minga, oraz liczba réznych utkan w obrebie nacieku raka (w teScie Chi* p=
0,76). Nie znaleziono roznic w dlugosci przezy¢ pacjentow, u ktérych stwierdzono obecno$¢
nacieku zapalnego w obrgbie raka lub wzdhuz tzw. ,,frontu inwazji” w pordwnaniu z grupa rakow

bez widocznego nacieku zapalnego (w tescie Chi? odpowiednio: p=0,41, p=0,89).

Analiza czynnikow wplywajqcych na przezycie w zaawansowanych rakach zotqdka -

model regresji proporcjonalnych hazardow Coxa

Czynniki wptywajace na przezycie w zaawansowanych rakach zotadka badano metoda regresji
proporcjonalnych hazardow Coxa. Stworzono kilka modeli, z ktorych najlepsza przewidywalno$¢
czasu przezycia uzyskano w modelu zaprezentowanym ponizej. Caty model charakteryzowat si¢
wysoka istotno$cia statystyczng (test Chi* = 45,70 p< 0,00001), a niezaleznymi czynnikami
wplywajacymi na przezycie byly: stan weztow chionnych (zmienna o najwyzszej istotnosci
statystycznej: p= 0,00004), wiek pacjenta, typ wg Goseki oraz zaburzenia ekspresji biatek uktadu
ECCU. Typ raka wg Laurena zbliza si¢ do poziomu istotnosci statystycznej (p= 0,063). W
prezentowanym modelu na przezycia nie wptywal: stopien zrdéznicowania raka, pojawienie si¢

ekspresji surviviny i biatka p-53, oraz stwierdzenie mutacji w genie CDH1.

Czas przezycia w modelu regresji proporcjonalnego hazardu Coxa

ZMIENNA WARTOSC p
stan weziow chionnych 0,00004
wiek 0,00851
typ wg Goseki 0,02549
zaburzenia ekspresji biatek uktadu ECCU 0,0481
typ raka wg Laurena 0,0636
stopien zroznicowania raka 0,218
ekspresja surviviny 0,231
ekspresja biatka p-53 0,291
mutacja w genie CDHI 0,918
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V. Dyskusja

Omowienie wybranych cechy histologicznych badanej grupy rakow

Materiat obejmuje grupe rakow zotadka operowanych na przestrzeni czterech lat (X 1996- X
2000) w I Klinice Chirurgii Ogolnej i Gastroenterologicznej w Krakowie. W powyZzszym materiale
mozna stwierdzi¢ procentowo nizszy od spodziewanego na podstawie publikowanych statystyk
udzial rakéw typu jelitowego, a wyzszy rakéw typu rozlanego 1 mieszanego wg Laurena. Raki typu
jelitowego stanowia w badanej grupie jedynie 37% (31 przypadkéw), podczas gdy w innych
opisywanych seriach udzial tego typu rakow jest zazwyczaj wyzszy, wynoszac nawet 50%
[115,149,150] do 74% wszystkich przypadkow. [90] Raki typu rozlanego i mieszanego wg Laurena
to w sumie 53 przypadki, co stanowi okoto 63% catosci. Polska jest krajem o stosunkowo niskich
wartosciach wspotczynnikow zapadalnosci na raka zotadka, co wigcej zapadalnos¢ ta od jakiego$
czasu spada. Mozna przypuszczaé, iz spadek ten przede wszystkim zwigzany jest z eliminowaniem
niekorzystnych czynnikéw Srodowiskowych (np. z diety), co wiaze si¢ z szybszym zmniejszaniem
si¢ zapadalnosci na raka typu jelitowego, niz typu rozlanego. Jednak powyzszy argument zdaje si¢
by¢ niewystarczajacy do wytlumaczenia obecnej w naszym materiale dysproporcji.
Prawdopodobnie kolejna przyczyna, przynajmniej czgsciowo thumaczaca powyzsza dysproporcje
jest fakt, iz I Katedra Chirurgii Gastroenterologicznej jest szpitalem wysokospecjalistycznym, w
ktorym z definicji przeprowadza si¢ zabiegi o stopniu trudno$ci uniemozliwiajacym ich
przeprowadzenie w ogolnych oddziatach chirurgicznych. Wszystkie badane przeze mnie przypadki
byty rakami zaawansowanymi - u 62% pacjentow (52 przypadki) naciek raka zajmowatl wigcej niz
jedna okolicg zotadka, rownoczesnie w 59 przypadkach obecny byl na jednej z krzywizn i obydwu
scianach. W 13 przypadkach naciek raka ciagnat si¢ od wpustu (czgsto przechodzac na poczatkowy
fragment przetyku) az po odzwiernik. Sredni wymiar nacieku raka w zoladku wynosit 7,86 cm i
wahat si¢ od 2 do 16 cm, przy czym w 25 przypadkach $rednica nacieku nowotworowego wynosita
10 1 wigcej centymetrow. Jedynie w 20 przypadkach $rednica nacieku byta mniejsza od Scm. Ponad
potowa pacjentow (54%) operowana byla w najwyzszym, IV stopniu zaawansowania choroby
nowotworowej. Mozna przypuszczaé, iz przypadki mniej zaawansowane, a przede wszystkim
przypadki o mniejszej rozlegtosci nacieku i bardziej ograniczonych formach (polipowate, wyraznie
odgraniczony guz na jednej $cianie), wsrdd ktorych z histologicznego punktu widzenia przewazaja
raki typu jelitowego wg Laurena, byly czesciej operowane poza Klinika Uniwersytecka ze wzgledu
na mniejszy stopien trudnosci zabiegu operacyjnego. Kwalifikowanie do zabiegéw operacyjnych

takze osob z rozleglym naciekiem nowotworu moglo spowodowac relatywne zwigkszenie si¢ w
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ocenianej przeze mnie grupie liczby rakow klasyfikowanych jako typ rozlany lub mieszany wg
Laurena.

Wigkszo$¢ rakéw w ocenianej serii: 61 z 84 (73%) zostata zakwalifikowana jako raki nisko
zrdznicowane — G3. Czg$¢ rakdéw zotadka juz od etapu raka wczesnego wykazuje niski stopien
zrdznicowania (G3). [116] Inne, zwlaszcza raki typu jelitowego wg Laurena, w poczatkowym
okresie choroby wykazuja cechy znacznego podobienstwa do prawidtowej btony §luzowej 1 moga
by¢ okreslone jako raki wysokozréznicowane (G1). Endoh 1 wsp. uwazaja, iz pewien procent rakow
wykazujacy na wezesnych etapach rozwoju wysoki stopien zréznicowania w miarg postgpu procesu
chorobowego ulega progresji do form coraz nizej zréznicowanych. [151] Przy takim zatozeniu w
miar¢ zwigkszania si¢ stopnia zaawansowania procesu chorobowego bedziemy obserwowac coraz
mniejszy udzial rakow wysokozroznicowanych przy coraz liczniej reprezentowanej grupie rakow
niskozroznicowanych. W ocenianej przeze mnie serii raki w najwyzszym: IV stopniu
zaawansowania wg WHO [142] stanowity 54% calosci, natomiast w stopniu IIIB i IV sumarycznie
68% wszystkich przypadkow. Wysoki stopien zaawansowania wigkszosci badanych przypadkéw
moze thumaczy¢ wystepujaca znaczng dominacj¢ rakow niskozréznicowanych (G3) w ocenianej

przeze mnie grupie.

Mutacje w genie CDHI

Wyniki badan dotyczace obecnosci mutacji w genie CDHI w sporadycznych rakach zotadka
oraz procentowego udziatu przypadkow, w ktorych stwierdza si¢ zaburzenia ekspresji ktoregos§ z
bialek uktadu ECCU publikowane przez réznych autordw sa rézne. Nie ma tez zgodno$ci co do
wzajemne] relacji pomiedzy obecno$cia mutacji w genie E-kadheryny, a ekspresja powyzszego
biatka okre$lana metoda immunohistochemiczna. W obecnej pracy przy badaniu mutacji w genie
CDH|1 wykorzystano metody molekularne: PCR/SSCP, charakteryzujace si¢ wysoka czuto$cia oraz
korzystnym stosunkiem pomig¢dzy nakladem pracy i kosztow a ilo$cia uzyskanych danych. [148]
Odpowiedni dobor primerow (tabela nr 3, str. 48) zapewnit mozliwos$¢ systematycznego zbadania
struktury kazdego z szesnastu eksonéw genu wraz z niewielkimi, obustronnymi odcinkami
intronowego DNA. Pozwolilo to nie tylko na wykrycie mutacji w obrgbie samych eksonéw, lecz
takze zmian w odcinkach granicznych, odpowiadajacych za prawidlowy przebieg procesu
wycinania intronow (,,splicingu”). Taki dobdr primerow umozliwiajacy oceng pelnych sekwencji
eksonowych wraz z krotkimi fragmentami przylegajacych intronéw jest metoda popularna,

stosowang takze w innych pracach. [152,153]
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Przy wykorzystaniu metody PCR/SSCP stwierdzono obecno$¢ mutacji w genie CDHI w
13% wszystkich przebadanych przypadkow. [154] Dziesie¢ z jedenastu stwierdzonych mutacji
dotyczyta rakow w catosci lub czesciowo wykazujacych rozlany typ wzrostu (zakwalifikowanych
jako rozlane badZz mieszane wg Laurena). Biorac pod uwagg tylko t¢ grupe mozna stwierdzi¢, iz
mutacje somatyczne w genie CDH1 w populacji polskiej sa obecne w okoto 19% rakéw o budowie
rozlanej badz mieszanej. Dane z pisSmiennictwa podaja wystgpowanie mutacji w genie CDHI w
szerokim zakresie od 0% [116] do 56% [118] rakow rozlanych. Jednak nalezy zaznaczy¢, 1z r6zni
autorzy stosowali odmienne metody badawcze, dlatego tez publikowane przez nich wyniki nie
zawsze moga by¢ w bezposredni sposob porownywane. Ostatni przypadek, w ktorym stwierdzono
obecno$¢ mutacji w genie CDHI nalezy do grupy rakéw typu jelitowego wg Laurena. Ztozony jest
on z obszarow zbudowanych z wyraznie polimorficznych, rdzniacych si¢ wielkoscia 1 ksztattem
komorek charakterystycznych dla raka typu jelitowego, ktore wykazuja tylko nieznaczna tendencj¢
do tworzenia struktur gruczotowych, oraz z rozleglych pol o budowie litej. Rak wykazuje
naciekajacy typ wzrostu wg Minga. Stopien zroznicowania raka we wszystkich wycinkach jest
jednakowy: G3. W komorkach raka nie stwierdzono obecnosci §luzu (wg Goseki typ III).

W roku 1998 Guilford i wsp. [70] po raz pierwszy opisali trzy rozne rodziny Maori z Nowej
Zelandii, w ktorych w kilku pokoleniach wiele os6b chorowato na raka zotadka. Z histologicznego
punktu widzenia byly to raki nisko zréznicowane, o rozlanym typie wzrostu wg Laurena. Choroba
dotyczyta ludzi mtodych (w kilku przypadkach nastolatkow), wigkszo$¢ chorych zmarta z powodu
rozsiewu raka przed ukonczeniem 40-go roku zycia. W badaniach molekularnych Guilford i wsp.
wykazali obecno$¢ germinalnej mutacji w genie kodujacym E-kadheryng u cztonkow opisywanych
rodzin, definiujac tym samym nowy zespdt - HDGC. [33] Autorzy przedstawili koncepcije, iz
podstawa rozwoju rakow w tych rodzinach jest wylaczenie funkcji uktadu ECCU zwiazane z
obecno$cia germinalnej mutacji w genie E-kadheryny, zmieniajacej wlasciwosci biatka
odpowiedzialnego za zapewnienie i utrzymanie procesOw przylegania pomigdzy sasiadujacymi
komoérkami 1 zaburzajace procesy sygnalizacji pomigdzy nimi. W przypadkach HDGC w
pierwszym allelu genu obecna jest germinalna mutacja dotyczaca genu CDHI- najczesciej typu
mutacji skracajacej (ang. ,.truncating mutation”) [33,70], drugi allel wylaczany jest na skutek
hipermetylacji promotora genu [107,118,155], dodatkowej mutacji w obrgbie drugiego allelu, np.
mutacj¢ zmieniajaca ramke odczytu (ang. ,,missense mutation”), wypadnigcie nie zmieniajace ramki
odczytu (ang. ,,in-frame deletion”) [35] lub utraty duzej cze$ci materialu genetycznego na
chromosomie 16 obejmujacego takze gen CDHI — tzw. LOH. [72] Mechanizm wylaczenia funkcji
E-kadheryny w przypadkach HDGC odpowiada modelowi inaktywacji charakterystycznej dla

genow supresorowych [35,72] 1 jest zgodny z tzw. koncepcja ,,dwu uderzen” Knudsona (ang. ,,two-
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hit hypothesis”). [156] Jest zjawiskiem wczesnym i kluczowym dla rozwoju charakterystycznego
histologicznie raka zotadka o rozlanym typie wzrostu. Obecno$¢ rodzin bgdacych nosicielami
germinalnej mutacji w genie CDHI w populacji Nowej Zelandii, a takze w innych populacjach na
$wiecie, np. brytyjskiej [31,34], niemieckiej [72], japonskiej [41], potnocnoamerykanskiej [34] czy
koreanskiej [157] zostata potwierdzona dalszymi pracami. Do roku 2004 opisano 45 réznych
mutacji germinalnych w genie E-kadheryny. [24] Wykazano, iz takie mutacje w genie CDHI sa
zjawiskiem charakterystycznym dla okoto 25% - 30% rodzin spetniajacych kryteria HDGC.
[31,34,35,158]

Mutacje w genie E-kadheryny stwierdza si¢ takze w sporadycznych rakach zotadka.
[118,120,152-154,159,160] Jednak w tych przypadkach mutacja czgsto wydaje si¢ by¢ obecna tylko
w jednym allelu genu i nie wptywaé na ekspresj¢ biatka. Potwierdzeniem koncepcji, iz dopiero
wytaczenie obydwu alleli genu CDHI ma powazne skutki funkcjonalne sa badania przeprowadzone
na myszach przez Riethmachera i wsp. i Larne i wsp., ktorzy pokazali, iz heterozygotyczne myszy z
unieczynnionym jednym allelem genu CDHI (ang. ,,E-cadherin knockout mice”) rozwijaja si¢
prawidtowo 1 sa ptodne, podczas gdy zarodki mysie pozbawione obydwu alleli powyzszego genu
umieraja na wczesnych etapach rozwoju. [161,162] Mozna przypuszczac, iz rdézne typy mutacji
beda wywiera¢ odmienny wptyw na komodrki, w ktérych sa obecne. Dowodem na to jest
doswiadczenie przeprowadzone przez Kremera 1 wsp. [105] Wszczepiali oni kolejnym grupom
myszy SCID (severe combined immunodeficiency mouse) komorki raka zotadka posiadajace
prawidtowy gen E-kadheryny lub komoérki z obecnymi mutacjami genu: delecja eksonu 9, delecja
eksonu 8 oraz mutacja punktowa w eksonie 8. Autorzy stwierdzili, ze we wszystkich badanych
grupach myszy rozwinat si¢ guz, jednak w grupie, ktorej wszczepiono komorki z delecja eksonu 9
oraz mutacja punktowa w eksonie 8 $rednica guza byla istotnie wigksza niz w dwu pozostatych
grupach. Guzy, w grupie, w ktorej wszczepiono komorki z nieuszkodzonym genem CDHI oraz z
delecja w eksonie 8 mialy poréwnywalna Srednicg. Ponadto u wszystkich badanych myszy
rozwingly si¢ przerzuty w plucach. Pomimo réznic w $rednicach guzéw w zalezno$ci od obecnos$ci
1 typu mutacji w genie CDHI nie stwierdzono réznic w ilosci przerzutow w ptucach pomiedzy
badanymi grupami myszy. Powyzsze do$wiadczenie dowodzi, Zze nie tylko sam fakt obecno$ci
nieprawidlowos$ci w genie, ale tez ich charakter maja wplyw na ostateczny efekt biologiczny
powstajacy na podtozu danej zmiany na poziomie DNA.

Pierwsze prace mowiace o obecnosci mutacji somatycznych w rakach zotadka wskazywaty,
iz lokalizuja si¢ one w odcinku pomigdzy eksonem 7 1 9 genu CDHI i polegaja najczgsciej na
wypadnigciu materialu genetycznego obejmujacego ekson 9. [159] Powstajacy produkt pozbawiony

jest wtedy fragmentu odcinka pozakomodrkowego biatka odpowiadajacego za przytaczanie jondw
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wapnia. [120] Po delecji materialu kodowanego przez ekson 9 dochodzi do fuzji czeéci biatka
kodowanej przez ekson 8 1 10. [159] Becker 1 wsp. stworzyli przeciwciato [E-cad delta 9-1, klone
7E6], ktore wykrywa ten jeden konkretny typ mutacji. Przy pomocy przeciwciata E-cad delta 9-1
autorzy stwierdzili obecno$¢ tego typu mutacji w 12% (13 ze 108 przypadkéw) sporadycznych
rakoéw rozlanych w populacji japonskiej i w 5,6% (12 z 214 przypadkéw) sporadycznych rakow
rozlanych w populacji niemieckiej. [159] W badanej przeze mnie grupie sporadycznych rakow
zotadka pochodzacych z populacji polskiej] we wszystkich przypadkach zakwalifikowanych jako
raki rozlane (29 przypadkéw) wykonano odczyn immunohistochemiczny przy uzyciu przeciwciala
E-cad delta 9-1 z rownoczesna pozytywna kontrola dolaczona do przeciwciala. W zadnym z
badanych rakéw nie uzyskano pozytywnego wyniku odczynu. Roéwnoczesnie zadna z mutacji
stwierdzonych metodami molekularnymi w badanej grupie rakow zotadka nie wystgpowata w
eksonie 9. Mozna przypuszczac, iz ten typ mutacji w populacji polskiej jest rzadszy niz w wyzej
opisanych, a liczba 29 przypadkéw przebadanych rakéw rozlanych nie byta wystarczajaca do
znalezienia tego typu zmiany.

Mutacje znalezione w badanej przeze mnie grupie rozrzucone sg na catej dlugosci genu
CDHI (od eksonu 4 do 14). Wystgpowanie mutacji somatycznych poza odcinkiem pomigdzy
eksonem 7 a 9 genu E-kadheryny (w eksonach: 2, 3, 5, 7 i 16) opisane zostato takze przez innych
autorow. [120,152,153,160]

Tamura 1 wsp. badali 26 przypadkow wczesnych, nisko zroznicowanych rakéw zotadka o
rozlanym typie wzrostu i w zadnym nie znalezli mutacji w genie CDHI. [116] Wyciagngli wige
wniosek, ze wylaczenie funkcji genu E-kadheryny w rakach sporadycznych jest zjawiskiem
p6znym. Do podobnych wnioskow doszta grupa Richardsa 1 wsp. oraz Kremera 1 wsp. [31,105]
Jednak wczesniej Becker 1 wsp. stwierdzili obecno$¢ mutacji somatycznych w  rakach
sygnetowatokomorkowych zoladka tak wezesnych jak 1 zaawansowanych, dochodzac do wniosku,
iz mutacje w genie E-kadheryny w rakach rozlanych zotadka moga by¢ zjawiskiem wczesnym.
[112] Réwniez Muta 1 wsp. [152] znalezli mutacje w genie E-kadheryny w 2 na 10 badanych
sygnetowatokomérkowych rakow wezesnych. Badana przeze mnie grupa rakow zotadka obejmuje
jedynie przypadki zaawansowane — mogg wigc stwierdzi¢, iz mutacje w genie CDHI wystgpuja w
rakach zaawansowanych, nie mam natomiast mozliwo$ci ustosunkowania si¢ do stwierdzenia, iz
mutacje takie obserwuje si¢ takze w rakach wczesnych.

Berx 1 wsp. stwierdzili, iz wigkszo$¢ mutacji somatycznych stwierdzanych w genie CDHI w
sporadycznych, rozlanych rakach zotadka to mutacje typu: ,,in-frame” delecje (delecje nie
zaburzajace ramki odczytu), ktéore powodowaly wypadnigcie czg$ci materiatlu genetycznego na

poziomie mRNA, co skutkowato powstaniem niekompletnego biatka albo mutacje punktowe,
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doprowadzajace do zmiany pojedynczego aminokwasu w strukturze biatka. W obydwu
przypadkach tzw. ramka odczytu zostaje zachowana, w efekcie czego powstajace biatko, cho¢
niekompletne, moze by¢ wbudowywane w obreb btony komorkowe;j. [120] Dzigki temu mozliwe
jest wystapienie pozytywnego odczynu immunohistochemicznego, pomimo obecno$ci mutacji w
genie, ktora skutkuje zmiang w budowie biatka. W badanej przeze mnie grupie stwierdzitam, iz w
pieciu przypadkach z potwierdzona metodami molekularnymi obecno$cia mutacji w genie CDH1
nie taczyly si¢ zmiany ekspresji biatka oceniane metoda immunohistochemiczna. Zupetie inna
sytuacja ma miejsce w co najmniej potowie przypadkéw sporadycznych, zrazikowych rakéw sutka.
W przewazajacej liczbie przypadkow (86%) zrazikowych rakéw sutka mutacje doprowadzaja do
wcezesniejszego pojawienia si¢ kodonu ,,STOP”, w efekcie czego powstaje skrocony produkt
biatkowy (sa to tzw. ,,truncating mutations™). [120] Przedwczesne pojawienie si¢ sygnatu ,,.STOP”
w czasie syntezy biatka czgsto wyzwala szybko nastepujacy proces degradacji powstalego,
uszkodzonego produktu [163], efektem czego jest brak ekspresji E-kadheryny w okoto 50% (wg
niektorych autorow nawet 75%) zrazikowych rakow sutka [164]. Immunohistochemiczne
stwierdzenie braku ekspresji E-kadheryny w raku sutka jest dla wielu patologéw elementem

wspierajacym diagnozg raka zrazikowego. [164]

Zaburzenia ekspresji biatek ECCU w rakach Zotqdka

E-kadheryna jest najwazniejszym elementem uktadu ECCU odpowiadajacego za utrzymanie
architektoniki tkanki nablonkowej 1 polaryzacji komodrek. Poniewaz zaburzenie prawidlowej
architektoniki jest jedna z podstawowych cech tkanki nowotworowej, immunohistochemiczna
ocena ekspresji E-kadheryny i innych biatek uktadu ECCU byta badana w wielu nowotworach
pochodzenia nabtonkowego [165], a doniesienia o zmianach i1 nieprawidlowosciach ekspresji
poszczegolnych elementéw kompleksu ECCU mozna znalez¢ poza rakiem zotadka [116,119] w
odniesieniu do innych nowotwor6éw, np. raka jelita grubego [166-168], raka sutka [164,167], raka
prostaty [169], raka przetyku [170]. W przypadkach rakow zotadka autorzy donosza o ostabieniu
badz catkowitym zniesieniu immunoreaktywnosci w kierunku E-kadheryny lub wystapieniu
odczynu w cytoplazmie komorek, zwlaszcza w przypadkach nowotwordéw nisko zréznicowanych.
Jednak procent rakow zotadka, w ktorych stwierdzono powyzsze nieprawidlowosci jest bardzo
rézny w roznych publikacjach: od 7% [117] do 92% [115]. W badanej przeze mnie grupie rakow
zotadka nieprawidlowy odczyn w kierunku E-kadheryny to albo odczyn ostabiony ( w jednym
przypadku catkowicie nieobecny), albo o zmienionej lokalizacji: zamiast blonowego widoczna byla

reakcja cytoplazmatyczna lub jadrowa. Taki typ nieprawidtowosci odczynu jest zgodny z
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zaburzeniami opisywanymi w wigkszos$ci publikacji na ten temat.
[20,41,63,72,105,115-119,167,170,171]

W ocenianej grupie rakow 68% przypadkow nie wykazywato zaburzen ekspresji zadnego z
powyzszych bialek. W 32% przypadkow wystapit odczyn nieprawidlowy. W 7 przypadkach
zaburzenia dotyczyty rownoczesnie E-kadheryny i 3-kateniny — wszystkie powyzsze raki nalezaty
do kategorii rakéw rozlanych wg Laurena. W 10 przypadkach zaburzenia dotyczyly jedynie E-
kadheryny - te raki byly rakami rozlanymi badZ mieszanymi wg Laurena. Dziewig¢ rakow
wykazywato nieprawidlowa ekspresj¢ jedynie B-kateniny — byly wsrdd nich zaréwno raki rozlane,
mieszane jak i jelitowe. Obserwacja, i1z zaburzenia ekspresji E-kadheryny wystepuja w rakach w
calosci lub czgsciowo o rozlanym typie wzrostu, natomiast B-kateniny w rakach tak rozlanych jak i
jelitowych jest zgodna z wynikami przedstawionymi przez Jawhari i wsp. [119] Sredni wymiar
nacieku raka w grupie, w ktorej stwierdzono nieprawidtowosci ekspresji bialek E-kadheryny lub/i
B-kateniny byl wyzszy niz w grupie bez zaburzen ekspresji tych biatek [wykres nr 2, str.61].
Stwierdzono takze wystgpowanie istotnych statystycznie réznic zwiazanych ze zmieniong ekspresja
bialek uktadu ECCU pomiedzy grupami wg podzialu Laurena (dla testu Chi* p=0,0002), w
zaleznos$ci od dominujacego utkania wg WHO (dla testu Chi* p=0,001) oraz w zaleznosci od typu
wg Goseki (dla testu Chi® p=0,01).

Wedlug Wang’a i wsp. az 80% rakow zotadka wykazuje nieprawidlowa ekspresja co
najmniej jednego z bialek uktadu ECCU, przy czym zaburzenia ekspresji E-kadheryny dotycza
jedynie okoto 7% przebadanych rakéw, podczas gdy zmiany ekspresji 3- oraz y-kateniny badacze
wykryli odpowiednio w 55 1 58%. Autorzy stwierdzili korelacj¢ z klasyfikacja Minga,
zaawansowaniem procesu nowotworowego i stanem weztow chlonnych. [117] Otrzymane przeze
mnie wyniki odbiegaja od tych podanych przez Wang’a i wsp.: w ocenianym materiale stwierdzono
procentowo nizszy udzial zaburzen ekspresji B-kateniny (19%) 1 wyzszy E-kadheryny (20%), nie
potwierdzono takze korelacji z klasyfikacja Minga (w te$cie Chi’>p=0,2).

Jeszcze wyzszy procent przypadkdw z zaburzona ekspresja E-kadheryny podaje Mayer i
wsp., wedtlug ktorych w badanej grupie 60 rakow 55 (92%) wykazywato w pordéwnaniu z
prawidtowa blona $luzowa ostabienie badz catkowity brak ekspresji E-kadheryny. Zaburzenia
ekspresji E-kadheryny korelowaty z niskim zrdéznicowaniem raka, cecha T wg klasyfikacji TNM 1
podzialem Laurena, natomiast nie wystgpowata korelacja ze stanem weztow chtonnych, srednica
guza w centymetrach 1 podziatem Bormanna. [115] Gulmann i wsp. oceniali ekspresj¢ E-kadheryny
1 B-kateniny w grupie 117 rakow zotadka i stwierdzili obecno$¢ nieprawidtowosci dotyczacych E-

kadheryny w 30% badanych przypadkéw oraz [-kateniny w 25% badanych przypadkow. Nie
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stwierdzili r6znic pomigdzy grupa rakéw o lokalizacji dystalnej i proksymalnej, natomiast znalezli
roznice zwiazane z typem raka: zaburzenia ekspresji wystgpowatly czesciej w rakach rozlanych. [20]
Podobne wyniki badan wskazujace, iz nieprawidtowosci ekspresji E-kadheryny i [-kateniny
czg$ciej dotycza rakoéw rozlanych przedstawiaja takze inne grupy badaczy. [119,171]

Zaburzenia ekspresji biatek ukiadu ECCU w rakach zolqdka, w ktorych nie potwierdzono
obecnosci mutacji w genie CDH1

Tamura i wsp. uznali za nieprawidtowa (ostabiona badz nieobecna) ekspresje biatka E-
kadheryny w 10 na 26 przebadanych (38%) wczesnych, niskozréznicowanych, rozlanych rakéw
zotadka, nie znajdujac jednak w zadnym z powyzszych przypadkow metodami molekularnymi
obecno$ci mutacji w genie CDHI. [172] Natomiast oceniajac stan promotora genu CDHI metoda
MSP-SSCP stwierdzili wystapienie hipermetylacji promotora w 18 na 26 (69%) ocenianych rakow.
We wszystkich rakach wykazujacych nieprawidlowa ekspresj¢ E-kadheryny wystapita
rownoczesnie hipermetylacja promotora genu CDHI. Badacze wyciagneli wniosek, iz w
sporadycznych rakach zotadka mutacje w genie CDH1 sa zjawiskiem rzadkim, a zmiany ekspresji
biatka E-kadheryny, wystepujace relatywnie czgsto, wynikaja z inaktywacji genu poprzez
hipermetylacj¢ jego promotora. Sama za$ hipermetylacja jest zjawiskiem kluczowym dla rozwoju
rozlanego raka zotadka. [116] Machado 1 wsp. przebadali 23 przypadki sporadycznych rakéw
zotadka (16 rozlanych 1 7 jelitowych), oceniajac stan genu CDHI, obecno$¢ hipermetylacji
promotora genu CDHI1, LOH w miejscu genu CDHI na chromosomie 16 oraz ekspresj¢ biatka E-
kadheryny. [118] W badanej grupie stwierdzili obecno$¢ mutacji w jednym allelu genu CDHI w 9
na 16 rakow rozlanych (56%) i w zadnym z siedmiu jelitowych. Wszystkie raki z potwierdzona
mutacja w genie E-kadheryny utracity btonowy odczyn w kierunku E-kadheryny, w czgsci
przypadkéw pojawil si¢ nieprawidlowo zlokalizowany odczyn (cytoplazmatyczny). Tylko w
jednym przypadku za wytaczenie drugiego allelu genu odpowiadato tzw. zjawisko LOH w miejscu
16q22.1, w pozostalych przypadkach nie stwierdzono zadnych zmian genetycznych w obrgbie
drugiego allelu genu CDHI. Dalsze badania potwierdzily, iz w pozostalych przypadkach
wylaczenie funkcji drugiego allelu nastapito na skutek hipermetylacji promotora genu. Ponadto
opisano dwie linie komorkowe niskozréznicowanych rakoéw zotadka: HGC-27 1 GT3TKB, w
ktérych ekspresja E-kadheryny jest catkowicie nieobecna pomimo braku stwierdzanych metodami
molekularnymi mutacji w genie CDHI. [153] Autorzy przypuszczaja, 1z wylaczenie genu i
zwigzany z nim brak ekspresji E-kadheryny mogto nastapi¢ na skutek hipermetylacji promotora
genu. Takze inne grupy opisywaly ostabienie ekspresji biatka E-kadheryny w rakach Zotadka, w
ktérych nie stwierdzono obecnosci mutacji w genie CDHI. [165]
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Mozna przypuszczaé, iz w badanym przeze mnie materiale zaburzenia ekspresji biatek
uktadu ECCU w przypadkach, w ktorych nie potwierdzono metodami molekularnymi obecnos$ci
mutacji w genie CDH1 taczy¢ nalezy z obecnoscia zjawisk epigenetycznych, a przede wszystkim z
hipermetylacja promotora genu. Ocena stanu promotora genu CDHI nie byla przedmiotem

niniejszej pracy.

Pozytywna reakcja immunohistochemiczna w przypadkach rakow z potwierdzonq mutacjq w
genie CDH1

W badanym przeze mnie materiale w pigciu przypadkach z potwierdzona mutacja w genie
CDHI odczyny immunohistochemiczne w kierunku E-kadheryny byly prawidlowe — o
prawidtowej, blonowej lokalizacji i prawidlowej sile. Podobna sytuacje¢ opisano w komorkach raka
zotadka z linii Kato3 oraz MKN45. Linia Kato3 pochodzi z przerzutu sygnetowatokomoérkowego,
niskozroznicowanego raka zotadka. [113] W hodowli in vitro komérki nowotworowe linii Kato3
rosng w przewazajace] wigkszosci pojedynczo z tworzeniem jedynie niewielkich 1 nielicznych
agregatow, sugerujac wystgpowanie w nich zaburzen dziatania ukladu ECCU. Metodami
molekularnymi wykazano w komodrkach obecno$¢ mutacji punktowej w genie CDHI. [173]
Pomimo tego komorki linii Kato3 wykazuja prawidtowy, blonowy odczyn immunohistochemiczny
w kierunku E-kadheryny. [113] Dalsze badanie wykazaty, iz w tym przypadku mutacja doprowadza
do zmiany struktury biatka skutkujacej utrudnieniem przytaczania [-kateniny do
cytoplazmatycznego konca E-kadheryny i faczy si¢ z osltabieniem i zmiang lokalizacji odczynu
immunohistochemicznego w kierunku B-kateniny. [113] Roéwniez komorki raka Zotadka linii
KMN45 rosnace w hodowli in vitro przewazajaco w postaci pojedynczych komorek, charakteryzuje
obecno$¢ mutacji w genie CDHI. [173] Mutacja wpltywa na zmiang struktury pozakomorkowej
czgsci biatka E-kadheryny, a doktadniej domeny odpowiedzialnej za wiazanie czasteczki wapnia.
[113] Immunohistochemiczna ocena ekspresji E-kadheryny oraz pozostatych biatek uktadu ECCU
wykazuje obecnos¢ prawidtowego, blonowego odczynu.

Takze inni autorzy stwierdzili obecno$¢ pozytywnej reakcji immunohistochemicznej w
rakach, w ktorych potwierdzono obecno$¢ mutacji w genie CDHI. [31,112,155] Becker 1 wsp.
[159] uwazaja, ze na podstawie wynikéw odczynéw immunohistochemicznych w kierunku E-
kadheryny nie mozna wysuwa¢ wnioskow, co do obecnosci lub braku mutacji w genie CDHI.
Identyczne wnioski ptyna z pracy Tamura i wsp. [153] Wyniki moich badan sa podobne — w
badanej grupie 55% przypadkow z potwierdzona mutacja w genie CDHI wykazato rownocze$nie
nieprawidtowosci ekspresji biatka E-kadheryny, jednak w pigciu przypadkach pomimo stwierdzenia

obecno$ci mutacji oceniana immunohistochemicznie ekspresja produktu na poziomie biatka byta
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prawidlowa. Powyzsze rozbiezno$ci mozna probowaé thumaczy¢ w dwojaki sposob.
Prawdopodobnie w cze$ci rakow sporadycznych zotadka mutacja dotyczy tylko jednego allelu genu
CDHI, bez wylaczenia drugiego allelu, jak to ma miejsce w przypadkach zespotu HDGC.
Pozostaly, drugi allel (tzw. ,,wild-type”) zapewnia powstawanie bialka, ktore jest wykrywane
immunohistochemicznie. W rakach, w ktérych potwierdzono obecno$¢ mutacji w pierwszym allelu
1 hipermetylacj¢ promotora w drugim allelu genu CDH1, w ani jednym przypadku nie stwierdzono
prawidtowej, blonowej ekspresji E-kadheryny. [118] Ponadto znaczny procent mutacji obecnych w
sporadycznych rakach zotadka to tzw. ,,in-frame” delecje, ktére nie zaburzaja ramki odczytu. [159]
Mozna wigc domniemywac, ze powstajace biatko pozbawione jest wprawdzie pewnego fragmentu,
ciagle jednak moze zosta¢ wbudowane w btong komorkowa 1 w zwiazku z tym by¢ wykryte
metodami immunohistochemicznymi. Takze Becker i wsp. stwierdzili, iz obecno$¢ mutacji w genie
CDHI nie musi doprowadzi¢ do zmian w ocenianej immunohistochemicznie ekspresji biatka.
[112]. Richards i wsp. [31] pokazali, iz nawet pewna cze$¢ rakéw w zespole HDGC ma zachowana
ekspresj¢ E-kadheryny. Przebadali oni osiem rodzin brytyjskich spetniajacych kryteria definiujace
zespot HDGC, ktorych czlonkowie cierpieli na raka zotadka. Metoda PCR/SSCP/
sekwencjonowanie stwierdzili w dwu rodzinach obecno$¢ germinalnej mutacji w genie E-
kadheryny. Obydwie mutacje doprowadzaty do przedwczesnego zakonczenia syntezy biatka (ang.
truncating mutations), powodujac powstanie biatka o skroconej dlugosci. Pomimo stwierdzenia
mutacji w genie ocena immunohistochemiczna ekspresji biatka w obrgbie nacieku raka przy
pomocy monoklonalnego przeciwciata HECD-1 (Affiniti Research Products, Exeter, UK)
wykrywajacego tzw. motyw HAV lezacy w pozakomoérkowej czgsci biatka wykazala w czesci
przypadkéw obecnos¢ ekspresji badanego biatka. Sita ekspresji byta poréwnywalna z sifa
stwierdzona w obrebie prawidtowej btony §luzowej u danego pacjenta. Autorzy stwierdzili jednak
dodatkowo heterogenna lokalizacj¢ odczynow: odczyn o lokalizacji blonowej obserwowali w
obrgbie obszarow wyzej zroznicowanych, podczas gdy w obrgbie obszarow nisko zréznicowanych
stwierdzili dodatkowo obecno$¢ odczynu cytoplazmatycznego, jednak o nasileniu jak w
prawidtowej blonie sluzowej. Autorzy wyciagneli wniosek, iz w przypadkach tych dwu rodzin w
drugim allelu genu CDHI obecna byta mutacja, ktdra nie wylaczyta produkcji biatka, a powstajacy
produkt byt zmieniony w taki sposob, iz ciagle mozliwa byla jego detekcja metoda
immunohistochemiczna. Podobny przypadek opisali Kellet i wsp. [72] — cztonkowie jednej z rodzin
zespotem HDGC i potwierdzona mutacja w genie CDHI migli zachowana immunoreaktywno$¢ w

kierunku E-kadheryny.
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Modulacje ekspresji E-kadheryny podczas rozwoju embriogenetycznego oraz postepu procesu
nowotworowego

Omawiajac ekspresje E-kadheryny nalezy tez wspomnie¢, ze ekspresja ta ulega modulacjom
(wlaczaniu 1 wylaczaniu) w trakcie rozwoju embriogenetycznego [99,102], podczas procesow
gojenia ran [103] oraz w trakcie postgpu procesu nowotworowego. W tym ostatnim przypadku
moze ona ulega¢ nie tylko ostabieniu ale 1 nasileniu. Mayer 1 wsp. stwierdzili, ze w badanych
przerzutach raka zotadka do watroby ekspresja E-kadheryny byla silniejsza w poroéwnaniu do
ekspresji w guzie pierwotnym. [115] Jeden z takich E-kadheryno- dodatnich przerzutéw wywodzit
si¢ z negatywnego guza pierwotnego. Roéwnoczesnie 20% przerzutow z rakow pierwotnie dodatnich
byta E-kadheryno- ujemna. Jawhari 1 wsp. opisali raki zotadka, w ktorych ekspresja E-kadheryny 1
dalszych biatek uktadu ECCU w obrebie nacieku pierwotnego w $cianie zotadka oraz w przerzutach
do weztéw chtonnych nie byla jednakowa. [119] Autorzy czgsto obserwowali sytuacje, w ktorej
przerzut do wezla wywodzacy si¢ z raka o ostabionej badz nieobecnej ekspresji E-kadheryny
wykazywat prawidtowa, btonowa ekspresj¢ badanego biatka. Przeciwne wyniki, jednakze uzyskane
w badaniach na myszach, przedstawit Kremer i wsp. — w badanych immunohistochemicznie
przerzutach raka zotadka do ptuc wszystkie przerzuty byly E-kadheryno - negatywne, mimo iz
powstaty z guzow, ktére wykazywaly ekspresje powyzszego biatka. [105] Tak wigc ekspresja E-
kadheryny nie jest niezmienna 1 zapewne zalezy nie tylko od samego uktadu ECCU, ale podlega tez
wplywom otoczenia, w jakim rozwija si¢ naciek nowotworu.

Podobne rozbiezno$ci wystgpuja w publikacjach dotyczacych raka jelita grubego. Gofuku 1
wsp. [174] badajac immunohistochemicznie 100 przypadkéw rakow jelita grubego stwierdzili
ostabienie ekspresji biatka E-kadheryny w 29% przypadkow, nie stwierdzili jednak wystgpowania
zalezno$ci pomigdzy ostabieniem odczynu a glebokosScia nacieku raka lub obecnos$cia przerzutéw
odlegtych. Schuhmacher 1 wsp. [175] stwierdzili oslabienie immunoreaktywno$ci w 51% 1 jej brak
w 28% badanych rakow jelita grubego, ponadto w wielu przypadkach stwierdzili takze zmiang
lokalizacji odczynu: z blonowego na cytoplazmatyczny. 14% badanych rakéw nie wykazywato
zmian ekspresji E-kadheryny. Analiza molekularna przypadkéw, w ktorych wykazano catkowity
brak reaktywnosci E-kadheryny nie wykazata obecno$ci zmian w obrgbie genu CDHI. Autorzy nie
stwierdzili zalezno$ci migdzy oslabieniem reaktywnosci badanego biatka a stopniem zréznicowania
(grade = G) raka 1 zaawansowaniem procesu chorobowego. Dodatkowo stwierdzili, 1z brak lub
ostabienie immunoreaktywnosci E-kadheryny taczyto si¢ z lepszym [175], a nie jak donosi
wigkszo$¢ autorow gorszym rokowaniem. Jeszcze inne wyniki przedstawia El-Bahrawy i wsp.
[166] Donosza oni, iz w badanej przez nich serii 30 rakéw jelita grubego az w 85% przypadkoéw

stwierdzili nieprawidlowa immunoreaktywnos¢ bialek kompleksu ECCU, przy czym
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nieprawidtowo$¢ ta wyrazata si¢ nasileniem, a nie jak wigkszo$¢ autor6w donosi ostabieniem
ekspresji z réwnoczesna nieprawidtowa lokalizacja odczynu. Zmiana lokalizacji polegata na
akumulacji biatka w cytoplazmie komorek nowotworu. Jeszcze inni autorzy stwierdzili, iz sita
ekspresja E-kadheryny, a takze o- i B-kateniny jest zalezna od stopnia zréznicowania nowotworu:

silniejsza w wysoko zréznicowanych rakach jelita grubego, a staba w nisko zréznicowanych. [99]

Nieprawidtowosci ekspresji dalszych biatek uktadu ECCU.: pB-kateniny i o.-kateniny

Stwierdzone przeze mnie nieprawidtowosci ekspresji -kateniny dotyczyly zardwno rakow
rozlanych, jak i jelitowych i w kazdej z wymienionych grup obecne byly w okoto 10% przypadkow.
Uzyskane wyniki procentowo naleza do jednych z najnizszych, w poréwnaniu do prac
publikowanych przez innych autoréw.[119,171] Najbardziej odbiegajace od moich wyniki
przedstawiaja Jawhari 1 wsp., ktorzy stwierdzili w ocenianej grupie 89 rakoéw zoladka wystapienie
nieprawidtowej ekspresji -kateniny w 58% rakow rozlanych 1 38% rakow jelitowych. [119] Na
funkcjonowanie uktadu ECCU oddziatywuje takze o-katenina. Zaburzenia ekspresji tego biatka
opisywane sa przez niektorych autoréw nawet w 60-70% rakéw zotadka. [117,119,149] Wedlug
autoré6w dwu pierwszych prac nie ma réznic w czgsto$ci wystgpowania zaburzen ekspresji o-
kateniny pomigdzy rakami typu jelitowego i rozlanego. Ostatnia grupa badaczy donosi, iz w rakach
typu jelitowego oslabienie ekspresji o-kateniny jest rzadsze niz w rozlanych i1 wystgpuje czgsciej u
chorych, u ktérych obecna byta infekcja H. pylori. [149] Zaburzenia dzialania o-kateniny moga
zmieni¢ funkcjonowanie catego uktadu ECCU, nawet wtedy, gdy pozostale biatka jednostki

kadherynowo-kateninowej sa prawidlowe. [149]

Zaleznosci pomiedzy kompleksem E-kadherynowo-kateninowym a innymi uktadami

Dodatkowo wyciaganie wnioskdw na temat zalezno$ci pomigdzy wynikami odczyndéw
immunohistochemicznych a stanem funkcjonalnym uktadu E-kadherynowo-kateninowego
komplikuje fakt, ze bialka ukladu ECCU sa zalezne od genu APC oraz EGFR. Produktem
prawidlowego genu APC jest biatko (310kDa), ktore laczy si¢ z wolna, obecna w cytoplazmie
komorki B-katening i bierze udzial w jej degradacji. [124] W czgsci przypadkow rakow jelita
grubego, w ktorych obecna jest mutacja w genie APC dochodzi do utrudnienia laczenia si¢ wolnej
B-kateniny z uktadem APC-aksyna-GSK 38, co uniemozliwia proces degradacji wolnej B-kateniny.
[107] Powstajacy w ten sposob nadmiar [-kateniny przemieszczany jest, poprzez uktad

proteasoméw, do jadra komorkowego gdzie pobudza czynniki transkrypcyjne oraz zmienia
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ekspresje genow. [20] Raki jelita grubego z nieprawidlowa: cytoplazmatyczng i jadrowa, zamiast
btonowej, ekspresja B-kateniny rokuja gorzej. [168]

Mutacje w genie APC wystepuja takze w rakach zotadka, wg Chew-Wun i wsp. zwlaszcza
tych wysoko zréznicowanych [176], sa jednak zjawiskiem rzadszym niz w rakach jelita grubego.
Ocena immunohistochemiczna biatka APC pokazala, iz cz¢$¢ przypadkow raka zotadka wykazuje
nieprawidtowa ekspresj¢ APC, ktora koreluje z obnizona ekspresja E-kadheryny. [20] Jawhari 1
wsp. twierdza, iz mutacja w genie APC dotyczy okoto 20% przypadkow rakow zotadka. [113] W
sprzeczno$ci z tym stwierdzeniem sa wyniki badan Tamury 1 wsp., ktorzy przebadali 26 rozlanych,
niskozroznicowanych rakow zotadka i w zadnym nie stwierdzili obecnos$ci mutacji w genie APC.
[116] Do podniesienia poziomu wolnej B-kateniny w cytoplazmie komoérki z dalszymi tego
konsekwencjami opisanymi wczes$niej dochodzi takze w przypadku obecnosci mutacji w genie
AXINI Tub AXIN2, kodujacym biatko aksyng, ktore jest jednym z elementow uktadu kontrolujacego

poziom wolnej B-kateniny w cytoplazmie komorki. [107]

Podsumowania wynikow oceny immunohistochemicznej biatek uktadu ECCU oraz obecnosci
mutacji w genie CDH1

Na zakonczenie trzeba zauwazy¢, iz w publikowanych pracach badacze uzywaja réznych,
czasem niedostepnych komercyjnie przeciwcial wytwarzanych w jednym tylko laboratorium. Czgs¢
przeciwcial ,,dziala” na tkankach utrwalonych w formalinie 1 zatopionych w parafinie, migdzy
innymi monoklonalne, mysie IgG firmy BioGenex (klon 36, nr katalogowy 390M) uzywane przeze
mnie w tej pracy oraz monoklonalne, mysie przeciwciato HECD-1, (Takara, Kyoto, Japan) [72,116]
czy Anti-E-cadherin Ab, Novocastra, Newcastle upon Tyne, England. [167] Inne, jak na przyktad
mysie przeciwciato IgG1: mab 6F9 (Eurodiagnostics, Apeldoorn, the Netherlands) uzywane przez
Mayer i wsp. wymagaja wykonania preparatow mrozakowych z tkanki $wiezej. [115] Rozne
przeciwciala maja niejednakowe miejsca wigzania z biatkiem: dla przykladu przeciwciato uzywane
przez Becker’a i wsp. [159] to Anti-E-Cadherin (AEC klon 36), Lexington, KY, ktore taczy si¢ ze
srodcytoplazmatyczna czg$cia biatka E-kadheryny, rozpoznajac jego C-terminalny koniec
(kodowany przez eksony 14-16). Richards i inni wykorzystuja monoklonalne przeciwciato HECD-1
(Affiniti Research Products, Exeter, UK) wykrywajace tzw. motyw HAV lezacy w
pozakomorkowej cze$ci biatka E-kadheryny. [31] Przeciwciala majace swoj punkt uchwytu w
pozakomorkowej czgsci biatka sa zazwyczaj tatwiejsze w uzyciu (latwiej jest uzyskac silny, prosty
w interpretacji odczyn), jednak nalezy liczy¢ si¢ z mozliwo$cia uszkodzenia tego fragmentu biatka,

ktoéry warunkuje przyczepienie si¢ przeciwciala. Jesli punkt uchwytu przeciwciata znajduje si¢ w
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wewnatrzkomorkowej czgsci biatka, to uzyskanie prawidtowego odczynu jest trudniejsze, nalezy
stosowa¢ inne metody odmaskowywania antygenu, jednak uszkodzenia miejsca wiazania zdarzaja
si¢ duzo rzadziej. Monoklonalne, szczurze przeciwciatlo IgGl [E-cad delta 9-1, klone 7E6]
rozpoznaje jedynie fragment biatka bedacy miejscem fuzji obszaréw kodowanych przez ekson 8 1
10, a wigc rozpoznaje jeden typ zmutowanego biatka. [159] Bezposredniego dowodu na to, iz
uzywanie rdéznych przeciwciat daje niejednakowe wyniki dostarcza m.in. praca Keller’a i wsp. [72],
w ktorej autorzy opisali raka zotadka od chorej z rodziny z zespotem HDGC. Przy uzyciu
przeciwciala HECD-1 (Takara Biomedicals, Japan) uzyskano rozlany odczyn cytoplazmatyczny w
komorkach nowotworu. Odczyn wykonany w tym samym przypadku przy pomocy przeciwciata
AEC (Hamburg, Germany) byt catkowicie negatywny. Powyzsze przeciwciata r6znia si¢ miejscami
uchwytu w biatku.

Tak wigc réznice dotyczace czgstosci wykrywanych w genie CDHI mutacji oraz wzajemnych
relacji pomiedzy obecnoscia mutacji w genie E-kadheryny a ekspresja powyzszego biatka okreslana
metoda immunohistochemiczna mozna ttumaczy¢ wieloma, czgsto wspolistniejacymi przyczynami,
przede wszystkim:

1. doborem grupy przypadkow do badania

2. naktadajacymi sig roznicami populacyjnymi

3. stosowaniem niejednakowych metod badawczych (wnioskowanie o stanie genu tylko na

podstawie immunohistochemii, badania oparte o preparaty mrozakowe/ materiat utrwalony,
wykorzystanie materialow archiwalnych/ otrzymywanych na biezaco, badania oparte o
analiz¢ DNA metoda PCR/ analiza ¢cDNA przy wykorzystaniu metody rtPCR, ocena
kompletu eksonow/ tylko czegsci eksondw genu CDHI itd.)

4. uzywaniem przeciwcial roznych firm, o r6znych miejscach uchwytu, wymagajacych innych

warunkow do wykonania odczynow immunohistochemicznych

5. pojawieniem si¢ w czgSci przypadkow niezaleznych od stanu genu modyfikacji

posttranslacyjnych, ktore dodatkowo zmieniaja wtasno$ci biatka

6. obecnoscia zjawisk epigenetycznych (hipermetylacji promotora genu E-kadheryny), ktora w

tej pracy nie byta badana

7. innych, nie zauwazonych jeszcze czynnikow

Podsumowujac wyniki moich badan oraz doniesienia z literatury mozna wyciagnaé
whniosek, 1z w sporadycznych rakach zotadka stan genu E-kadheryny nie zawsze odzwierciedla stan
funkcjonalny tego biatka okreslany przy pomocy immunohistochemii. Potwierdzenie obecnosci

mutacji w powyzszym genie nie jest rOwnoznaczne z wylaczeniem funkcji biatka i pogorszeniem
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rokowania w chorych: nie ma réznic w przezyciach pacjentow z obecna mutacja w genie CDH1
oraz bez niej. Stan funkcjonalny ukladu ECCU znacznie lepiej odzwierciedlaja odczyny
immunohistochemiczne: nieprawidlowa ekspresja ktorego$ z biatek uktadu ma wptyw na dhugosé
przezycia chorego po operacji. Przezycia w grupie pacjentow, u ktorych potwierdzono
nieprawidtowosci ekspresji biatka E-kadheryny lub [B-kateniny roznia si¢ od $redniej dlugosci
przezycia u chorych z prawidlowa ekspresja biatek kompleksu ECCU. (wykres 7, str. 68) Wynik
nie osiagnal istotnoSci statystycznej, stwierdzono jednak wystepowanie trendu i1 mozna
przypuszczaé, iz po przebadaniu wigkszej liczby pacjentéw 1 powigkszeniu liczebnos$ci
porownywanych grup wynik bylby istotny statystycznie. W analizie wieloczynnikowej Coxa
ekspresja biatek uktadu ECCU, obok stanu weztéw chlonnych, wieku pacjenta i typu raka wg
Goseki jest niezaleznym czynnikiem rokowniczym w zaawansowanym raku zotadka. Wyniki te sa
zgodne z doniesieniami Jawhari 1 wsp., ktorzy stwierdzili, iz zmiana ekspresji bialek uktadu ECCU
taczy sig¢ ze skroceniem przezycia chorych na raka zotadka. [119] W powyzszej pracy w analizie
wieloczynnikowej Coxa nieprawidlowa ekspresja [B-kateniny okazala si¢ by¢ niezaleznym
czynnikiem rokowniczym, natomiast zaburzenie ekspresji E-kadheryny znalazio si¢ na granicy

istotno$ci statystyczne;.

Obecnos¢ akumulacji biatka p-53 w powiqzaniu z innymi cechami raka Zolqdka

Mutacje w genie p-53 sa jedna z najczgsciej opisywanych pojedynczych zmian genetycznych u
czlowieka. [141] Czgs$¢ badaczy stwierdzita zalezno$¢ pomigdzy jadrowa akumulacja biatka p-53 a
pogorszeniem rokowania pacjentoOw z rakiem zotadka. [177-180], w innych pracach nie stwierdzono
takich zaleznos$ci zarowno w analizie jednoczynnikowej jak i w tworzonych modelach Coxa. [181]
W pojedynczych pracach wykazano, iz obecno$¢ jadrowej akumulacji biatka p-53 taczy sig z
nieznacznym przedtuzeniem przezy¢ i poprawa rokowania. [182] Uwaza sig, iz akumulacja biatka
p-53 jest wynikiem przedluzenia jego zywotno$ci w komorce, a to najczgscie] wiaze si¢ z
obecno$cia mutacji w genie p-53. Mozliwa jest takze jadrowa akumulacja niezmutowanego biatka
p-53, np. na drodze epigenetycznej na skutek pobudzenia promotora genu. Tamura i wsp. [116]
zbadali 26 rozlanych, niskozréznicowanych rakéw zotadka i tylko w jednym raku (4% przypadkow)
stwierdzili obecno$¢ mutacji w genie p-53. Réwniez niski procent mutacji w genie p-53 stwierdzili
Rugge 1 wsp. badajac ponad sto przypadkow rakow zotadka u osob ponizej 40 roku zycia. [183]
Bataille 1 wsp. stwierdzili obecno$¢ mutacji w genie p-53 w 32% badanych rakow (8 przypadkow z
25) 1 rownoczesnie jadrowa akumulacje biatka p-53 w 55% badanych przypadkow. [182] Wyniki te
odbiegaja znacznie od danych méwiacych o akumulacji jadrowej biatka p-53 stwierdzanej za

pomoca immunohistochemii, ktéra w pojedynczych pracach obecna byla w nawet w 60- 75%
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badanych przypadkéw [150,181] i moga by¢ potwierdzeniem koncepcji, iz do jadrowej akumulacji
biatka p-53 dochodzi takze na drodze aktywacji mechanizméw epigenetycznych bez obecnosci
mutacji w genie p-53.

Wykorzystywane przeze mnie przeciwciato przeciwko biatku p-53 wykrywa kazde zakumulowane,
zarowno zmutowane jak i prawidlowe, biatko p-53. W badanym materiale stwierdzono zjawisko
akumulacji 1 co za tym idzie nadmiernej ekspresji jadrowej powyzszego biatka w 30% badanych
rakow zotadka. Podobne procentowo wyniki uzyskane przy pomocy immunohistochemii podaja
takze inni autorzy. [140,141] Lee 1 wsp. [141] stwierdzili wystgpowanie niezaleznej od stopnia
zaawansowania raka zalezno$ci pomigdzy nadmierng ekspresja jadrowa p-53 i skrdéceniem przezy¢
u pacjentow, jednak zalezno$¢ ta miescita si¢ na granicy istotnos$ci statystycznej. W badanej przeze
mnie grupie réwniez wystapito zréznicowanie przebiegu krzywych przezy¢ pacjentdw bez oraz z
obecna ekspresja p-53: jadrowa akumulacja biatka p-53 korelowata ze skroceniem przezy¢
pacjentow. Powyzsza rdznica nie osiagngta poziomu wymaganej istotnosci statystycznej, miescila
sie natomiast w definicji trendu (w te$cie Chi*> p=0,095). W analizie wieloczynnikowej w modelu
Coxa jadrowa akumulacja biatka p-53 nie miata wplywu na dlugos¢ przezycia chorych z
zaawansowanym rakiem zotadka.

Gen p53 moze ulega¢ mutacjom zar6wno w rakach typu jelitowego jak i rozlanego. [97] Lee i wsp.
[141] oraz Gabbert 1 wsp. [181] stwierdzili, iz w grupie rakow z jadrowa akumulacja biatka p-53
dominowaty wysokozroznicowane raki typu jelitowego oraz raki mieszane wg podziatu Laurena,
mniej natomiast byto niskozréznicowanych rakow rozlanych. W moim materiale akumulacja biatka
p-53 zostala stwierdzona we wszystkich trzech grupach raka wg Laurena. Wystapila ona nieco
czescie] w rakach typu jelitowego (35%) niz typu rozlanego (24%) czy mieszanego (29%), lecz
roznice nie osiagnely poziomu istotnosci statystycznej. Tym samym uzyskane przeze mnie wyniki
nie potwierdzity powyzszych doniesien, sa natomiast zgodne z praca Rugge i wsp., ktorzy nie
znalezli zalezno$ci pomig¢dzy akumulacja biatka p-53 a typem raka wg Laurena. [183]

Lu 1 wsp. stwierdzili istnienie zalezno$ci pomigdzy obecno$cia ekspresji surviviny a jadrowa
akumulacja biatka p-53. [140] Autorzy wysungli przypuszczenie, iz p-53 moze mie¢ hamujacy
wplyw na surviving, a pojawienie si¢ mutacji w genie p-53 ogranicza wczesniejszy, hamujacy
wplyw na gen surviviny, prowadzac do pojawienia si¢ w danym przypadku ekspresji wspomnianego
biatka. W badanym przeze mnie materiale akumulacja bialka p-53 takze stwierdzona zostata
czescie] w rakach wykazujacych pozytywna reakcje w kierunku surviviny niz w rakach survivino-
negatywnych (odpowiednio 38% i 20% przypadkow), jednak réznice migdzy grupami nie osiagngly

wymaganego poziomu istotnosci statystycznej i tym samym nie potwierdzity przypuszczenia
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przedstawionego przez Lu i wsp. Nie udato si¢ takze potwierdzi¢ zwiazku pomigdzy akumulacja

p-53 1 ekspresja surviviny w rakach jelita grubego [184] oraz rakach sutka. [185]

Obecnos¢ ekspresji surviviny w powiqzaniu z innymi cechami raka Zotqdka

W wigkszo$ci dojrzatych tkanek organizmu czlowieka, w tym réwniez w prawidlowej blonie
sluzowej zotadka ekspresja surviviny jest nieobecna [137,140], moze si¢ jednak pojawi¢ w
komorkach nowotworowych, szczegdlnie rakéw i1 chtoniakow. [133] W zaleznosci od badanego
nowotworu 1 typu uzywanego przeciwciala wystapienie pozytywnego odczynu w kierunku
surviviny opisywane bylo w cytoplazmie [140,186] lub jadrze badanych komoérek nowotworowych.
[187] W rakach zoladka pozytywny odczyn byt opisywany w szerokim zakresie od 34,5% [140] do
82% przypadkéw [187]. Uzywane przeze mnie przeciwcialo wymaga pojawienia si¢ reakcji
jadrowej, aby mozna ja bylo uzna¢ za pozytywna. W ocenianej grupie rakow odczyn jadrowy
wystapil w 58% badanych przypadkow - wynik ten nieco odbiega od najwyzszych, publikowanych
wartosci. [187] Nalezy jednak zauwazy¢, ze obydwie grupy rakow réznily si¢ znacznie migdzy
soba: w serii Okady 1 wsp. az 35% przypadkéw byto rakami wczesnymi, ktére w mojej serii w
ogble nie wystgpowaty. W mojej serii wyzszy byt procent rakow w najwyzszych stopniach
zaawansowania (III i IV) oraz rakow z obecnymi przerzutami w weztach chlonnych. Mozna wigc
przypuszczacd, 1z rozbieznos¢ dotyczaca liczby przypadkow ,,survivino-pozytywnych” przynajmniej
po czesci wynika z niejednakowych cech klinicznych poréwnywanych grup. Nie ma zgodnosci co
do znaczenia pojawienia si¢ ekspresji surviviny w tkance nowotworowej. Czg$¢ autoréw wykazata
istotny statystycznie zwiazek pomigdzy dodatnia ekspresja surviviny i skroceniem przezy¢
pacjentdw chorych na raka jelita grubego. [184,188] Krzywe przezy¢ chorych na raka sutka byty
niejednakowe, lecz rdznica nie osiagneta wymaganego poziomu istotnosci statystycznej. [185]
Wedlug Okada i wsp. pojawienie si¢ pozytywnego odczynu w kierunku surviviny w badanych 133
rakach zotadka korelowato z przedtuzeniem dhugosci przezycia chorych. [187] W badanej przeze
mnie grupie rakow wystapienie pozytywnej reakcji jadrowej nie mialo wpltywu na rokowanie

zaréwno w analizie jednoczynnikowej jak i w modelu regresji proporcjonalnego hazardu Coxa.

Nasilenie angiogenezy w powiqzaniu z innymi cechami raka zotqdka

Nowotwory ztosliwe, z definicji, charakteryzuja si¢ miejscowo agresywnym, niszczacym
wzrostem oraz tworzeniem przerzutow odlegtych. W poczatkowych etapach wzrostu guz
nowotworowy zaopatrywany jest w substancje odzywcze dzigki procesom dyfuzji z otaczajacych
tkanek. Jednak po przekroczeniu $rednicy kilku milimetrow droga ta przestaje by¢ wystarczajaca —

utworzenie odpowiednio ggstej sieci naczyn krwiono$nych na terenie rosngcego guza staje si¢
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warunkiem koniecznym do dalszego, miejscowego wzrostu nowotworu, a takze do
zapoczatkowania powstania przerzutow odlegtych. [128] Pierwsze prace oceniajace ggstosé
drobnych naczyn krwionosnych w obrgbie nacieku raka i korelujace te wartosci z rokowaniem u
chorych dotyczyly raka sutka. [145] W rakach sutka wyzsza gestos¢ drobnych naczyn
krwiono$nych w obrgbie nacieku nowotworowego koreluje z obecno$cia przerzutow odlegtych oraz
krotszymi przezyciami pacjentéw. [130,145,189] Dane dotyczace raka zotadka nie sa juz tak
jednoznaczne, czg$ci autorom udato si¢ wykazaé, iz nasilona angiogeneza w obrgbie nacieku raka
jest niekorzystnym czynnikiem rokowniczym, inni nie potwierdzili tych doniesien. [128,131,132,
190] Nie ma rowniez zgodnosci, co do wptywu nasilenia angiogenezy na rokowanie w rakach jelita
grubego. Cze$¢ autorow stwierdzita pogorszenie rokowania w przypadku rakow z duza iloScia
drobnych naczyn w podscielisku [191], inni nie stwierdzili takiego zwiazku [192]. Mozna znalez¢
takze prace, w ktorych autorzy stwierdzili zalezno$¢ pomigdzy nasileniem angiogenezy a poprawa
rokowania u chorych na raka jelita grubego. [146]

W badanym przeze mnie materiale zaawansowanych rakow zotadka nie wykazano zaleznosci
pomigdzy nasileniem angiogenezy a dlugoScia przezy¢ pacjentow. Krzywe Kaplan-Meiera
przedstawiajace prawdopodobienstwo przezycia chorych z grup o duzym i malym nasileniu
angiogenezy praktycznie pokrywaja si¢ (wykres 8, str. 69). Nasilenie angiogenezy nie ma tez
znaczenia rokowniczego w analizie wieloczynnikowej w stworzonym modelu Coxa. Do podobnych
wnioskow doszta grupa Chen’a i wsp. [190] Wyniki te pozostaja jednak w sprzecznosci z
doniesieniem Maeda i wsp., ktorzy stwierdzili, Ze nasilenie angiogenezy w raku zZofadka jest
istotnym czynnikiem rokowniczym zaréwno w analizie jednoczynnikowej jak i w modelu Coxa.
[131] Nalezy jednak zaznaczy¢, iz analizowana przeze mnie grupa rakoéw charakteryzuje sig
znacznie wyzszym stopniem zaawansowania klinicznego. Najwyzszy, IV stopien zaawansowania
dotyczyt tu ponad potowy (53%) ocenianych przypadkoéw, podczas gdy w grupie Maeda stanowit
on 30%. Raki w pierwszym stopniu zaawansowania to odpowiednio: 1% i 31% w ocenianej przeze
mnie 1 Maeda grupie. Mozna przypuszczaé, iz nasilenie angiogenezy w obregbie guza pierwotnego
bedzie miato znaczenie rokownicze w przypadkach rakow zotadka o niskim stopniu zaawansowania
klinicznego, do czasu, kiedy proces nowotworowy ograniczony jest do $ciany zoladka. Mniejsza
gestos¢ drobnych naczyn krwiono$nych na terenie guza zwigksza szansg¢ na przeprowadzenie
operacji zanim komorki nowotworowe przedostang si¢ na obwod. Takze Kakeji 1 wsp. wykazali, ze
nasilenie angiogenezy w raku zotadka jest niezaleznym czynnikiem rokowniczym. [128] Cameron i
wsp. oceniali nasilenie angiogenezy w rakach zoladka o niskim stopniu zaawansowania
klinicznego. [132] Stwierdzili, ze raki w stopniu IA (naciek nie przekracza blony podsluzowej, brak

przerzutbw w wezlach chtonnych 1 przerzutow odleglych) maja znaczaco mniejsze wartosci
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gestosci naczyn w porownaniu z rakami w stopniu IB i II. Nie stwierdzili jednak réznic pomigdzy
grupami IB 1 II. Podobne wyniki przedstawita inna grupa badaczy, ktéra stwierdzita iz $rednia
gestos¢ naczyn w rakach o I stopniu zaawansowania jest nizsza od rakow o wyzszych stopniach
zaawansowania, jednak nie ma juz roznic w ggstosci naczyn w rakach o II i III stopniu
zaawansowania klinicznego. [190] Analizujac te prace mozna przypuszczac, ze ggsto$¢ naczyn w
raku zotadka zwigksza sig¢ jedynie na wczesnym etapie wzrostu 1 po osiagnigciu pewnego poziomu
nie ulega juz znaczacym zmianom. W przypadkach zaawansowanych rakéw zotadka nasilenie
angiogenezy w obrgbie guza pierwotnego nie ma juz wptywu na dalsza dynamike¢ rozwoju procesu
Nowotworowego.

Maeda 1 wsp. stwierdzili rowniez, ze nasilenie angiogenezy w obrgbie nacieku raka zotadka wzrasta
wraz ze spadkiem stopnia zréznicowania raka i1 r6zni si¢ z zaleznos$ci od typu raka wg Laurena.
[131] Moje obserwacje nie potwierdzaja tych doniesien.

Fakt, iz nasilenie angiogenezy jest istotnym czynnikiem rokowniczym w rakach sutka, i
rownoczes$nie zdaje si¢ nie mie¢ wptywu na przezycia w rakach przewodu pokarmowego (zotadka 1
jelita grubego) mozna prébowaé tlumaczy¢ roznicami w budowie powyzszych narzadow.
Podscielisko sutka, zazwyczaj thuszczowe lub ze zmianami typu ,laesio fibrosa” zawiera mniej
drobnych naczyn krwiono$nych, niz bogatounaczyniona btona $luzowa i podsluzowa przewodu
pokarmowego. Dlatego dla toczacego si¢ w sutku procesu nowotworowego mozliwos$¢ sprawnego
generowania przez komorki nowotworowe sieci drobnych naczyn krwiono$nych moze mieé
kluczowe znaczenie dla zapewnienia wzrostu guza i1 umozliwienia powstawania przerzutow
odlegtych. Rak rosnacy w obrebie $ciany przewodu pokarmowego zdaje si¢ nie by¢ tak bardzo
zalezny od generowania wzrostu nowych naczyn. Wydaje si¢ by¢ prawdopodobne, ze przynajmniej
czesciowo, wykorzystuje on obecno$¢ wczesniej istniejacych w $cianie przewodu pokarmowego

struktur naczyniowych.

Roznorodnos¢ obrazow histologicznych w nacieku pierwotnym w  Scianie Zolqdka i w

przerzutach do weztow chionnych

Srednia ilo$¢ preparatow histologicznych, na ktérych widoczne byto utkanie raka wynosita 8,3 i
wahata si¢ w szerokich granicach od 3 do 21 w zaleznosci od przypadku. Stwierdzono oczywista
zalezno$¢ pomigdzy wielkos$cia guza w centymetrach, a iloscia szkietek zajgtych przez utkanie raka
(p=0,02 dla testu korelacji rang Spearmana). Jest to zjawisko zrozumiate i wynika z zasad
pobierania materialu do oceny histologicznej — im wigksza §rednica nowotworu, tym wigcej
wycinkow. [193] Nie wykazano natomiast zwiazku pomig¢dzy liczba pobranych do badania

wycinkow, a iloScia stwierdzonych w obrgbie nacieku raka odrgbnych histologicznie utkan, przy
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zatozeniu, iz dane utkanie musi zajmowac¢ co najmniej 10% objetosci nowotworu (p=0,75 dla testu
korelacji rang Spearmana). W rutynowym badaniu histologicznym nie mamy prostej mozliwosci
oceny objetosci nacieku, dlatego przyjetam zasade pozwalajaca wiaczy¢ dane utkanie do oceny,
jesli zajmowalo ono co najmniej trzy czwarte standardowego preparatu patrzac w matym
powigkszeniu (5X), lub widoczne bylo na wigcej niz po6t pola widzenia w matym powigkszeniu na
co najmniej dwu preparatach.

Z morfologicznego punktu widzenia raki zotadka sa grupa niezwykle heterogenna - obrazy jakie
tworza jego nacieki moga by¢ bardzo réznorodne. [86,87] Dlatego tez ocena histologiczna i
znalezienie jednej, uniwersalnej klasyfikacji sa trudne. Ogladajac raki zotadka zauwazamy nie tylko
ogromng zmiennos¢ obrazéw morfologicznych pomigdzy kolejnymi przypadkami, ale takze czgsto
rozne obrazy w kolejnych wycinkach od tego samego pacjenta. Ta wyjatkowa rdéznorodnosé
obrazéw histologicznych zaowocowata powstaniem wielu odrgbnych klasyfikacji histologicznych.
Probuja one grupowac raki zotadka opierajac si¢ na ocenie roznych cech: na stwierdzeniu obecnosci
lub braku specyficznych struktur histologicznych (np. gruczotowych, papilarnych),
charakterystycznych ~ komorek,  charakterystycznego  sposobu  wzrostu,  pochodzenia
histogenetycznego, lub kombinacji kilku wyzej wymienionych elementéw réwnocze$nie. W
wigkszo$ci klasyfikacji, dla uproszczenia oceny bierze si¢ pod uwage utkanie dominujace w
nacieku, pomijajac mniejsze obszary o obrazach odbiegajacych od tego gldéwnego [6,87] Moja
praca pokazuje, iz prawie trzy czwarte rakow zotadka ma budoweg zlozona. Jedynie 28%
przypadkow zbudowanych jest wylacznie z jednego utkania na obszarze calego nacieku
nowotworu. Zblizone wyniki podaje Carneiro i wsp. — w ocenianej przez nich serii 213 rakow w
prawie 60% przypadkéw znaleziono wigcej niz jedno utkanie histologiczne. [87] Analiza
statystyczna posiadanego przeze mnie materialu nie wykazata istnienia zaleznosci dtugosci przezy¢
pacjentéw od rosnacej ilosci utkan w nacieku raka.

Raki zbudowane z kilku wyraznie rézniacych si¢ utkan zachowuja te¢ réznorodno$¢ takze w
przerzutach do weztéw chlonnych. Pod wzgledem histologicznym przerzuty raka zotadka w
wigkszosci przypadkow odpowiadaja budowie histologicznej guza pierwotnego w $cianie zotadka.
Obecnos¢ wigkszej liczby utkah w obrgbie guza pierwotnego skutkuje wigksza rdéznorodnoscia
obrazow histologicznych przerzutow w weztach chtonnych. Jedynie w trzech przypadkach na 73 z
obecnymi przerzutami (4%) w obrgbie wezla chionnego stwierdzono przerzut o utkaniu nie
wystepujacym w nacieku w $cianie zotadka. W dwu przypadkach pojawito si¢ utkanie o budowie
Sluzowej 1 w jednym obszary o budowie cewkowej. Prawdopodobnie pomimo duzej ilosci
pobieranych do badania wycinkdéw otrzymane preparaty histologiczne nie uwidocznity wszystkich

obrazéw morfologicznych raka w $cianie zotadka. Sytuacja taka dotyczy przede wszystkim rakow
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typu mieszanego. Stwierdzono rowniez, iz czgs$¢ nisko zroéznicowanych rakéw typu jelitowego,
ktore w obregbie guza pierwotnego prezentowaly si¢ gtownie jako nacieki lite, z bardzo ograniczona
tendencja do tworzenia cew gruczotowych w przerzutach dawata obraz wysokozrdéznicowanego
raka gruczotowego z bardzo wyraznym tworzeniem regularnych gruczotow. Stopien zréznicowania
nacieku raka w przerzucie odpowiadal: G1. Tak wigc przerzuty powstajace w danym przypadku
raka zotadka moga mie¢, 1zazwyczaj maja, zréznicowany obraz morfologiczny, mozliwe jest takze

powstanie przerzutu o cechach wyzszego zréznicowania niz naciek pierwotny w $cianie zotadka.
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VI. Wnioski

1. Obecno$¢ nieprawidlowej ekspresji biatek uktadu ECCU (E-kadheryny badz E-kadheryny i -
kateniny) w sporadycznych, zaawansowanych rakach zoladka identyfikuje grupge pacjentow o
gorszym oczekiwanym przezyciu.

2. Statystycznie istotny zwiazek laczy wystgpowanie mutacji w genie CDHI z zaburzeniami
ekspres;ji biatka E-kadheryny, jednak czg$¢ przypadkow z mutacja nie wykazuje zaburzen ekspres;ji
tego produktu. Podobnie w czesci przypadkow, w ktorych stwierdzono nieprawidtowosci ekspres;ji
biatka, nie potwierdzono obecno$ci mutacji w genie CDHI, co pozwala przypuszczac, ze czg$¢
przypadkow ze zmieniona ekspresja E-kadheryny ma podloze epigenetyczne.

3. W serii przypadkow obejmujacej sporadyczne, zaawansowane raki zotadka stwierdzenie mutacji
w genie CDH| nie identyfikuje grupy pacjentow o gorszym rokowaniu.

4. Sposrdd tradycyjnych czynnikow rokowniczych potwierdzono warto$¢: stanu weziow chtonnych
(N), obecnosci przerzutow odlegtych (M) oraz stopnia zaawansowania procesu (ang. ,,stage”) jako
istotnych czynnikow prognostycznych, podczas gdy gltebokos¢ nacieku raka (T) okazata si¢ nie
mie¢ znaczenia rokowniczego w badanych, zaawansowanych rakach zotadka.

5. W analizie wieloczynnikowej Coxa klasyfikacja wg Goseki okazala si¢ mie¢ wartos$¢
prognostyczna.

6. Stwierdzono wystgpowanie trendu pomiedzy pojawieniem si¢ jadrowej akumulacji biatka p-53 i
pogorszeniem rokowania chorych z zaawansowanym rakiem zotadka. Dodatkowe czynniki badane
W niniejszej pracy: nasilenie angiogenezy, pojawienie si¢ ekspresji surviviny, obecno$¢ nacieku
zapalnego w tzw. ,.froncie inwazji” oraz w glebi utkania raka, ilo$¢ r6éznych utkan histologicznych
w obrebie nacieku pierwotnego nie mialy wpltywu na rokowanie w zaawansowanych rakach

zoladka.
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VII. Streszczenie

Zarys problemu:

Rak gruczolowy zotadka jest najczgstszym nowotworem ztosliwym tego narzadu,
rozpoznawanym typowo po 65 roku zycia. Pomimo, iz wspotczynniki zapadalnosci na raka
zotadka obnizaja sig, ciagle pozostaje on jednym z najczgstszych nowotwordow ztosliwych,
odpowiadajac za znaczacy procent zgondw z przyczyn nowotworowych. W zaleznosci od rejonu
geograficznego obserwuje si¢ znaczne rdznice w liczbie noworozpoznawanych przypadkow, a
takze czestosci wystepowania roznych typdéw histologicznych raka. Etiopatogeneza raka zotadka
zwigzana jest z licznymi, wzajemnie na siebie wplywajacymi 1 modyfikujacymi swoje
oddzialywanie czynnikami $rodowiskowymi, ktérych wplywy naktadaja si¢ na indywidualne
uwarunkowania genetyczne. Do najlepiej poznanych czynnikdw S$rodowiskowych naleza:
specyficzne uwarunkowania dietetyczne oraz infekcja H. pylori, szczegolnie szczepami cagA, jesli
miata ona miejsce we wczesnym dziecinstwie. Ogromna réznorodno$¢ i zmienno$¢ obrazow
histopatologicznych naciekow raka zotadka obserwowana pomig¢dzy réznymi przypadkami, a
takze czesto w kolejnych wycinkach od tego samego pacjenta zaowocowata powstaniem licznych,
opartych na roznych kryteriach, klasyfikacji 1 podziatow. Najszersza akceptacj¢ zyskaty:
klasyfikacja Laurena, Goseki, WHO 1 Minga. Postacie makroskopowe raka zotadka opisuje
klasyfikacja Bormanna. Wigkszo§¢ uzywanych podzialow raka zotadka nie ma znaczenia
rokowniczego. Pigcioletnie przezycia najlepiej koreluja ze stopniem zaawansowania klinicznego
procesu nowotworowego — rak wczesny charakteryzuje si¢ ponad 90% pigcioletnimi przezyciami,
podczas gdy w przypadkach zaawansowanych liczby te spadaja do 10-15%. Istnieje jednak wiele
dodatkowych czynnikow mogacych mie¢ wplyw na rokowanie u chorych na raka zotadka. Jednym
z nich wydaja si¢ by¢ zmiany w obrgbie bialek uktadu ECCU, odpowiadajacych za utrzymanie
procesow przylegania mi¢dzykomorkowego w tkankach nablonkowych oraz za zapewnienie
sygnalizacji migdzy komérkami nabtonka.

Cel pracy:

W niniejszej pracy badano stan genu CDH1 kodujacego biatko E-kadheryng oraz ekspresje
biatek E-kadheryny i B-kateniny w grupie 84 sporadycznych, zaawansowanych rakow zotadka.
Szukano zalezno$ci pomigdzy obecnoscia mutacji w powyzszym genie i zaburzeniami ekspresji
bialek uktadu ECCU a cechami histologicznymi raka: stopniem zrdznicowania, typem wzrostu,
obecnoscia 1 skladem nacieku zapalnego, nasileniem angiogenezy, ekspresja biatka p-53 1

surviviny oraz dtugos$cia przezy¢ pacjentdw po operacji.
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Materialy i metody:

Materiat pochodzit od pacjentdow operowanych w I Klinice Chirurgii w Krakowie z
powodu raka zotadka w latach 1996-2000 1 obejmowat grupe 84 zaawansowanych, sporadycznych
rakow zotadka. W pracy wykorzystano podstawowe techniki histopatologiczne (barwienie
preparatow hematoksyling-eozyna oraz Alcjan-PAS), immunohistochemi¢ z wykorzystaniem
specyficznych, monoklonalnych przeciwciat, a takze techniki molekularne - reakcje PCR-SSCP
pozwalajaca na wykrywanie mutacji oraz umiejscowienie ich w konkretnym eksonie badanego
genu. Do opracowania statystycznego danych wykorzystano program Statistica for Windows, 6.0.

Wyniki.:

Analizujac wzory otrzymanych na zelach prazkow stwierdzono obecnos$¢ mutacji w genie
CDHI w 13% badanych rakéw. Biorac pod uwagg jedynie raki rozlane i mieszane stwierdzono, iz
mutacje w genie CDHI dotycza 19% badanych rakéw tej grupy. Rownoczesnie stwierdzono, iz
okoto 20% badanych rakow (17 przypadkéw) wykazuje nieprawidlowosci ekspresji biatka E-
kadheryny, a okolo 19% (16 przypadkoéw) nieprawidtowosci ekspresji biatka [-kateniny.
Stwierdzono wystepowanie istotnej statystycznie zaleznosci pomigdzy obecno$cia mutacji w genie
CDH] a zaburzeniami ekspresji biatka E-kadheryny. Zauwazono takze, iz czg$¢ sporadycznych,
zaawansowanych rakow zotadka ze stwierdzona mutacja w genie CDHI nie wykazuje zaburzen
ekspresji biatka E-kadheryny. W czgsci przypadkéw, w ktorych nie potwierdzono obecnosci
mutacji w genie CDHI wystapily zaburzenia ekspresji biatka - pozwala to przypuszczac, ze czgs$¢
przypadkow rakow zotadka ze zmieniona ekspresja E-kadheryny (ostabiong lub o nieprawidlowe;j
lokalizacji) ma podtoze epigenetyczne. Obecno$¢ nieprawidlowej ekspresji ktorego$ z badanych
biatek uktadu ECCU identyfikuje grupg pacjentéw o gorszym oczekiwanym przezyciu, podczas
gdy stwierdzenie mutacji w genie CDHI nie ma znaczenia rokowniczego. Potwierdzono wartos¢
rokownicza tradycyjnych czynnikoéw rokowniczych: stanu wegziow chlonnych, obecnosci
przerzutow odlegtych 1 stopnia zaawansowania procesu nowotworowego (ang. ,stage”). W
analizie wieloczynnikowej Coxa wykazano takze istotng statystycznie warto$¢ rokownicza
klasyfikacji Goseki. Stwierdzono wystepowanie trendu pomigdzy jadrowa akumulacja biatka p-53
a pogorszeniem rokowania w przypadkach sporadycznych, zaawansowanych rakéw zZotadka.
Nasilenie angiogenezy, pojawienie si¢ ekspresji surviviny, obecno$¢ nacieku zapalnego na tzw.
»froncie inwazji” oraz w glebi nacieku raka oraz ilo$¢ roéznych utkan obserwowanych w

wycinkach od danego pacjenta nie mialty wptywu na dlugo$¢ przezycia w badanej grupie rakow.

Najistotniejszy wniosek z pracy:
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Immunohistochemiczne stwierdzenie obecnosci nieprawidlowej ekspresji bialek: E-
kadheryny lub/i B-kateniny w obrebie nacieku raka zoladka identyfikuje grupe pacjentow o

gorszej oczekiwanej dlugosci przezycia po operacji.
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VIII. Summary

the study objectives

Gastric adenocarcinoma is the most frequent malignant neoplasm of this organ, typically diagnosed
in people older than 65 years old. Despite the declining incidence of gastric cancer it remains one of
the most common malignant neoplasm being responsible for a significant percent of cancer-related
deaths. The incidence of gastric carcinoma and the relative frequency of its particular histological
types show marked geographical variability. Etiopathogenesis of gastric cancer is connected to
multiple environmental agents which influence each other and mutually modulate their effects, and
are further influenced by individual genetical predispositions. The best known environmental agents
are: special dietary habits and Helicobacter pylori infection, especially when acquired in childhood
and/or caused by cag-A strains.

A marked inter- and intraindividual variability of gastric carcinoma histological patterns resulted in
the development of numerous histological classifications of this neoplasm. The most widely
accepted classifications system are: Lauren, Goseki, WHO and Ming classifications. Bormann
classifications describes macroscopic forms of gastric cancer infiltrates. Most accepted gastric cancer
classifications do not posses prognostic value. Prognosis in gastric cancer correlates with clinical
stage of the disease — five years survival rate in so-called early gastric cancer .is approximately 90%,
were as in advanced stages five years survival rate declines to 10-15%. There are probably numerous
additional factors which can influence the prognosis in gastric cancer patients: among them are
changes in E-cadherin-catenin unit (ECCU) proteins. These proteins are normally responsible for the
maintenance of intracellular adhesion in epithelial tissues and for providing signal transduction

between epithelial cells.

the aim of the study

Status of the CDHI gene coding E-cadherin protein and the expression of E-cadherin and -catenin
proteins were investigated in the group of 84 sporadic, advanced gastric cancers. The correlations
between E-cadherin gene mutations, disturbances of immunohistochemical expression of ECCU
proteins and histological features of neoplasm: cancer differentiation, type of growth, presence and
composition of inflammatory infiltrate, angiogenesis, expression of p-53 and survivin proteins and

the survival interval after operation were investigated.
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materials and methods

The material was collected from the patients operated for gastric cancer between 1996-2000 in the
First Surgical Department in Cracow. It consisted of 84 advanced, sporadic gastric cancers. Basic
histopathological techniques: hematoxilin-eosin and Alcian-PAS staining as well as
immunohistochemistry with specific, monoclonal antibodies and molecular techniques: PCR-SSCP
reactions, which allowed to detect mutations and to locate them in a proper exon of the investigated
gene were used in this work. Statistical analysis was done using computer program: Statistica for

Windows 6.0.

results

Bands pattern analysis revealed presence of CDHI gene mutations in 13% of investigated gastric
cancers. When only so-called diffuse and mixed types were taken under consideration, the mutations
were present in 19% of investigated cases. Disturbances in expression of E-cadherin protein were
detected immunohistochemicaly in about 20% (17 cases) and of B-catenin protein in about 19% (16
cases). Statistically significant correlation between the presence of E-cadherin gene mutation and
disturbances in E-cadherin protein expression was found. It was noticed that a part of sporadic,
advanced gastric cancers with detected mutation in CDHI gene do not show abnormal expression of
the E-cadherin protein. Some cases with unmutated E-cadherin gene showed a deranged protein
expression, most probably due to the epigenetic factors.

Deranged expression of proteins belonging to the ECCU identifies a group of patients with poorer
overall survival. The E-cadherin mutation however, does not have any prognostic impact.

In the present study it was possible to confirm the value of traditional prognostic factors: the lymph
node status, distant metastases, and the tumor stage. The Goseki classification was proved to have a
prognostic impact by the Cox proportional hazard model. There was a trend toward poorer survival
in the cases demonstrating the nuclear accumulation of the p53 protein. No prognostic significance
was proven for the intensity of angiogenesis, survivin expression, inflammatory infiltrate at the

tumor invasion front, and histological variability within an individual tumor.

the most important conclusion of the work
Disturbances in expression of E-cadherin and/or [3-catenin proteins detected
immunohistochemicaly in gastric cancer infiltrate define the group of patients with poorer

overall survival.
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zdj. nr 1

Naciek raka typu jelitowego wg Laurena, z widocznym wyraznym tworzeniem
regularnych cewek gruczotowych, o wysokim stopniu zréznicowania (G1). W obrgbie
nacieku raka nie stwierdzono wystgpowania komorek zapalnych.

Nr histologiczny preparatu: 1341865, barwienie H-E, pow. 20x

zdj. nr 2

Naciek raka typu jelitowego wg Laurena, z widocznym tworzeniem nieregularnych cewek
gruczotowych. Rak o posrednim stopniu zréznicowania (G2). W obrgbie nacieku raka nie
stwierdzono wystepowania komorek zapalnych.

Nr histologiczny preparatu: 1363260, barwienie H-E, pow. 40x
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zdj. nr 3

Naciek raka typu jelitowego wg Laurena. Widoczne wyrazne, lecz nieregularne cewy
gruczotowe zbudowane z komorek o znacznym polimorfizmie komoérkowym i jadrowym.
Liczne mitozy, w tym takze nieprawidtowe.

Nr histologiczny preparatu: 1341865, barwienie H-E, pow. 40x

zdj. nr 4

Naciek raka typu rozlanego wg Laurena. Widoczne pojedynczo lezace komorki,

w tym liczne komorki sygnetowate, ktore nie tworza cew gruczolowych. Rak o niskim
stopniu zr6znicowania (G3). W obrgbie nacieku raka nie stwierdzono komorek zapalnych.
Nr histologiczny preparatu: 1381344, barwienie H-E, pow. 40x
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zdj. nr 5

Naciek raka typu rozlanego wg Laurena. Widoczne mate komoérki o podobnych
rozmiarach, ktore nie tworza cew gruczotowych. Liczne komorki sygnetowate. Rak o
niskim stopniu zréznicowania (G3). W obrebie nacieku raka nie stwierdzono obecno$ci
komorek zapalnych.

Nr histologiczny preparatu: 1344083, barwienie H-E, pow. 40x

zdj. nr 6

Naciek raka typu mieszanego wg Laurena: po prawej stronie komponenta jelitowa z
widocznymi nielicznymi komoérkami nacieku zapalnego, po lewej rak typu rozlanego, bez
obecnos$ci w utkaniu komorek zapalnych.

Nr histologiczny preparatu: 1442596, barwienie H-E, pow. 20x
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zdj. nr 7

Rak typu brodawkowatego wg podziatu WHO - widoczne wyrazne uktady brodawkowate
z centralnie polozonym rdzeniem widknisto-naczyniowym. Rak

o wysokim stopniu zréznicowania (G1), bez obecnos$ci komorek zapalnych.

Nr histologiczny preparatu: 1403560, barwienie H-E, pow. 20x

zdj. nr 8

Rak typu §luzowego wg podziatu WHO: widoczne rozlegle ,,jeziorka” sluzowe, a w nich
zawieszone grupy komorek raka. W obrgbie nacieku raka nie stwierdzono wystgpowania
komorek zapalnych.

Nr histologiczny preparatu: 1363459, barwienie H-E, pow. 10x
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zdj. nr 9

Naciek raka typu rozlanego wg Laurena. Widoczne grupy komorek i pojedyncze komorki,

a w ich cytoplazmie obfity Sluz w wigkszo$ci w postaci pojedynczej kropli (granatowy
,kleks”). Wg Goseki typ IV.

Nr histologiczny preparatu: 1381134, barwienie: Alcjan-Pas, pow. 40x

zdj. nr 10

Naciek raka typu jelitowego wg Laurena , z widocznym tworzeniem nieregularnych cewek
gruczotowych. W cytoplazmie komorek nie stwierdzono obecnosci Sluzu.
Wg Goseki typ L.

Nr histologiczny preparatu: 1401595, barwienie: Alcjan-Pas, pow. 10x
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zdj. nr 11

Wezel chlonny z przerzutem raka zotadka, w przerzucie rak typu jelitowego wg Laurena
(wg WHO: rak typu cewkowego).
Nr histologiczny preparatu: 1392717, barwienie H-E, pow. 20x

zdj. nr 12

Wezel chtonny z przerzutem raka zotadka, w przerzucie rak typu jelitowego wg Laurena
(wg WHO: rak typu cewkowego).
Nr histologiczny preparatu: 1363781, barwienie H-E, pow. 10x
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zdj. nr 13

Wezel chtonny z widocznym przerzutem raka zotadka, w przerzucie rak typu sluzowego.
Nr histologiczny preparatu: 1407203, barwienie H-E, pow. 10x

zdj. nr 14

Wezet chtonny z widocznym przerzutem raka zotadka, w przerzucie rak typu rozlanego
wg Laurena, (wg WHO: rak sygnetowatokomorkowy).
Nr histologiczny preparatu: 1421339, barwienie H-E, pow. 20x
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zdj. nr 15

Wezel chlonny z widocznym przerzutem raka zotadka, w przerzucie rak o budowie litej.
Nr histologiczny preparatu: 1402020, barwienie H-E, pow. 20x

zdj.nr 16

Naciek raka typu jelitowego wg Laurena tworzacego nieregularne cewki gruczotowe.
Widoczny silny, blonowy odczyn w kierunku E-kadheryny obecny we wszystkich
komorkach nowotworowych. Sita odczynu poréwnywalna z odczynem stwierdzonym w
komorkach prawidtowej btony sluzowej zotadka.

Nr histologiczny preparatu: 1401595, odczyn w kierunku E-kadheryny, pow. 40x
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zdj. nr 17

W naczyniu krwiono$nym w $cianie zotadka widoczny jest zator z komorek
nowotworowych. Wszystkie komorki raka zotadka wykazuja silny, blonowy odczyn w
kierunku B-kateniny o sile porownywalnej z odczynem stwierdzonym w komorkach
prawidtowej btony sluzowej zotadka.

Nr histologiczny preparatu: 1422381, odczyn w kierunku [-kateniny, pow. 40x

zdj. nr 18

Naciek raka typu jelitowego wg Laurena.

Komoérki raka wykazuja ostabiony odczyn btonowy obecny w okoto 50% komorek oraz
silny odczyn jadrowy obecny w okoto 10% komorek raka.

Nr histologiczny preparatu: 1341793, odczyn w kierunku -kateniny, pow. 40x
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zdj. nr 19

Naciek raka typu rozlanego wg Laurena.

Komorki raka wykazuja ostabiony, blonowy odczyn w kierunku E-kadheryny obecny w
wigkszosci komorek.

Nr histologiczny preparatu: 1400852, odczyn w kierunku E-kadheryny, pow. 40x

zdj. nr 20

Naciek raka typu jelitowego wg Laurena.

W ponad 90% komérek nowotworowych widoczny jest silny, jadrowy odczyn w kierunku
B-kateniny.

Nr histologiczny preparatu: 1369359, odczyn w kierunku -kateniny, pow.40x
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zdj. nr 21

zdj. nr 22

Naciek raka typu rozlanego wg Laurena. W ponad 50% komorek nowotworowych
widoczny jest staby, blonowy odczyn w kierunku -kateniny, ponadto w pojedynczych
komorkach delikatne ziarnisto$ci w cytoplazmie. W prawym gornym rogu pojedynczy
gruczot z widocznym silnym, blonowym odczynem stwierdzanym we wszystkich
komorkach.

Nr histologiczny preparatu: 1381134, odczyn w kierunku -kateniny, pow. 40x

Naciek raka typu jelitowego wg Laurena.
Przy pomocy przeciwciata CD-34 uwidoczniono struktury naczyniowe.
Nr histologiczny preparatu: 1344083, odczyn w kierunku CD-34, pow. 20x
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zdj. nr 23

Naciek raka typu rozlanego wg Laurena.
Przy pomocy przeciwciata CD-34 uwidoczniono struktury naczyniowe.
Nr histologiczny preparatu: 1442596, odczyn w kierunku CD-34, pow. 20x

zdj. nr 24

Naciek raka typu sluzowego wg podziatu WHO.
Przy pomocy przeciwciata CD-34 uwidoczniono struktury naczyniowe.
Nr histologiczny preparatu: 1364365, odczyn w kierunku CD-34, pow. 40x
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zdj. nr 25

Zel MDE - widoczne sa prazki uwidocznione przy pomocy srebrzenia, powstate w wyniku
przeprowadzenia calonocnej, pionowej elektroforezy zamplifikowanego odcinka DNA
obejmujacego jeden ekson genu CDHI wraz z krotkimi, przylegajacymi odcinkami
introné6w (metoda SSCP). W przypadku oznaczonym numerem 41 widoczny jest
dodatkowy prazek obecny tak w probce DNA pochodzacej z niezmienionej btony
sluzowej zotadka (N), jak i z nacieku raka (T). Taka sytuacje okreslano mianem
polimorfizmu w danym eksonie genu.

zdj. nr 26

Zel MDE - widoczne sa prazki uwidocznione przy pomocy srebrzenia, powstate w wyniku
przeprowadzenia calonocnej, pionowej elektroforezy zamplifikowanego odcinka DNA
obejmujacego jeden ekson genu CDHI wraz z krotkimi, przylegajacymi odcinkami
introné6w (metoda SSCP). W przypadku oznaczonym numerem 47 widoczny jest
dodatkowy prazek obecny jedynie w probce DNA pochodzacej z nacieku raka (T). Taka
sytuacje traktowano jako obecno$¢ mutacji w danym eksonie badanego genu.
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