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1. Wstep

1.1. Rak jelita grubego

Rak jelita grubego jest trzecim co do czgstosci wystepowania nowotworem
zto§liwym na $wiecie i drugg najczestsza przyczyng zgonu z powodu nowotworow

ztosliwych [1-3]. Stanowi 9,7% wszystkich nowotwordéw, z wylaczeniem raka skory [4].

Podstawa diagnostyki w przypadku podejrzenia raka jelita grubego jest badanie
endoskopowe i w zaleznosci od lokalizacji sg to rektoskopia, rektosigmoidoskopia i
kolonoskopia. Badania te pozwalaja na pobranie wycinkow do analizy

histopatologicznej, a takze wykrycie fagodnych badz ztosliwych zmian synchronicznych

[5].

Istnieje zmienno$¢ geograficzna W czgstosci wystepowania raka jelita grubego.
Zjawisko to jest zwigzane ze stylem zycia [1]. Najczesciej rak jelita grubego wystepuje
w Australii i Nowej Zelandii, natomiast najrzadziej obserwuje si¢ wystgpowaniec W
Afryce Zachodniej. Regiony, ktore sg bardziej rozwinigte cechujg si¢ wigksza czgstoscia
wystepowania raka jelita grubego niz te mniej rozwinigte. W Azji wystepuje najwigksze
zroznicowanie €O do czgsto$ci wystepowania raka jelita grubego, co jest zwigzane ze
zroznicowaniem warunkow spoteczno-ekonomicznych. Biorgc pod uwage czestosé
wystgpowania raka jelita grubego wedtug standardu wieku (age-standardized incidence
rate; ASRIi) wystepowanie raka jelita grubego jest rzadsze u kobiet (14,3 na 100 000), niz
u mezczyzn (20,6 na 100 000) [4].

W Polsce rak jelita grubego jest rowniez istotnym problemem onkologicznym [6].
Jest trzecim najczesciej diagnozowanym nowotworem ztosliwym u m¢zczyzn i drugim u
kobiet [7]. W 2019 roku liczba zgonow z powodu raka jelita grubego w Polsce wynosita
u mezczyzn 6923, a u kobiet 5229 [8].

1.1.1. Prawostronny i lewostronny rak jelita grubego

Rak jelita grubego zlokalizowany proksymalnie od zagiecia $ledzionowego

okresla si¢ jako prawostronny, natomiast umiejscowiony w okolicy zagigcia
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sledzionowego lub dystalnie od zagigcia $ledzionowego jako lewostronny. Podziat ten
wynika z faktu, ze dwie trzecie proksymalnego odcinka poprzecznicy powstaja w trakcie
embriogenezy z jelita srodkowego, natomiast z jelita tylnego pochodzi jedna trzecia
dystalna [9].

Prawostronny i lewostronny rak jelita grubego roznia si¢ nie tylko pod wzgledem
embriologicznym, ale takze epidemiologicznym, fizjologicznym, patologicznym,
genetycznym i klinicznym, co z kolei powoduje duze réznice w przebiegu choroby
nowotworowej tam zlokalizowanej, jak i rokowaniu [9-10]. Dodatkowo do tych
odmiennosci W prezentacji choroby przyczyniaja si¢ drogi zaopatrzenia naczyniowego
poszczegolnych czgsci jelita grubego. Prawa cze$¢ okreznicy zaopatrywana jest przez
tetnice krezkowa gorna, podczas gdy lewa cze$¢ przez tetnice krezkowa dolng [11].
Zaobserwowano takze, ze proksymalnie od zagiecia §ledzionowego okr¢znicy czgsciej
wystepuja nowotwory o typie wzrostu egzofitycznym (guz ze wzrostem do $wiatla jelita),
natomiast dystalnie od zagigcia $ledzionowego obserwuje si¢ typ wzrostu endofityczny
(naciek wrzodziejacy ze wzrostem wewnatrz $ciany jelita) lub okr¢zny (zajgcie $ciany

jelita i zwezenie Swiatla jelita) [8].

Juz od 1990 roku lewostronny i1 prawostronny rak jelita grubego uwazane sg za
odrebne nowotwory [12]. Nalezatoby wiec oczekiwac znamiennych réznic w rokowaniu
raka prawo- i lewostronnego, jednak literatura podaje sprzeczne wyniki. Badania
wskazuja, ze pacjenci z lewostronnym rakiem jelita grubego cechuja si¢ lepszym
rokowaniem [13] 1 wyzszymi wskaznikami przezycia niz pacjenci z rakiem
prawostronnym [14-16], u ktorych ponadto obserwuje si¢ czestsze nawroty choroby [17-
18]. Wiele prac donosi, ze pacjenci z prawostronnym rakiem jelita grubego wykazuja
wyzszy stopien zaawansowania guza: wigkszy rozmiar i glebokos¢ nacieku raka, a takze
nizszy stopien zrdéznicowania nowotworu [19-20]. Cze$¢ badan sugeruje jednak wyzsze
przezycie w przypadku prawostronnego raka jelita grubego lub podobny okres przezycia
pacjentow bez wzgledu na lokalizacje guza [21-22]. Weiss i wsp. wskazujg, ze po
dokonaniu analizy wykorzystujacej wiele zmiennych takich, jak choroby wspdtistniejace
i leczenie, nie zaobserwowano roznic w pigcioletnim przezyciu miedzy chorymi z

prawostronnym, a chorymi z lewostronnym rakiem jelita grubego [23].

W raku jelita grubego zlokalizowanym prawostronnie obserwuje si¢ mutacje

zwigzane z MMR (DNA MisMatch Repair; system naprawy btednie sparowanych zasad



azotowych [24]), podczas gdy w raku o lewostronnej lokalizacji mozna zaobserwowaé
mutacje w szlaku niestabilnosci chromosomowej (KRAS, APC, PIK3CA czy p53) [25].
Huang i wsp. potwierdzili w swoich badaniach, ze w lewostronnym raku jelita grubego
obecne sg mutacje APC, a mutacje w genie BRAF dominujg z kolei w prawostronnym
raku jelita grubego [26]. Pod wzglgdem odpowiedzi na leczenie roéwniez obserwuje si¢
znaczace roznice w przypadku guzow prawo- i lewostronnych. Czg¢s¢ badan donosi, ze w
przypadku guza w lewej cze$ci okreznicy wigksze korzy$ci obserwuje si¢ przy
zastosowaniu chemioterapii uzupetniajacej (opartej na 5-fluorouracylu) i terapii
celowanej przeciwko receptorowi naskorkowego czynnika wzrostu EGFR (epidermal
growth factor receptor) i jest to zwigzane z lepszym rokowaniem [25]. Pacjentom, u
ktérych wystepuje guz pierwotny lewostronny z typem dzikim genéw RAS 1 BRAF,
proponuje si¢ terapi¢ przeciw EGFR z zastosowaniem cetuximabu lub panitumumabu. W
przypadku guzoéw prawostronnych w terapii celowanej glowne zastosowanie ma
bevacizumab — przeciwcialo skierowanie przeciwko VGFR (vascular endothelial growth
factor; czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego) [27]. Pacjenci z prawostronnym
rakiem okreznicy reagujg zmiennie na konwencjonalng chemioterapig i u tych pacjentow

obiecujace wyniki wykazuje leczenie z zastosowaniem immunoterapii [25].

1.1.2. Czynniki ryzyka raka jelita grubego

Czynniki ryzyka zachorowania na raka jelita grubego sa ztozone. Podtoze
dziedziczne ma miejsce w zaledwie 5-10% przypadkow raka jelita grubego [28-29]. Do
zespotow uwarukowanych genetycznie, w ktorych spotykamy raka jelita grubego naleza:
zespOt Lyncha — dziedziczny rak jelita grubego niezwigzany z polipowato$cia (hereditary
non-polyposis colorectal cancer; HNPCC), rodzinna gruczolakowata polipowato$¢
(familial adenomatous polyposis; FAP), dziedziczona recesywnie polipowatos¢ zwigzana
z MUTYH (MUTYH associated polyposis; MAP) [30]. Dziedziczny rak jelita grubego
niezwigzany z polipowatoscig niesie za sobg okoto 70-80% ryzyko zachorowania [31],
natomiast w przypadku rodzinnej polipowatosci gruczolakowatej ryzyko wystapienia

raka jelita grubego wynosi 100% [32].

W wigkszosci przypadkow rak jelita grubego ma jednak charakter sporadyczny, a

Szansa na zachorowanie ro$nie wraz z wiekiem — 9 na 10 pacjentow jest w wieku 50 lat
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lub wiecej [8], przy czym 80% pacjentdw z rakiem okr¢znicy | 75% pacjentéw z rakiem

odbytnicy jest w momencie rozpoznania w wieku 60 lat lub wigcej [4].

Inne istotne czynniki ryzyka to [8]:

» ple¢ (wystepowanie 1,5-2 razy czgéciej u mezczyzn niz u kobiet),

» choroby zapalne jelita grubego takie, jak wrzodziejace zapalenie (20-krotny
wzrost ryzyka), czy choroba Lesniowskiego-Crohna (3-krotny wzrost ryzyka),

» zespol metaboliczny (ryzyko wzrasta przede wszystkim u mezczyzn),

» tryb zycia (im nizsza aktywno$¢ fizyczna, tym wigksze ryzyko zachorowania),

» palenie tytoniu (1/5 rakow jelita grubego w USA jest wykrywana u o0s6b
palacych),

» czynniki dietetyczne (naduzywanie alkoholu, dieta wysokokaloryczna, bogata w
thuszcze a uboga w btonnik i wapn),

» przebyta cholecystektomia czy radioterapia obszaru jamy brzusznej, a takze
obecnos¢ ureterosigmoidostomii (500-krotny wzrost ryzyka rozwoju raka),

> grupy etniczne (czestsze zachorowania u Afroamerykandéw oraz Zydéw
Aszkenazyjskich),

» czynniki geograficzne (wyzsze ryzyko w Ameryce Potnocnej, Europie, Australii

i Japonii, nizsze w Afryce i Azji).

Zwickszona zapadalno$¢ na raka jelita grubego obok ztych nawykow
zywieniowych, palenia tytoniu, czy niskiej aktywnosci fizycznej jest spowodowana takze

starzeniem si¢ populacji i otytoscig w krajach zachodnich [33-34].

1.1.3. Czynniki prognostyczne i rokowanie

Do czynnikdéw prognostycznych w raku jelita grubego nalezg [35-36]:
> typ histologiczny raka,

stopien histologicznej ztosliwosci,

obecno$¢ przerzutow w okolicznych weztach chtonnych,

obecno$¢ przerzutéw odlegtych,

YV V VYV V

obecnos¢ angioinwazji,



» odpowiedz uktadu limfatycznego - naciek limfocytarny w utkaniu guza
(tumor infiltrating lymphocytes; TIL),

niestabilnos¢ mikrosatelitarna,

status gendéw KRAS/NRAS/BRAF,

delecja 18q,

poziom biatka CEA w surowicy,

YV V. V V V

tzw. czynniki trzeciej kategorii (neuroinwazja, pierwotna lokalizacja guza,
sposob naciekania 1 $rednica guza, obecno$¢ krwawienia z guza,
wystgpienie niedroznosci i perforacji, cukrzyca, pteé¢, palenie papierosow,

polimorfizm genetyczny).

Rokowanie w raku jelita grubego jest tym lepsze, im wcze$niej jest On
rozpoznany [37]. Raki jelita grubego zlokalizowane w odbytnicy cechuja si¢ najgorszym
rokowaniem [38]. Ponadto wsrod pacjentdw, u ktorych zdiagnozowano raka jelita
grubego z przerzutami odleglymi, okoto 70-75% oséb przezywa ponad rok, 30-35%

okoto 3 lat i mniej niz 20% przezywa 5 lat od momentu rozpoznania [39].

Liczne badania wskazuja na inwazj¢ naczyn limfatycznych, niski stopien
zréznicowania histologicznego I paczkowanie guza (tumor budding) jako na gorsze

czynniki prognostyczne tego nowotworu [40-41].

Paczkowanie guza to wazny dodatkowy czynnik rokowniczy w przypadku raka
jelita grubego. Wystepowanie pagczkowania guza okresla si¢ jako obecnos¢ pojedynczych
komorek nowotworowych albo niewielkich skupisk do 5 komoérek w podscielisku na
obrzezach guza [42]. Te drobne grupy komorek rakowych wydaja si¢ by¢ hybrydowym
stanem tzw. stanem przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego (epithelial-mesenchymal
transition; EMT) komorek nowotworowych. Komorki rakowe podlegajace temu
zjawisku posiadaja wigkszy potencjal migracyjny i sa bardziej inwazyjne. Wiele
doniesien dowiodlo, ze paczkowanie guza jest zwigzane z agresywnym przebiegiem
choroby, obecnoscig przerzutow w okolicznych weztach chlonnych, przerzutow
odlegtych oraz wyzszym prawdopodobienstwem wznowy miejscowej [42-43]. Zjawisko
to stalo si¢ ugruntowanym niezaleznym czynnikiem prognostycznym w raku jelita

grubego, jednak wcigz brakuje standardowej metody oceny tego parametru [44].
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Naciek limfocytarny w utkaniu guza takze stanowi istotny element oceny,
zwlaszcza w immunoterapii. Komodrki nowotworowe maja zdolno$¢ wptywania na
immunosupresyjne mikrosrodowisko guza i moga kontrolowa¢ limfocyty naciekajace
nowotwor (tumor-infiltrating lymphocyte; TIL) [45]. Uwaza sie, ze TIL odzwierciedlaja
pierwotng odpowiedz immunologiczng na guzy lite, a ostatnie doniesienia mowig o
korelacji migdzy przezyciem pacjentéw z rakiem jelita, a naciekiem limfocytarnym w
utkaniu guza. Uktad odpornosciowy posiada mechanizmy, ktore zapobiegajg nadmiernej
aktywacji limfocytow, a jednym z takich punktow jest omawiana W niniejszej pracy
aktywnos$¢ szlaku PD-1 (programmed cell death protein 1), czyli biatko programowane;j
$mierci komorki 1 1 jego ligandu PD-L1 [46].

TIL sg zatem silnie zwigzane z odpowiedziag immunologiczng guza i pomagaja
przewidzie¢ odpowiedZ na immunoterapi¢ oraz przezycie [47-49]. Limfocyty naciekajace
nowotwor CD8+ maja wplyw na niszczenie komoérek nowotworowych w sposob
cytotoksyczny i uznaje sig, ze wplywa to na odpowiedz na immunoterapig, rokowanie
oraz na przezycie w raku jelita grubego [50-51]. Jednak znaczenie prognostyczne i
predykcyjne TIL, a takze znaczenie biatek PD-1 i PD-L1 w zaawansowanym raku jelita
grubego sg stabo poznane [52], cho¢ odpowiedz uktadu limfatycznego coraz czgsciej jest

taczona z lepszymi wynikami klinicznymi w raku jelita grubego [53].

1.1.4. Molekularne mechanizmy karcinogenezy

Wigkszos¢ rakow jelita grubego jest wynikiem zmian prekursorowych takich, jak
tagodny nowotwor pochodzenia nablonkowego — gruczolak, ktory moze w pewnych
warunkach ulec progresji do gruczolakoraka. Odkryto trzy gtowne molekularne szlaki
karcinogenezy, ktore odpowiadajg za powstanie raka jelita grubego odpowiednio w okoto
85%, 15% i 17% [54]:

1. niestabilno$¢ chromosomowa,
2. niestabilnos¢ mikrosatelitarna,

3. hipermetylacja wysp CpG.
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1.1.4.1. Niestabilnos¢ chromosomowa

Niestabilno$¢ chromosomowa jest wynikiem bledéw zaistnialych podczas
segregacji chromosomow W trakcie podzialu mitotycznego, ktore prowadzg do
strukturalnych i liczbowych zmian chromosomalnych. Niestabilno$§¢ chromosomowa
generuje genomowa heterogenicznos¢, a takze poprzez wprowadzenie DNA
dwuniciowego do cytozolu angazuje szlak antywirusowy CGAS-STING i promuje w ten
sposOb sygnalizacje zapalng. Efekt tych wielokierunkowych dzialan powoduje, ze
niestabilno$¢ chromosomowa jest jednym z gléwnych czynnikow stymulujacych
ewolucje guza, a takze jest genomowym zrodtem dla przekazywania sygnatow miedzy
guzem a jego mikrosrodowiskiem, co pozwala na ucieczke komoérek nowotworowych
spod nadzoru immunologicznego. Wigze si¢ to z obecno$cig przerzutow i gorszym

rokowaniem [55].

W 1990 roku Fearon i Vogelstein opisali po raz pierwszy proces przemiany
ztosliwej w gruczolaku, wynikajacy z niestabilnosci chromosomowej. Powstate raki
zwykle sg wynikiem potaczenia aktywacji onkogenoéw (np. PIK3CA, KRAS) oraz
inaktywacji genow supresorowych w komorkach (np. APC, TP53, SMADA4) poprzez
mutacj¢ 1 utrate alleli [56]. APC to istotny negatywny regulator szlaku WNT. Mutacja
genu APC prowadzi do hipermetylacji wspomnianego szlaku, co jest kluczowym
wczesnym zdarzeniem w przypadku powstania niestabilno$ci chromosomowe;.
Nieprawidtowosci szlaku WNT sa charakterystyczne dla wigkszosci sporadycznych
rakow jelita grubego oraz dla guzéw, ktore powstaty u pacjentow z FAP [57]. Ponadto
APC to sktadnik kompleksu Aksyna-APC, powodujacego proteasomalng degradacje
efektora WNT [-kateniny. Uszkodzenie tego kompleku w wyniku inaktywacji APC
powoduje, ze B-katenina odktada si¢ w cytoplazmie i wedruje do jadra komorkowego, O
z kolei prowadzi do aktywacji MYC i innych genow. Zaburzenie szlaku WNT niesie za
sobg rozregulowanie proliferacji i r6znicowania komorek nabtonka gruczotowego jelita
grubego oraz pojawienie si¢ w tych komorkach widocznych mikroskopowo cech
dysplazji, czyli zmiany zwanej gruczolakiem — poczatkowo 2z dysplazja
wewnatrznablonkowa malego stopnia, ktéry jednak w miare uptywu czasu moze ulegac
progresji do gruczolaka z dysplazja wewnatrznabtonkowg duzego stopnia. Z kolei
przeksztalcenie gruczolaka w raka inwazyjnego jelita grubego zwykle zwigzane jest z

utratg i/lub mutacja genu supresorowego TP53 [58].
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1.1.4.2. Niestabilno$¢ mikrosatelitarna

Mikrosatelity sa to krotkie sekwencje DNA wystepujace w regionach kodujacych
i niekodujacych, charakteryzujace si¢ tandemowymi powtdérzeniami od jednej do tetra
par zasad. Powtarzalna struktura mikrosatelitow powoduje, ze sg one podatne na bledy
podczas replikacji, rekombinacji genetycznej lub w wyniku uszkodzenia fizycznego czy
chemicznego DNA [59]. Za mechanizm naprawy bledow w tych sekwencjach
odpowiedzialny jest system MMR (DNA MisMatch Repair; system naprawy blednie
sparowanych zasad azotowych [24]) [60]. System ten to proces komoérkowy, ktory
obejmuje biatka tworzace heterodimery naprawiajace uszkodzone DNA (MLH1, MLH3,
PMS1, PMS2, MSH2, MSH3, MSH6 i Exo1l). Proces ten dziala na zasadzie identyfikacji,
a nastgpnie naprawie niedopasowanych zasad. Podczas prawidlowej replikacji DNA
system MMR wykrywa niewielkie btgdy niedopasowania DNA, ktoére sg wigzane przez
heterodimery MSH2/MSH3 i MSH2/MSH®6, a nast¢pnie heterodimery MLH1/PMS2
wycinajg i syntetyzuja nowg, poprawiong, prawidtlowa ni¢ DNA. Jednak w przypadku
niesprawnego systemu MMR dochodzi do wytworzenia mutacji z rozleglymi
polimorfizmami dlugosci sekwencji mikrosatelitarnych, czyli do niestabilnosci

mikrosaletarnej (microsatellite instability; MSI) [61].

W przypadku raka jelita grubego guzy z niestabilnoscig mikrosatelitarng
zlokalizowane sg czgsciej W prawej czesci okreznicy i charakteryzujg si¢ wystgpowaniem
limfocytéw naciekajacych nowotwor (TIL). NajczeSciej sg to guzy w drugim stopniu

zaawansowania klinicznego (62).

MSI jest charakterystyczna dla dziedzicznego niepolipowatego raka jelita
grubego (HNPCC, tzw. Zespot Lyncha), ale wykrywana jest takze w okoto 15%
sporadycznych rakow jelita grubego, najczesciej z powodu inaktywacji epigenetycznej
MLH1. Guzy sporadyczne z MSI zwykle wystepujg u starszych kobiet, natomiast te
zwigzane z zespotem Lyncha czgsciej pojawiaja si¢ u mtodszych pacjentow (<50 lat).

[59].
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1.1.4.3. Hipermetylacja wysp CpG

Metylacja DNA jest to proces polegajacy na przeniesieniu przez
metylotransferazy DNA (DNMT) grupy metylowej do pozycji C-5 pierscienia cytozyny
DNA [63]. Metylacja DNA jest istotnym czynnikiem inaktywacji chromosomu X,
imprintingu genomowego oraz szeregu innych proceséw, odgrywajac istotng role w
prawidlowym rozwoju, jednak potwierdzono takze jej znaczenie w powstawaniu
nowotworow [64-65]. Metylacja DNA jest to kluczowy mechanizm modyfikacji
epigenetycznej, natomiast takie procesy jak hipometylacja catego genomu czy
hipermetylacja wysp CpG (CpG island methylator phenotype; CIMP) sag mechanizmami

charakterystycznymi dla proceséw nowotworowych [66].

Hipermetylacja wysp CpG dotyczy genéw supresorowych komorki
nowotworowej i prowadzi do ich wyciszenia, dezaktywacji transkrypcji i utraty funkcji,
a to z kolei sprzyja progresji nowotworu [67-69]. Wiele badan wskazuje na to, ze styl
zycia (palenie, brak aktywnosci fizycznej, spozywanie alkoholu) [69] petlni istotng role w
rozwoju raka wywolujac stan zapalny poprzez liczne procesy, a jednym z tych procesow
jest whasnie metylacja DNA. Jednak poza stylem zycia wykazano zwigzek wystgpowania
procesu metylacji DNA w raku jelita grubego z takimi czynnikami, jak: pte¢ zenska,
starszy wiek, wystgpowanic MSI, mutacja genu BRAF, stabe zrdznicowanie,
prawostronna lokalizacja guza, mutacja TP53, a takze typ histologiczny (rak

$luzotworczy) [70].

1.2. Leczenie raka jelita grubego

W rakach jelita grubego, w zaleznosci od stopnia klinicznego zaawansowania,
stosuje si¢ leczenie chirurgiczne (usuni¢cie guza z marginesem zdrowych tkanek i
regionalnymi weztami chlonnymi), chemioterapi¢ (leczenie uzupelniajace zabieg
operacyjny u chorych z miejscowo i regionalnie zaawansowang chorobg) i terapi¢

spersonalizowang [71] — terapi¢ genowa i immunoterapi¢ [72-73].

W Polsce najczestszym schematem leczenia, opartym na chemioterapii, jest LF4

— stosowanie dtugotrwatych dozylnych wlewow 5-fluorouracylu z leukoworyng, jednak
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ostatnie badania wskazuja, ze korzystniejszym rozwigzaniem jest sSchemat FOLFOX (5-
fluorouracyl + leukoworyna + oksiplatyna) oraz FOLFIRI (5-fluorouracyl + leukoworyna
+ irynotekan) [74]. W przypadku pacjentow z rakiem okreznicy we wczesnym stadium
zaawansowania klinicznego, u ktorych rozwaza si¢ zastosowanie chemioterapii
uzupelhniajacej, nalezy wzigé pod uwage wiele czynnikow takich, jak ryzyko nawrotu
choroby, bezwzgledna korzys$¢ w zakresie przezycia chemioterapii, toksycznosc¢ leczenia

i choroby wspotistniejace [75].

W przypadku pacjentdéw z przerzutami schematy leczenia systemowego zostaty
znacznie rozszerzone poza chemioterapi¢, ktora oparta jest na 5-fluorouracylu.
Biomarkery takie jak rearanzacja sekwencji genéw KRAS/NRAS/BRAF, niestabilnos¢
mikrosatelitarna, czy lokalizacja (guz prawo- lub lewostronny), pomogly onkologom
zastosowac bardziej spersonalizowane schematy leczenia systemowego, ktore objely,

poza chemioterapia, takze terapi¢ celowang molekularnie i immunoterapie [75].

Terapie te sa obiecujaca forma leczenia onkologicznego, z ktorag wspodtczesnie
wigze si¢ bardzo duze nadzieje w zakresie poprawy skutecznosci leczenia
antynowotworowego oraz wydtuzenia dtugosci catkowitego przezycia u pacjentow [76].
W przypadku raka jelita grubego zastosowanie znalazty przeciwciatla monoklonalne,
antagonisci receptora dla naskorkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor
receptor; EGFR). Badanie genéw RAS jest waznym markerem predykcyjnym w
przypadku terapii z zastosowaniem przeciwciat anty-EGFR [54]. Jednak w zwigzku z ich
ograniczonym dziataniem w populacji ogdlnej, a takze ze wzgledu na koszty i1 dziatania
niepozadane, dokonuje si¢ optymalizacji doboru chorych do leczenia w oparciu o

czynniki predykcyjne [7], takie jak [77]:

» molekularne czynniki zwigzane z odpowiedzig na leczenie anty-EGFR:
KRAS, NRAS, BRAF, PI3K/PTEN oraz ligandy EGFR (epiregulina i
amfiregulina),

» markery zwiagzane z odpowiedzig na leczenie anty-VGFR (vascular
endothelial growth factor; czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego):
markery tkankowe, markery angiogenezy,

» niestabilno$¢ mikrosatelitarna,

» poziom dehydrogenazy mleczanowej,

> nadci$nienie.
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W oparciu o powyzsze czynniki predykcyjne szerokie zastosowanie W leczeniu
raka jelita grubego znalazty przeciwciata skierowane przeciwko EGFR: cetuximab (IMC-
C225, Erbitux) 1 panitumumab (ZD1839, Gefitinib) oraz przeciwciata skierowane
przeciwko VGFR: bevacizumab (Avastin) [5].

U 50% pacjentéw z rakiem jelita grubego z przerzutami, u ktorych wykryto typ
dziki genéw KRAS/NRAS/BRAF, chemioterapia w potaczeniu z cetuximabem i
panitumumabem moze wydhuzy¢ mediang przezycia o 2-4 miesi¢ce W porOwnaniu z samag
chemioterapig, lecz skuteczne terapie celowane dla pacjentow ze zmianami sekwencji
(mutacjami) w genach KRAS lub NRAS nie sg jeszcze dostgpne [39]. Mutacje genu
KRAS s3g odpowiedzialne za oporno$¢ w leczeniu przeciwciatami anty-EGFR [78]. W
przypadku pacjentow z wariantami sekwencji BRAF V600E, terapia skojarzona z
inhibitorami EGFR 1 BRAF wydluza calkowity czas przezycia o 3,4 miesiaca w
poréwnaniu z chorymi, u ktorych zastosowano samg chemioterapig, jednak dotyczy to

zaledwie 5-10% pacjentoéw z rakiem jelita grubego [39].

Wydaje si¢, ze immunoterapia moze mie¢ duze znaczenie w leczeniu raka jelita
grubego. Uktad immunologiczny pelni wazng rolg¢ zarbwno W rozwoju, jak i destrukcji
raka. Komorki nowotworowe wyksztalcity bowiem mechanizmy, ktére umozliwiajg im
unikniecie reakcji obronnej ze strony organizmu [79]. Komorki rakowe moga zapobiegac
efektom immunosupresyjnym na drodze licznych mechanizméw, wiaczajac
wykorzystanie szlakow inhibicyjnych kluczowych punktow immunologicznych. Jednym
z takich punktow jest aktywnos¢ szlaku PD-1 (programmed cell death protein 1; biatko
programowanej $mierci komorki 1)/PD-L1 (ligand receptora PD-1) [80-81]. W leczeniu
wielu rodzajow nowotworéw wykorzystanie szlaku PD-1/PDL1 jest przetomem

terapeutycznym [73].

1.3. Charakterystyka biatek PD-1 i PD-L1

1.3.1. Biatko PD-1

Biatko PD-1 (programmed cell death protein 1; biatko programowanej $mierci
komorki 1) okreslane takze jako CD279 [82], zostato po raz pierwszy odkryte w 1992
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roku przez Tasuku Honjo i jego zespot z Uniwersytetu w Kioto, ktorzy wykazali, ze jest
to biatko blonowe wystepujace na powierzchni limfocytéw T, zaangazowane w proces

apoptozy komorki [83].

Biatko kodowane jest przez gen PDCD-1, zlokalizowany w liczacym 5 eksonow
ludzkim chromosomie 2. Ze wzglgdu na budowe glikoproteinowej czasteczki biatko PD-
1 zaliczane jest do rodziny CD28 [84]. PD-1 to biatko transmembranowe o masie 55-
kDa, zbudowane z 288 aminokwasow. Posiada domen¢ zewngtrzkomoérkowsg N-
koncowa, domeng transblonowa, a takze ogon cytoplazmatyczny, ktére zlokalizowane sa
odpowiednio na koncach N i C z dwoma zasadami tyrozynowymi [85]. Biatko PD-1
wystepuje na powierzchni limfocytow T i B, komorek NK, komorek mieloidalnych [86],
I wykazuje wysoka ekspresje na specyficznych dla nowotworu limfocytach T [87]. Jest
biatkiem receptorowym, a jego gtdwna funkcja jest hamowanie proliferacji limfocytow
T, hamowanie syntezy: I1L-2, IL-10, IFN-y oraz hamowanie aktywacji autoreaktywnych
limfocytow [86].

1.3.2. Biatko PD-L1

Od momentu odkrycia biatka PD-1 w 1992 roku, probowano ujawni¢ wzorce
interakcji molekularnej PD-1 i w 1999 r. odkryto homolog B7, ktory obecnie znany jest
jako PD-L1 [88]. Rok pdzniej wykazano, ze PD-1 jest wigzacym i funkcjonalnym
partnerem PD-L1 [89]. PD-L1 jest ligandem biatka PD-1 — kluczowa czasteczka
immunoregulacyjng, ktora thumi cytotoksyczng odpowiedz immunologiczng limfocytow
CD8+ po interakcji z receptorem PD-1, zardwno na $ciezkach fizjologicznych, jak i
patologicznych [90]. PD-L1 jest biatkiem transbtonowym o masie 40 kDa, ktore wigze
si¢ z receptorem PD-1 na btonie komérkowej limfocytow T, co skutkuje zahamowaniem

proliferacji i aktywacji limfocytow T [91].

Komorki rakowe i komorki prezentujace antygen wykazuja ekspresje ligandu PD-
L1, a takze drugiego ligandu receptora PD-1, ktorym jest biatko PD-L2 [80, 92]. Biatka
PD-L1 i PD-L2 zwane sg odpowiednio CD274 i CD273 [93]. Inne komorki, poza
komoérkami nowotworowymi, na ktorych obecne sg ligandy PD-L1 i PD-L2 to w

przypadku PD-L1 komorki krwiotworcze: limfocyty T, limfocyty B, komorki
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dendrytyczne, makrofagi oraz komoérki niekrwiotwoércze: komorki zrebu i $rodbtonka
naczyniowego, komoérki  wysepek  trzustkowych, keratynocyty i komorki
syncytiotrofoblastu tozyska; PD-L2 natomiast ulega ekspresji na komorkach
dendrytycznych, makrofagach oraz limfocytach B. Chociaz oba ligandy mogg ulegaé
ekspresji na komorkach nowotworowych to czestszej ekspresji ulega biatko PD-L1 [94],

ktore jest przedmiotem niniejszych badan.

1.3.3. Biatka PD-1 i PD-L1 jako krytyczne biatka kontrolnego punktu odpornosci

Biatka PD-1i PD-L1 to krytyczne biatka kontrolnego punktu odpornosci, ktore sg
odpowiedzialne za negatywng regulacje integralnosci i stabilnosci immunologicznej
funkcji limfocytow T [95]. Biatko PD-1, po potaczeniu z ligandem PD-L1 lub PD-L2,
ulega fosforylacji na resztach tyrozynowych, co z Kkolei indukuje wigzanie
biatkowych fosfataz tyrozynowych, mogacych defosforylowac kinazy. Wptywa to na
szlaki takie, jak: fosfatydyloinozytolowa 3-kinaza (PI3K)/kinaza biatkowa B (Akt),
fosfolipaza Cy (PLCy), kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomorkowym (ERK),
VAV 1 RAS, powodujac immunosupresj¢ poprzez hamowanie aktywacji, przezycia,
proliferacji i funkcji cytolitycznych limfocytow T, przyczyniajac si¢ tym samym do
progresji nowotworu [96-97].

Ekspresja ligandu PD-L1 prowadzi do ucieczki komoérek nowotworowych spod
kontroli nadzoru immunologicznego [98-100]. Potaczenie ligandu z receptorem PD-1 na
powierzchni limfocytéw doprowadza do zahamowania ich aktywnosci, w wyniku czego
w mikrosrodowisku nowotworowym pojawia si¢ przewaga sygnaldéw hamujacych
efektorowe limfocyty T, a to z kolei powoduje ucieczke komorek nowotworowych spod
nadzoru immunologicznego [80, 92]. Przeciwciala monoklonalne anty-PD-1 i anty-PD-
L1 blokuja potaczenie biatka PD-1 z jego ligandem (Ryc.1). W taki sposob odtwarzana

jest przeciwnowotworowa aktywnos¢ limfocytow T [79].
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Ryc.1. Terapia celowana z przeciwciatami monoklonalnymi blokujgcymi biatka PD-1 i

PD-L1 (projekt wltasny).

Receptor limfocytu T Receptor limfocytu T

Antygen Antygen

PD-L1

Anty-PD-L1

1.3.4. Zastosowanie przeciwciat anty-PD-1 i anty-PD-L1 w immunoterapii

Dobry efekt terapeutyczny osiagnely przeciwciala monoklonalne anty-PD-1

niwolumab i pembrolizumab oraz przeciwciato anty-PD-L1 atezolizumab [101].

Jako pierwszy lek anty-PD-1 pojawil si¢ pembrolizumab, dopuszczony
poczatkowo do leczenia zaawansowanego czerniaka, pozniej stosowany réwniez w
leczeniu  zaawansowanego  NSCLC  (non-small  cell lung carcinoma,
niedrobnokomorkowy rak ptuc), a takze przerzutowego lub nawrotowego raka
ptaskonabtonkowego gtowy i szyi [102]. Pembrolizumab jako immunologiczny inhibitor
punktu kontrolnego mozna zaoferowaé pacjentom, u ktorych ekspresja PD-L1 przekracza
50%. Pacjentom z NSCLC z guzami, w ktorych ekspresja PD-L1 nie przekracza 50%,

oferuje si¢ terapie skojarzong (pembrolizumab z chemioterapia) [8].

Drugim zatwierdzonym lekiem anty-PD-1 byl niwolumab, ktory poczatkowo
stosowano do leczenia zaawansowanego czerniaka [102]. Prowadzono badania kliniczne
z przeciwciatem nivolumab, ktore ex vivo odpowiedzialne jest za wzrost syntezy cytokin
i proliferacje limfocytow, a takze $mier¢ komorek czerniaka w hodowli [103].

Stwierdzono zwigzek miedzy stosowaniem leczenia blokujacego receptor PD-1 a regresja
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czerniaka u znacznego odsetka pacjentow [104]. Niwolumab jest Iludzka
immunoglobuling przeciw PD-1 zatwierdzong w leczeniu takze innych nowotwordéw
zto§liwych takich, jak NSCLC, rak nerki, rak urotelialny [105-107] miejscowo
zaawansowany lub przerzutowy, a takze przerzutowy lub nawracajacy rak

ptaskonabtonkowy gltowy i szyi [102].

Lek anty-PD-L1 — atezolizumab znajduje gléwne zastosowanie w przypadku
NSCLC z przerzutami i raka urotelialnego [102]. U pacjentow z przerzutowym lub
nieoperacyjnym miejscowo potrdjnie ujemnym rakiem piersi (brak ekspresji receptorow
estrogenowych 1 progesteronowych oraz receptora ludzkiego naskorkowego czynnika
wzrostu 2 - HER2), u ktorych guz wykazuje ekspresjc PD-L1, zastosowanie
atezolizumabu w skojarzeniu z nab-paklitakselem takze przynosi efekty. Obecnie
prowadzonych jest wiele badan klinicznych z pembrolizumabem 1 atezolizumabem, a ich
wyniki pozwolg wyciggna¢ ostateczne wnioski dla calej grupy pacjentow z potrojnie

ujemnym rakiem piersi [108].

Terapia za pomoca przeciwciatl anty-PD-1 i anty-PD-L1 poprawita przezycie
wielu pacjentow poprzez ratowanie specyficznych dla nowotworu limfocytow T
cytotoksycznych (CTL) naciekajgcych guza [109-114]. Badania wykazaty, ze blokada
punktu kontrolnego PD-1/PD-L1 z wykorzystaniem swoistych przeciwciat przywraca
aktywno$¢ przeciwnowotworowa komorek T cytotoksycznych swoistych dla antygenu

nowotworowego, co pozwala na dziatania terapeutyczne u pacjentéw z rakiem [115].

Jak wida¢ immunoterapie w znaczacy sposob zrewolucjonizowaly w ostatnim
czasie strategie terapeutyczne réznych nowotworow, a biatka PD-1 i PD-L1 sg w
ostatnich latach traktowane jako potencjalne cele terapii przeciwnowotworowej. Nadal
trwaja liczne badania kliniczne z lekami przeciw PD-1 i PD-L1 [116-117]. Inhibitory
PD1/PDLI daja mozliwos$¢ zastosowania roznych terapii, kombinacji lekow i schematow
leczenia, co moze pomodc w osiggnieciu wysokiej skuteczno$ci w przypadku réznych

typow nowotworow [118].
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2. Cel pracy

Celem pracy byty:

1) immunohistochemiczna ocena ekspresji bialek PD-1 oraz PD-L1 w rakach jelita
grubego,

2) zwiazek ekspresji immunohistochemicznej biatek PD-1 i PD-L1 z wybranymi
parametrami kliniczno-morfologicznymi u pacjentéw z rakiem jelita grubego,

3) zwiazek ekspresji immunohistochemicznej bialek PD-1 i PD-L1 z przezyciem

pacjentdw z rakiem jelita grubego.
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3. Materiat 1 metody

3.1. Pacjenci

Grupe badang stanowi 98 pacjentow, operowanych w 2017 roku z powodu raka
jelita grubego. Material pooperacyjny tych pacjentéw byl oceniany w Katedrze i
Zakladzie Patomorfologii PUM w Szczecinie. Badania zostaly przeprowadzone na
materiale tkankowym pobranym z guzéw z materialu pooperacyjnego. Wycinki
utrwalono w 10% zbuforowanej formalinie, przeprowadzajac dalszy proces utrwalania w
procesorze tkankowym, a nastgpnie zatopiono w parafinie i sporzadzono bloczki
parafinowe. Uzyskane z nich preparaty histologiczne zabarwiono hematoksyling i eozyna
1 przeprowadzono oceng histopatologiczng.

Grupa badana obejmuje 57 me¢zczyzn i 41 kobiet w wieku od 37 do 92 lat (Srednia
wieku wynosi 69, mediana 70). Rozpoznania histopatologiczne (wedtug Klasyfikacji
WHO) [8] w tej grupie stanowily: 73 gruczolakoraki i 25 gruczolakorakow z komponenta
Sluzowa (do 40% utkania guza). Bioragc pod uwagg stopien histologicznej ztosliwosci
guza: niski stopien ztosliwosci histologicznej (G1) obecny byt w 3 przypadkach, sredni
stopien zréznicowania histologicznego (G2) w 89 przypadkach i wysoki stopien
zto§liwosci histologicznej (rak niskozréznicowany G3) w 6 przypadkach. Lokalizacja
prawostronna guza, czyli proksymalnie od zagiecia $ledzionowego wystapita w 37
przypadkach, natomiast lokalizacja lewostronna w 61 przypadkach. Przerzuty do
okolicznych weztow chtonnych obecne byly w 53 przypadkach (wedtug klasyfikacji
PTNM) [8]. Parametr M, czyli obecno$¢ badz brak przerzutéw odlegtych byt znany tylko
u 4 pacjentow.

Dane kliniczno-morfologiczne grupy badanej przedstawia tabela 1.

Tab. 1. Charakterystyka grupy badane;.

Liczba pacjentow 98
Wiek
Zakres 37-92
69
Srednia >69 50 badanych (51,02%)
<69 48 badanych (48,98%)
Mediana 70
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Liczba pacjentow %
Ple¢
kobieta 41 41,84
mezczyzna 57 58,16
Lokalizacja guza
prawostronna 37 37,76
lewostronna 61 62,24
Stopien zaawansowania klinicznego
I 13 13,27
I 32 32,65
Il 49 50
v 4 4,08
Glebokos¢ naciekania
T2 17 17,35
T3 57 58,16
T4 24 24,49
Stopien zlosliwosci histologicznej
Gl 3 3,06
G2 89 90,82
G3 6 6,12
Status okolicznych wezlow chlonnych
NO 45 45,92
N1+N2 53 54,08
Tumor budding
+ 38 38,78
- 60 61,22
Limfocyty naciekajace guz
naciekajace utkanie guza
+ 27 27,55
- 71 72,45
w okolicy guza
+ 35 35,71
- 63 64,29
Status genu KRAS (liczba badanych: 28)
mutacja 14 50
brak mutacji 14 50
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3.2. Ocena histopatologiczna

Przeprowadzono analiz¢ histopatologiczng wycinkow z guzéw jelita grubego w
badanych przypadkach, w ktorych nastepnie oznaczono miejsca do pobrania fragmentu
utkania guza w celu wykonania mikromacierzy tkankowych. Wyznaczone do
sporzadzenia macierzy fragmenty zawieraty tkanke nowotworowg bez obecno$ci zmian
martwiczych. W preparatach histologicznych guzow jelita oceniono takze wystepowanie
procesu paczkowania guza i obecno$¢ limfocytow wnikajacych w utkanie guza jak i
naciekajacych okolice guza w 1 mm?. W przypadku nacieku limfocytarnego dokonano
oznaczenia ,,+” jako obecny (>30%) i ,,-” jako brak nacieku (<30%) [119], natomiast
wystepowanie procesu paczkowania guza okre$lono jako ,,+”, gdy zaobserwowano
obecno$¢ pojedynczych komoérek nowotworowych albo niewielkich skupisk do 5

komorek w podscielisku na obrzezach guza i ,,-” jako brak tego zjawiska [42].

3.3. Mikromacierz tkankowa

W tej pracy zdecydowano o wykorzystaniu techniki mikromacierzy tkankowych
(tissue microarray; TMA) [120-122] do przeprowadzenia oceny ekspresji
immunohistochemicznej biatek: PD-1 i PDL-1 w raku jelita grubego. Wykonanie barwien
immunohiostochemicznych  metodg  tradycyjng, stosowang w  badaniach
diagnostycznych, czyli na catych skrawkach tkankowych jest kosztowne i czasochtonne.
Zaleta mikromacierzy tkankowych jest mozliwo§¢ zbadania kilkudziesigciu probek
jednoczes$nie przy zachowaniu tych samych warunkéw badania. Macierze tkankowe to
bloczki parafinowe z wycietymi cylindrycznymi studzienkami o $rednicy 0,6-2,0 mm, w

ktorych w $cisle okre§lonej pozycji, umieszcza si¢ wybrane fragmenty tkanki guza.

W tym przypadku wykorzystano urzadzenie Manual Tissue Arrayer (MTA,;
Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA) (Ryc. 2). Pusty bloczek parafinowy
umieszczono w uchwycie urzadzenia 1 pobrano z kazdego przypadku po trzy rdzenie
tkankowe, kazdy o $rednicy 0,6 mm. Pobrane rdzenie umieszczane byty w tym bloczku
parafinowym w jednomilimetrowych odstgpach, po 15 rdzeni w rzedzie. Jeden rzad
stanowito zatem 5 przypadkow. W jednym bloczku parafinowym wykonano cztery lub

pie¢ rzgdow po 15 rdzeni oraz jeden krétszy (3-6 rdzeni), co umozliwito orientacje
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macierzy po wykonaniu barwien immunohistochemicznych (Ryc. 3). Przygotowano
cztery mikromacierze i sporzadzono tabele, ktora pelnita role mapy, pozwalajacej

zidentyfikowa¢ polozenie poszczegolnych wycinkéw, odpowiadajacych okreslonym

przypadkom.

Ryc. 2. Urzqdzenie do wykonywania mikromacierzy tkankowych Manual Tissue Arrayer
(MTA).
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Ryc. 3. Mikromacierz tkankowa (3a) oraz zabarwiony preparat wykonany z tej macierzy
(3b).
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3.4. Reakcje immunohistochemiczne

W celu oceny ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 wykonano barwienia
immunohistochemiczne z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych skierowanych

przeciwko wymienionym biatkom.

3.4.1. Reakcja z przeciwciatem monoklonalnym anty-PD-1

Do oceny ekspresji receptora PD-1 wykorzystano mysie przeciwciato
monoklonalne (NAT105; Roche Diagnostics Polska; nr katalogowy 07099029001).
Przeciwcialo to jest rozcienczone optymalnie do postaci kompatybilnej z zestawami do
detekcji VENTANA oraz urzgdzeniami BenchMark (Roche Diagnostics Polska). Jest to
system zamkniety, w ktérym warunki takie jak rozcienczenia odczynnikow czy czasy
inkubacji zostaly $cisle okreSlone przez producenta. System ten ma zapewnié

powtarzalno$¢ wynikow.
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Roznice jakie moga wystgpowaé W procedurach utrwalania tkanek, jak i
procedurach technicznych w laboratoriach, moga przyczynia¢ si¢ do istotnej zmiennoSci
wynikéw, co wymaga regularnego stosowania kontroli. Kontrolg dla PD-1, zgodnie z
zaleceniem firmy Roche Diagnostics Polska, stanowia limfocyty w utkaniu migdatka
(Ryc. 4). W tym celu réwniez wykorzystano archiwalny bloczek parafinowy i preparat
histologiczny wycinka z migdatka, uzyskany z Zakladu Patomorfologii PUM w
Szczecinie. Z przygotowanych wcze$niej mikromacierzy oraz bloczka stanowiacego
kontrole przygotowano na mikrotomie rotacyjnym skrawki grubosci 4 um 1 umieszczono
je na szkielkach do wykonywania barwien immunohistochemicznych, po czym
inkubowano w 59°C przez 60 minut. Nastgpnie preparaty do zabarwienia, przeciwciato
oraz dozowniki zestawu detekcji UltraView umieszczono w aparacie BenchMark (Roche

Diagnostics Polska) i uruchomiono automatyczny proces barwienia.

Po zakonczeniu procesu barwienia, zabarwione preparaty wyjeto z aparatu i
przeptukano buforem pluczacym (przez okoto 10 minut), a nastepnie wodg biezaca.
Koncowym etapem bylo poddanie preparatdéw odwodnieniu poprzez dwukrotne ich
zanurzenie w szeregu alkoholi o rosnagcym stezeniu: 70% - 2xX2 minuty, 96% - 2x2 minuty
1 100% - 2x2 minuty oraz poprzez trzykrotne zanurzenie w ksylenie po 2 minuty. Na

koniec na preparaty natozono balsam i przykryto szkietkiem nakrywkowym.

Ryc. 4. Odczyn cytoplazmatyczny w limfocytach w migdatku jako kontrola pozytywna w

reakcji z przeciwciatem przeciw receptorowi PD-1.
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3.4.2. Reakcja z przeciwciatlem monoklonalnym anty-PD-L1

Do oceny ekspresji ligandu PD-L1 wykorzystano krdlicze monoklonalne
przeciwcialo przeciw PD-L1 (VENTANA SP263; Roche Diagnostics Polska; nr
katalogowy 07419821001), ktore rowniez otrzymano rozcienczone optymalnie do postaci
kompatybilnej z zestawami do detekcji VENTANA oraz urzadzeniami BenchMark
(Roche Diagnostics Polska). Zastosowane barwienie przeprowadzono rowniez w

systemie zamknigtym, w celu zapewnienia powtarzalno$ci wynikow.

Test VENTANA PD-L1 (SP263) wymaga przygotowania dwoch wycinkéw z
kazdego przypadku — jednego do reakcji z przeciwcialem VENTANA PD-L1 (SP263) i
drugiego do kontroli negatywnej. Kontrola negatywna z monoklonalng krolicza
immunoglobuling (Rabbit Monoclonal Negative Control; Roche Diagnostics Polska; nr
katalogowy 06683380001) wykorzystywana jest do oceny obecnosci tta i ustalenia
warto$ci wyjsciowej intensywnosci barwienia. Jako kontrole tkankowa dla testu
VENTANA PD-L1 (SP263) zastosowano, zgodnie z zaleceniem firmy Roche
Diagnostics Polska, tkanke ludzkiego tozyska z trzeciego trymestru cigzy, ktora wykazuje
wybarwienie btony komoérkowej komorek trofoblastu (Ryc. 5). W tym celu takze
wykorzystano archiwalny bloczek parafinowy, z wycinkami z lozyska, badany w
Zaktadzie Patomorfologii PUM w Szczecinie, po wczesniejszej analizie preparatéw HE

z wybranego badania histopatologicznego.

Z przygotowanych wczesniej mikromacierzy oraz bloczka stanowigcego kontrole
przygotowano skrawki grubosci 4 pm i umieszczono je na szkietkach do barwien
immunohistochemicznych. Nast¢pnie preparaty umieszczono w cieplarce i inkubowano
przez godzing w 59°C. Odparafinowane szkietka przeniesiono do urzagdzenia VENTANA
BenchMark (Roche Diagnostics Polska), ktore pozwala na automatyczne
przeprowadzenie reakcji barwienia, dzigki wykorzystaniu systemu detekcji OptiView
DAB Detection Kit, Bluing Reagent oraz hematoksyliny 11 kompatybilnych z
urzadzeniami BenchMark (Roche Diagnostics Polska).

Po zakonczeniu procesu barwienia w urzadzeniu, preparaty poddano ptukaniu
przez 10 minut w wodzie z detergentem, a nastepnie pod woda biezaca. W kolejnym
etapie preparaty odwodniono z uzyciem szeregu alkoholi o rosngcym stezeniu: 70% - 2x2

minuty, 96% - 2x2 minuty i 100% - 2x2 minuty oraz poprzez trzykrotne zanurzenie w
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ksylenie po 2 minuty. Na zabarwione i odwodnione preparaty naniesiono balsam i

przykryto szkietkami nakrywkowymi.

Ryc. 5. Reakcja z przeciwciatem przeciw biatku PD-L1 - odczyn btonowy w komorkach
trofoblastu kosmkow tozyskowych jako kontrola pozytywna (5a) oraz reakcja z

monoklonalng krdliczq immunoglobuling - brak odczynu w komorkach trofoblastu jako

kontrola negatywna (5b).

3.5. Ocena wynikow

Obecnos¢ ekspresji biatek PD-1 w limfocytach oraz PD-L1 w komorkach
rakowych i/lub limfocytach w zabarwionych preparatach immunohistochemicznych
zostala najpierw oceniona przez doswiadczonego patomorfologa, a nastepnie
zastosowano wirtualng analize obrazu, co mialo na celu ujednolicenie i
wystandaryzowanie wynikoéw. Preparaty zeskanowano z wykorzystaniem skanera
APERIO CS (Aperio Technologies Inc. California, USA). Do analizy obrazu
wykorzystano oprogramowanie, ktore naktada algorytmy oceny barwienia bezposrednio
na zeskanowany obraz (Image Scope Version 11.2.0.780; Aperio Technologies Inc. 2003-
2012). Dla potrzeb badan wykonywanych w niniejszej pracy wykorzystano odpowiednio
algorytmy do oceny odczynu cytoplazmatycznego dla biatka PD-1 (cytoplasmic v2) i
odczynu btonowego dla biatka PD-L1 (membrane v9).
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Ryc. 6a. Zeskanowany preparat z macierzq tkankowg z  barwieniem

immunohistochemicznym (przeciwciato anty-PD-L1).
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Ryc. 6b. Fragment powyzszej macierzy tkankowej z barwieniem immunohistochemicznym

(przeciwciato anty-PD-L1)

30



3.5.1. Algorytm cytoplazmatyczny

W przypadku odczynu cytoplazmatycznego, algorytm cytoplasmic v2 pozwala na
oceng liczby komorek z ekspresja danego biatka, a takze umozliwia oceng¢ intensywnos$ci
zabarwienia tych komorek. W przypadku biatka PD-1 oceniano reakcje w limfocytach
naciekajgcych utkanie guza, jak i znajdujacych si¢ w okolicy guza (Ryc. 7). W celu
analizy intensywnosci zabarwienia w limfocytach zastosowano analizg, ktora polegata na
zaznaczaniu wybranego obszaru do analizy, a nast¢pnie dodawaniu kolejnych warstw i
analizowaniu kolejnych fragmentow. Pozwolito to na analiz¢ wybranych fragmentéw w
kolejnych warstwach adnotacji. Analiza ta pozwolita na ocen¢ ilosciowa 1 jakoSciowa
efektu reakcji w wycinkach z guzow jelita grubego. Uzyskano liczbg og6lng
analizowanych limfocytow oraz liczbg limfocytow z ekspresja immunohistochemiczng
receptora PD-1. Ponadto przy pomocy komputerowej analizy obrazu (Aperio System)
oznaczono intensywno$¢ ekspresji receptora PD-1 [0, odczyn staby (1+), odczyn o
$redniej intensywnosci (2+), odczyn silny (3+)]. Ekspresja danego biatka zostata
oceniona zgodnie z uzyskang warto$cig H-Score, ktorej wzor przedstawia si¢ nastepujaco
[5, 123]:

H-Score = 1x (% komorek 1+) + 2x (% komorek 2+) + 3x (% komorek 3+);

warto$¢ H-Score wystepuje zatem w zakresie 0-300 i nazywana jest w dalszej czesci

ekspresja.

Ryc. 7. Ekspresja biatka PD-1 w cytoplazmie limfocytow w obrebie guza.
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3.5.2. Algorytm blonowy

W przypadku odczynu blonowego wykorzystano algorytm membrane v9
przeznaczony do oceny statusu receptora HER2, ktory jest rowniez zalecany przez
producenta do oceny ekspresji innych bialek w btonie komdrkowej. W przypadku biatka
PD-L1 oceniano ekspresj¢ w btonie komorkowej komorek rakowych (Ryc. 8a) oraz
limfocytow naciekajacych utkanie guza i okolice guza (Ryc. 8b). W tym przypadku
algorytm réwniez pozwala uzyskaé¢ odsetek komoérek wykazujacych ekspresje tego
bialka, a takze oceni¢ intensywnos$¢ odczynu immunohistochemicznego. Wykorzystano
komputerowa analiz¢ obrazu (Aperio System), ktéra pozwolita uzyska¢ ocene ilosciowa
poprzez obliczenie liczby ogodlnej analizowanych komorek oraz liczby i odsetka
komorek, ktore wykazuja ekspresje danego biatka. Przeprowadzono tez oceng jakoSciowa
poprzez oznaczenie intensywnosci ekspresji biatka PD-L1 [0, odczyn staby (1+), odczyn
o $redniej intensywnosci (2+), odczyn silny (3+)]. Do dalszych analiz wykorzystano

opisany wczesniej wzor na uzyskanie wartosci H-Score.

Ryc. 8. Ekspresja biatka PD-L1 W blonie komorkowej komorek rakowych (8a) i W blonie

komorkowej limfocytow otaczajgcych cewke rakowg (8b).

R ‘wg
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3.6. Ocena przezycia pacjentow

Dane na temat zgondéw pacjentdow uzyskano z bazy danych (stan na dzien
07.12.2022), jaka dysponuje Centralny Osrodek Informatyki (Departament Zarzadzania
Systemami). Analizowane dane dotycza zgondéw badanej grupy w okresie pieciu lat od

postawienia diagnozy, co U pacjentdw z grupy badanej miato miejsce w 2017 roku.

3.7. Analiza statystyczna

Rozktady zmiennych mierzalnych sprawdzono testem Shapiro-Wilka. Zmienne te
to: mediany, $rednie, odchylenia standardowe, kwartyle, a takze warto$ci minimalne i
maksymalne, ktore w wickszosci odbiegaty od rozktadu normalnego, w zwigzku z czym
zastosowano testy nieparametryczne. Roznice statystyczne pomiedzy dwiema grupami,
ktore wyodrebniono na podstawie danych kliniczno-morfologicznych, sprawdzono z
wykorzystaniem testu Mann-Whitney. W przypadku poréwnywania wigcej grup
zastosowano test Kruskal-Wallis.

W celu oznaczenia sity korelacji zastosowano korelacje rang Spearman’a, a
y ] 1< g Sp ,

wyniki opisano poprzez prawdopodobienstwo p oraz wspotczynnik korelacji r.

Wykonano analize przezycia z zastosowaniem Log-rank (Mantel-Cox) Test (p?) i

Gehan-Breslow-Wilcoxon Test (pP).

Wszystkie testy wykonano przy uzyciu programu GraphPad Prism 8, a za istotne
statystycznie uznano réznice z prawdopodobienstwem o wartosci p (p-value) ponizej

0,05.
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4. Wyniki

4.1. Porownanie ekspresji immunohistochemicznej biatka PD-1 z ekspresja biatka

PD-L1

Ekspresje biatka PD-1, ktora badana byta w limfocytach towarzyszacych
naciekowi nowotworowemu w $cianie jelita, stwierdzono w 29 na 98 badanych
przypadkoéw. Ekspresj¢ ligandu PD-L1 badano w limfocytach, a takze w komoérkach raka
jelita grubego. Ekspresja biatka PD-L1 zostata stwierdzona w limfocytach w 43

przypadkach, a w komorkach rakowych w 7 przypadkach.

Tab. 2. Rozktad ekspresji biatka PD-1 oraz biatka PD-L1.

) Q
< < w < % g (g,: 8
S| g | ¢ |5| 2|2 | 2%
3 = o =2 = b 2
= = 2 = S z &3
3 3 2 g 25
PD-1 0,00 | 108,95 | 6,29 0,00 0,00 5,49 16,84

PD-L1 GUZ 0,00 | 227,15 | 9,62 | 0,00 0,00 0,00 37,81

PD-L1 LIMFOCYTY | 0,00 | 131,22 | 36,98 | 0,00 0,00 | 79,13 45,02

Analiza danych uzyskanych z wykorzystaniem testu Shapiro-Wilka (Tab. 2)
wykazala, Ze rozktad badanych zmiennych odbiegat od rozktadu normalnego. W zwigzku

z tym w analizie statystycznej zastosowano testy nieparametryczne.

W przypadkach, gdzie wystapita ekspresja biatka PD-1 i PD-L1, poziom ekspresji
biatka PD-1 (5,12-108,95) byt nizszy niz poziom ekspresji biatka PD-L1 zar6wno w
limfocytach jak i w komodrkach rakowych. Poziom ekspresji biatka PD-L1 w komoérkach
rakowych (44,80-227,15) byt wyzszy niz poziom ekspresji tego biatka w limfocytach
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(29,09-131,22). Dane te przedstawiono w Tab. 3. W dalszych analizach uwzglgdniano

jednak wszystkie badane przypadki: z ekspresja biatek PD-1 i PD-L1, jak i z brakiem

ekspresji.

Tab. 3. Rozktad dodatniej ekspresji biatka PD-1 oraz biatka PD-L1.

S g | g2o

= = 73 Z =1 3 5 S

=. . @ e < < S =

3 3 g 5 2 Z | 2%

= = 5 3 S z S 3

PD-1 512 | 108,95 | 21,26 | 10,38 | 6,05 | 20,78 | 4,74

PD-L1 GUZ 44,80 | 227,15 | 134,60 | 149,40 | 77,93 | 156,60 | 22,28
PD-L1 LIMFOCYTY | 29,09 | 131,22 | 84,28 | 80,52 | 67,16 | 104,40 | 3,74

Tab. 4. Korelacja ekspresji biatka PD-1 i biatka PD-L1 w badanych komérkach, gdzie *

PD-L1 LIMFOCYTY

to p<0,05.
PD-1 PD-L1 GUZ
PD-1 X 0’2,921
PD-L1 GUZ X

PD-L1 LIMFOCYTY
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W Tab. 4. przedstawiono korelacje poziomu ekspresji biatek PD-1 w limfocytach
I PD-L1 w komorkach rakowych jelita grubego i limfocytach towarzyszacych naciekowi
nowotworowemu. Stwierdzono istotng statystycznie dodatnig korelacje migdzy
obecnoscig ekspresji biatka PD-1 w limfocytach a ekspresja jego ligandu PD-L1 w
komorkach guza (r=0,2021, p=0,0459) oraz migdzy ekspresja biatka PD-1 a ekspresja
jego ligandu PD-L1 w limfocytach (r=0,2248, p=0,0261), a takze ujemng korelacje
mi¢dzy ekspresja biatka PD-L1 w komoérkach rakowych, a ekspresjg tego biatka w
limfocytach (r=-0,2321, p=0,0215). Wzajemne silne powigzania wskazuja, ze przypadki,
w ktorych stwierdzono wystgpowanie ekspresji w bialtku PD-1, wykazywaly w
wigkszosci takze ekspresj¢ biatka PD-L1 w limfocytach lub w komoérkach guza jelita
grubego. Sugeruje to synergistyczny mechanizm regulacji ekspresji tych bialek. W
przypadkach, w ktorych wystapita ekspresja biatka PD-L1 w komoérkach rakowych, nie
wykazano ekspresji biatka PD-L1 w limfocytach.

4.2. Ekspresja immunohistochemiczna biatek PD-1 i PD-L1 a wybrane parametry

kliniczno-morfologiczne

Wykonano analiz¢ (Tab. 5) z wykorzystaniem testu Mann-Whitney poréwnujac
poziom ekspresji biatek PD-1 (w limfocytach) i PD-L1 (w guzie i w limfocytach): z picig
(kobieta vs mezczyzna), wiekiem (<69 vs >69), lokalizacjg guza jelita grubego (prawa vs
lewa), obecnoscig przerzutow do okolicznych weztow chlonnych wg pTNM (NO vs
N1+N2) oraz z wykorzystaniem testu Kruskal-Wallis porownujac poziom ekspresji
biatek PD-1 i PD-L1 ze stopniem zaawansowania klinicznego (I vs Il vs Il vs 1V),
glebokoscig naciekania wg pTNM (T2 vs T3 vs T4) i stopniem ztos§liwosci histologiczne;j
(G1lvs G2 vs G3).
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Tab. 5. Ekspresja biatek PD-1 i PD-L1 a wybrane parametry kliniczno-morfologiczne.

PD-L1 PD-L1

LICZBA PD-1
, GUZ |LIMFOCYTY
PARAMETR GRUPA PRZYPADKOW
p-value
kobieta 41
Pleé ; 0,5051 | 0,0180 0,5532
mezczyzna S7
) , . <69 48
Wiek ($rednia) =69 =0 0,0036 | 0,9918 0,4101
Lokalizacja guza prawa 37 0.9926 | 0,1002 0.0963
(prawa/lewa) lewa 61
| 13
Stopien T 32
Zaawansowania 0,0112 | 0,9049 0,0428
klinicznego dl 49
v 4
tebokosd T2 17
Glebokosé T3 57 0,2677| 05349 |  0,6153
naciekania (T)
T4 24
Stopich Zodliwodei Gl 3
opien Z10SI1WOSC1
histologicznej (G) G2 89 0,8760 | 0,0457 0,2369
G3 6
Stan okolicznych NO 45
weztow chtonnych 0,0073 | 0,6492 0,0045
(N) N1+N2 53

4.2.1. Ekspresja immunohistochemiczna biatek PD-1 i PD-L1 a pte¢ pacjentow

Wykazano (Tab.5), ze w rakach jelita grubego istotna statystycznie zalezno$¢ z
plcig wystepuje jedynie w przypadku ekspresji biatka PD-L1 w komorkach rakowych
(p=0,0180), co obrazuje rycina 9.

Dodatkowo wykonano analize (Tab. 6) z zastosowaniem korelacji porzadku rang
Spearmana. Zbadano korelacj¢ miedzy ekspresja badanych biatek a ptcig. Nadano
wartos$¢ 0-1 odpowiednio dla kobiet (0) i me¢zczyzn (1) i wykazano statystycznie istotng
korelacje migdzy ekspresja biatka PD-L1 w komdrkach rakowych a plcig — ekspresja tego

biatka jest rzadziej obecna u m¢zczyzn niz u kobiet, a mianowicie:
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» ekspresja PD-L1 w komorkach rakowych jest obecna u 1 na 57 mezczyzn,
» ekspresja PD-L1 w komorkach rakowych jest obecna u 6 na 41 kobiet.

Ryc. 9. Zwigzek ekspresji biatka PD-L1 w komorkach rakowych z picig, gdzie * to p<0,05.

*
250- I I
200-
Q
& 150- =
[$)
\
I 100-
504
0-+— —_—r—
) M
Plec

Tab. 6. Korelacja ekspresji biatek PD-1 1 PD-L1 z picig.

PD-1 PD-L1 GUZ PD-L1 LIMFOCYTY

Spearmanr | p-value | Spearmanr | p-value | Spearmanr | p-value

Pte¢ -0,0684 0,5032 -0,2432 0,0158 -0,0609 0,5517

4.2.2. Ekspresja immunohistochemiczna biatek PD-1 i PD-L1 a wiek pacjentow

Wykazano (Tab. 5), ze w rakach jelita grubego istotna statystycznie zalezno$¢ z

wiekiem wystepuje w przypadku ekspresji biatka PD-1 (p=0,0036), co obrazuje rycina
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10. Nie wykazano istotnej statystycznie zaleznosci miedzy wiekiem a ekspresja biatka

PD-L1 zar6wno w limfocytach jak i w komoérkach rakowych.

Dodatkowo zbadano korelacj¢ miedzy ekspresja badanych biatek a wiekiem,

wykonanujgc analize (Tab. 7) z zastosowaniem Korelacji porzadku rang Spearmana.

Wydzielono dwie grupy na podstawie $redniej wieku i nadano warto$¢ 0-1 odpowiednio

dla wieku <69 (0) i >69 (1). Wykazano istotng statystycznie ujemng korelacj¢ migdzy

ekspresjg biatka PD-1 a wiekiem — ekspresja tego biatka czeSciej wykazuje dodatnie

warto$ci u pacjentow ponizej 69 roku zycia, czyli im starsi pacjenci tym rzadziej

wystepuje ekspresja biatka PD-1.

Ryc. 10. Zwigzek ekspresji biatka PD-1 z wiekiem, gdzie ** to p<0,01.
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Tab. 7. Korelacja ekspresji biatek PD-1 1 PD-L1 z wiekiem.

PD-1 PD-L1 GUZ PD-L1 LIMFOCYTY
Spearmanr |p-value| Spearmanr | p-value | Spearmanr | p-value
Wiek -0,2924 0,0035 -0,0259 0,8005 -0,0843 0,4092
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4.2.3. Ekspresja immunohistochemiczna biatek PD-1 i PD-L1 a stopien zaawansowania
klinicznego raka jelita grubego

Wykazano (Tab. 5) istotng statystycznie =zalezno$¢ migdzy stopniem
zaawansowania klinicznego raka jelita grubego a ekspresja biatka PD-1 (p=0,0112),
konkretnie miedzy stopniem | a I1l zaawansowania klinicznego choroby nowotworowej
(Ryc. 11) oraz w przypadku ekspresji biatka PD-L1 w limfocytach (p=0,0428) mi¢dzy

stopniem Il a 111 zaawansowania choroby nowotworowej (Ryc. 12).

Wykonano takze analiz¢ (Tab. 8) z zastosowaniem korelacji porzadku rang
Spearmana. Nadano wartosci 1-4 odpowiednio dla stopnia zaawansowania klinicznego |
(1), 1 (2), 11 (3), IV (4).

Wykazano istotng statystycznie ujemng korelacje migdzy ekspresja biatka PD-1 a
stopniem zawansowania klinicznego: u pacjentéw bedacych w I stopniu zaawansowania
klinicznego wystepuje najwyzszy odsetek przypadkéw z ekspresja biatka PD-1,
natomiast najnizszy odsetek przypadkow dodatniej ekspresji biatka PD-1 obserwuje sig

u pacjentow w III stopniu zaawansowania klinicznego nowotworu.

Ponadto wykazano istotng statystycznie ujemng korelacj¢ migdzy ekspresja biatka
PD-L1 w limfocytach a stopniem zawansowania klinicznego: dodatnia ekspresja tego
biatka jest obecna najczeéciej u pacjentdow bedacych w II stopniu zaawansowania
klinicznego. Najnizszy osdetek przypadkow ekspresji biatka PD-L1 w limfocytach
obserwuje si¢ natomiast u pacjentow w III stopniu zaawansowania klinicznego

nowotworu.

Tab. 8. Korelacja ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 ze stopniem zaawansowania klinicznego

nowotworu.
PD-1 PD-L1 GUZ PD-L1 LIMFOCYTY
Spearman r | p-value | Spearmanr | p-value | Spearmanr | p-value
Stopien
zaawansowania | -0,2600 0,0097 -0,0623 | 0,5425 -0,2581 0,0103
klinicznego
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Ryc. 11. Zwigzek ekspresji biatka PD-1 ze stopniem zaawansowania klinicznego

nowotworu, gdzie * to p<0,05.
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Ryc. 12. Zwigzek ekspresji biatka PD-L1 w limfocytach ze stopniem zaawansowani

klinicznego nowotworu, gdzie * to p<0,05.
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4.2.4. Ekspresja immunohistochemiczna biatek PD-1 i PD-L1 a stopien zlosliwosci
histologicznej guza

Wykazano (Tab. 5) istotng statystycznie zalezno$¢ ekspresji biatka PD-L1 w
komorkach rakowych od stopnia zto§liwo$ci histologicznej guza migdzy stopniem G2 a

G3 (p=0,0457), co przedstawia rycina 13.

Dodatkowo wykonano analiz¢ (Tab. 9) z zastosowaniem korelacji porzadku rang
Spearmana. Zbadano korelacje miedzy ekspresja badanych bialek a stopniem ztosliwosci
histologicznej. Nadano wartosci 1-3 odpowiednio dla stopnia G1 (1), G2 (2), G3 (3) i
wykazano istotng statystycznie dodatnig korelacj¢ miedzy stopniem zto§liwosci
histologicznej a ekspresja biatka PD-L1 w komoérkach rakowych: u zadnego z pacjentow
ze stopniem histologicznej ztosliwosci guza G1 nie stwierdzono ekspresji biatka PD-L1
w komorkach rakowych, a najwyzszy odsetek przypadkow dodatniej ekspresji biatka PD-
L1 w guzie obserwuje si¢ u pacjentéw ze stopniem G3 — nalezy jednak mie¢ na uwadze,

ze grupa ze stopniem histologicznej ztosliwosci G3 liczy 6 z 98 pacjentow.

Ryc. 13. Zwigzek ekspresji biatka PD-L1 w komorkach rakowych ze stopniem zlosliwosci
histologicznej guza, gdzie * to p<0,05.
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Tab. 9. Korelacja ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 ze stopniem ztosliwosci histologicznej

guza.
PD-1 PD-L1 GUZ PD-L1 LIMFOCYTY

Spearmanr | p-value | Spearmanr | p-value | Spearmanr | p-value

G -0,0442 0,6660 0,2280 0,0239 -0,1661 0,1021

4.2.5. Ekspresja immunohistochemiczna biatek PD-1 i PD-L1 a stan okolicznych weztow

chlonnych

Wykazano (Tab. 5) istotng statystycznie zalezno$¢ migdzy stanem okolicznych
wezlow chlonnych a ekspresjg biatka PD-1 (p=0,0073), co obrazuje rycina 14 oraz
miedzy stanem okolicznych weztow chtonnych a ekspresjg biatka PD-L1 w limfocytach
(p=0,0045), co przedstawia rycina 15.

Zbadano réwniez korelacje miedzy ekspresja badanych bialek a stanem
okolicznych weztow chtonnych. Wykonano analize (Tab. 10) z zastosowaniem korelacji
porzadku rang Spearmana, Wyodrebniajac dwie grupy pacjentow: bez przerzutow do
okolicznych weztéw chtonnych (NO) i z wystegpowaniem przerzutow do okolicznych

wezldw chtonnych (N1+N2) oraz przyporzadkowujac im odpowiednio wartosci 01 1.

Wykazano istotng statystycznie ujemng korelacj¢ miedzy ekspresja biatka PD-1 a
stanem okolicznych weziow chtonnych. Obserwuje sie, ze ekspresja biatka PD-1 czg$ciej
osigga dodatnie wartosci u pacjentdow bez przerzutow do wezidw chlonnych niz w

przypadku pacjentéw z przerzutami do okolicznych weztow chlonnych.

Ponadto wykazano istotng statystycznie ujemng korelacj¢ migdzy ekspresja biatka
PD-L1 w limfocytach a stanem okolicznych weztow chtonnych. W tym przypadku
ekspresja biatka PD-L1 w limfocytach takze czgSciej osiaga dodatnie warto$ci u
pacjentow bez przerzutdow do weztow chlonnych i sg one zauwazalnie wyzsze niz w

przypadku pacjentow z przerzutami do okolicznych weztéw chlonnych.
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Ryc. 14. Zwigzek ekspresji biatka PD-1 ze stanem okolicznych wezlow chionnych, gdzie

** 1o p<0,01.
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Ryc. 15. Zwigzek ekspresji biatka PD-L1 w limfocytach ze stanem okolicznych weziow

chlonnych, gdzie ** to p<0,01.
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Tab. 10. Korelacja ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 ze stanem okolicznych weztow
chionnych.

PD-1 PD-L1 GUZ PD-L1 LIMFOCYTY

Spearmanr | p-value | Spearmanr | p-value | Spearmanr | p-value

pN -0,2705 0,0071 -0,0592 0,5627 -0,2868 0,0042

4.2.6. Ekspresja immunohistochemiczna biatek PD-1 i PD-L1 a status genu KRAS

Analize tej zaleznosci (Tab. 11; Test Mann-Whitney) przeprowadzono w 28
przypadkach u pacjentéw, u ktorych ocena statusu genu KRAS zostata przeprowadzona
w celach diagnostycznych. Odstapiono od analizy w przypadku ekspres;ji biatka PD-L1
w komorkach rakowych, poniewaz w zadnym z wybranych przypadkéow w tej grupie

ekspresja tego biatka nie wystapita.

Tab. 11. Zwigzek ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 w limfocytach ze statusem genu KRAS
(MUT - wystegpowanie mutacji; WT - wild type = typ dziki = brak mutacji).

LICZBA PD-1 PD-L1
. LIMFOCYTY
PARAMETR GRUPA PRZYPADKOW
p-value
Status genu MUT 14
KRAS WT 1 0,0019 0,3083

Na podstawie powyzszej analizy wykazano, ze w rakach jelita grubego ekspresja
biatka PD-1 jest statystycznie istotnie zalezna od statusu genu KRAS (Ryc. 16). W
przypadku ekspresji biatka PD-L1 w limfocytach zaleznosci istotnych statystycznie nie

wykazano.
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Wykonano takze analiz¢ (Tab. 12) z zastosowaniem korelacji porzadku rang
Spearmana. Zbadano korelacj¢ miedzy ekspresja badanych bialek a statusem genu
KRAS. Nadano wartosci 0-1 odpowiednio dla pacjentow, u ktorych brak jest mutacji w
genie KRAS (0) i pacjentéw, u ktorych ta mutacja wystgpita (1). Wykazano istotng
statystycznie ujemng korelacje miedzy statusem genu KRAS a ekspresjg biatka PD-1:
ekspresja PD-1 nie wystgpita u zadnego z 14 pacjentéw, u ktorych jest obecna mutacja w
genic KRAS, natomiast dodatnie wartosci ekspresji PD-1 obserwuje si¢ u 8 na 14

pacjentow bez mutacji w genie KRAS.

Ryc. 16. Zwigzek ekspresji biatka PD-1 ze statusem genu KRAS, gdzie ** to p<0,01.
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Tab. 12. Korelacja ekspresji biatka PD-1 i biatka PD-L1 w limfocytach ze statusem genu
KRAS.

PD-1 PD-L1 LIMFOCYTY

Spearman r p-value Spearman r p-value

Status genu -0,6209 0,0004 -0,2604 0,1808
KRAS ) L ] ]
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4.2.7. Ekspresja immunohistochemiczna biatek PD-1 i PD-L1 a naciek limfocytarny

Zbadano zwigzek ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 z wystepowaniem limfocytow
naciekajgcych utkanie guza i okolicg guza (Tab. 13; Test Mann-Whitney). Na podstawie
wykonanej analizy wykazano, ze w rakach jelita grubego ekspresja biatka PD-1 jest
statystycznie istotnie zalezna od wystepowania limfocytow naciekajacych utkanie guza

(Ryc. 17).

Dodatkowo wykonano analize (Tab. 14) z zastosowaniem korelacji porzadku rang
Spearmana. Zbadano korelacje miedzy obecnoscig ekspresji badanych bialek a naciekiem
limfocytarnym. Nadano wartosci 0-1 odpowiednio dla przypadkow, w ktérych brak jest
nacieku limfocytarnego (0) oraz w ktorych obecny jest naciek limfocytarny (1).
Wykazano istotng statystycznie dodatnig korelacj¢ migdzy ekspresja biatka PD-1 a
wystepowaniem limfocytow naciekajacych utkanie guza. Dodatnia ekspresja PD-1 jest
obecna w znacznie wyzszym odsetku u pacjentéw, u ktérych wystepuja limfocyty
naciekajace utkanie guza niz w przypadku pacjentdow bez wystepowania limfocytow

naciekajacych utkanie guza.

Tab. 13. Zwigzek ekspresji bialek PD-1 i PD-L1 z wystepowaniem limfocytow
naciekajqcych utkanie guza i zlokalizowanych w okolicy guza (,, +” naciek limfocytarny,

a ,,—" brak nacieku limfocytarnego).

PD-L1 PD-L1
LICZBA PD-1
PARAMETR GRUPA PRZYPADKOW GUZ |LIMFOCYTY
p-value
Limfocyty + 28
naciekajace utkanie 0,0001 | 0,2681 0,7142
guza - 70
; i 34
Limfocyty w okolicy |+ 08078 | 0,7340 |  0,5418
guza ] 64
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Ryc. 17. Zwigzek ekspresji biatka PD-1 z wystepowaniem limfocytow naciekajgcych

utkanie guza, gdzie *** to p<0,001.
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Tab. 14. Korelacja ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 z naciekiem limfocytarnym.

PD-1 PD-L1GUZ  |PD-L1LIMFOCYTY
Spearman r | p-value | Spearman r | p-value | Spearman r | p-value
Limfocyty
naciekajace 0,3658 |0,0002| 00858 |0,4007| 00187 | 0,8548
utkanie guza
Limfocyty w 00387 [07050| -00464 |06503| 00817 | 04237
okolicy guza
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4.2.8. Ekspresja immunohistochemiczna biatek PD-1 i PD-L1 a paczkowanie guza

Porownano ekspresj¢ biatek PD-1 i PD-L1 z wystepowaniem cechy w budowie
histologicznej raka jelita grubego, jaka jest paczkowania guza. Na podstawie wykonane;j
analizy (Tab. 15; Test Mann-Whitney) wykazano, ze w rakach jelita grubego ekspresja
biatka PD-1 1 biatka PD-L1 nie jest statystycznie istotnie zalezna od wyst¢powania

paczkowania guza.

Tab. 15. Zwigzek ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 z wystgpowaniem pgczkowania guza.

PD-L1 PD-L1
LICZBA PD-1
PARAMETR GRUPA PRZYPADKOW GUZ |[LIMFOCYTY
p-value
+ 37
Paczkowanie guza 0,6854 | 0,5023 0,8596
- 61

4.3. Ekspresja immunohistochemiczna biatek PD-1 i PD-L1 a przezycie pacjentow

Wykazano, ze ekspresja biatka PD-1 ma istotny statystycznie zwigzek z
przezyciem pacjentow badanej grupy w pierwszym roku od momentu rozpoznania —
100% przezycie u pacjentdw z ekspresja biatka PD-1 (p=0,018), brak jednak zalezno$ci
istotnej statystycznie w kolejnych czterech latach od postawienia diagnozy. Nie
stwierdzono zaleznosci istotnej statystycznie miedzy przezyciem, a ekspresjq biatka PD-

L1 ani w komoérkach rakowych, ani w limfocytach. Dane te obrazuja rycyny 18-22.
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Ryc. 18. Przezycie pacjentow po 12 miesigcach od momentu rozpoznania wzgledem
ekspresji biatka PD-1 oraz PD-L1 w komorkach rakowych i w limfocytach.
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Ryc. 19. Przezycie pacjentow po 24 miesigcach od momentu rozpoznania wzgledem

ekspresji biatka PD-1 oraz PD-L1 w komorkach rakowych i w limfocytach.
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Ryc. 20. Przezycie pacjentow po 36 miesigcach od momentu rozpoznania wzgledem
ekspresji biatka PD-1 oraz PD-L1 w komorkach rakowych i w limfocytach.
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Ryc. 21. Przezycie pacjentow po 48 miesigcach od momentu rozpoznania wzgledem

ekspresji biatka PD-1 oraz PD-L1 w komorkach rakowych i w limfocytach.
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Ryc. 22. Przezycie pacjentow po 60 miesigcach od momentu rozpoznania wzgledem

ekspresji biatka PD-1 oraz PD-L1 w komorkach rakowych i w limfocytach.
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4.4, Podsumowanie wynikow

1. Ekspresje biatka PD-1 wykazano w 29 przypadkach, a jego ligandu — biatka
PD-L1 wykazano u 7 pacjentow w przypadku ekspresji w komorkach

rakowych i u 43 pacjentow w przypadku ekspresji w limfocytach.

2. Wykazano istotng statystycznie dodatnig korelacje miedzy ekspresjg biatka
PD-1 a ekspresjg jego ligandu PD-L1 w komorkach rakowych, jak i w
limfocytach, a takze ujemna korelacje migdzy ekspresja biatka PD-L1 w
komorkach rakowych, a ekspresja biatka PD-L1 w limfocytach. Wzajemne
silne powigzania wskazuja, ze przypadki, w ktérych stwierdzono
wystepowanie ekspresji biatka PD-1, wykazywaly w wigkszosci takze
ekspresj¢ biatka PD-L1 w limfocytach lub w komdrkach rakowych, co
sugeruje synergistyczny mechanizm regulacji ekspresji tych bialek. W
przypadkach, w ktorych wystapita ekspresja biatka PD-L1 w komarkach guza,
nie wykazano ekspresji biatka PD-L1 w limfocytach.

3. W przypadku ekspresji biatka PD-1 stwierdzono, ze:

> ekspresja PD-1 wystepuje czesciej u pacjentow ponizej 69 roku
zycia niz u starszych pacjentow (r=-0,2924, p=0,0035)

» ekspresja PD-1 jest czestsza u pacjentow, u ktorych nie wystepuja
przerzuty do weztow chtonnych (r=-0,2705, p=0,0071),

» im wyzszy stopien zaawansowania klinicznego tym u mniejszej
liczby pacjentow stwierdza si¢ ekspresje PD-1 (r=-0,2600,
p=0,0097); wyjatek — stopien 1V; grupa liczaca tylko 4 pacjentow,

» w przypadkach z mutacja w genie KRAS brak ekspresji biatka
PD-1 (r=-0,6209, p=0,0004),

» w wiekszosci przypadkow ekspresja biatka PD-1 wystepuje w
przypadkach z naciekiem limfocytarnym w utkaniu guza i jest ona
wyzsza niz u pacjentow, u ktorych nie stwierdzono wystepowania

TIL (r=0,3840, p<0,0001).
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4. W przypadku ekspresji biatka PD-L1 w komorkach rakowych stwierdzono,
ze:
» ekspresja biatka PD-L1 w komorkach rakowych wystepuje
cze$ciej u kobiet niz u me¢zczyzn (r=-0,2432, p=0,0158),
» im wyzszy stopien ztosliwosci histologicznej guza tym czesciej
wystepuje ekspresja biatka PD-L1 w komorkach rakowych
(r=0,2280, p=0,0239).

5. W przypadku ekspresji biatka PD-L1 w limfocytach stwierdzono, ze:

» ckspresja cze$ciej wystepuje u pacjentow bez przerzutow do
okolicznych weztow chtonnych i osigga w tej grupie pacjentow
wyzsze wartosci (r=-0,2868, p=0,0042),

» ckspresja wystepuje najczesciej u pacjentow w Il stopniu
zaawansowania klinicznego, natomiast najnizszy odsetek
przypadkow z ekspresja biatka PD-L1 w limfocytach obserwuje
si¢ u pcjentow w Ill stopniu zaawansowania klinicznego
nowotworu (r=-0,2581, p=0,0103).

6. Ekspresja bialka PD-1 ma zwigzek z przezyciem w pierwszym roku po
ustaleniu rozpoznania: 100% pacjentéw z ekspresja biatka PD-1 (p=0,018)
przezytlo pierwszy rok od momentu ustalenia rozpoznanina raka jelita

grubego.
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5. Dyskusja

Interakcje PD-1 (programmed cell death protein 1; biatko programowanej $mierci
komorki 1) 1 jego ligandu PD-L1 dotycza proceséw immunosupresyjnych w srodowisku
wzrostu nowotworow. W ostatniej dekadzie wprowadzono terapi¢ przeciwciatami
monoklonalnymi  (anty-PD-1/anty-PD-L1) w celu blokowania aktywnosci
pronowotworowej tego punktu kontrolnego. Wewnatrzkomoérkowe procesy molekularne,
z ktorymi jest zwigzana aktywnos¢ PD-1 w limfocytach sg skomplikowane. Aktywacja
PD-1, poprzez potaczenie z PD-L1, skutkuje supresja dwoch glownych szlakow
sygnatowych PI3K-Atk-mTOR i RAS-MEK-ERK. Ma to wplyw na zahamowanie
proliferacji i roznicowania limfocytow T, wylaczenie funkcji efektorowej limfocytow,
uposledzenie aktywnos$ci limfocytow, a to z kolei pozwala komorkom rakowym unikng¢
nadzoru immunologicznego poprzez uniknigcie procesu apoptozy [124]. Inhibitory PD-
1/PD-L1 odgrywaja istotng rol¢ jako $rodki immunomodulujace. Dziatajg przeciwko
wspomnianym procesom i powoduja blokade immunologicznego punktu kontrolnego
[125]. Ekspresja biatka PD-L1 na powierzchni komoérek rakowych i biatka PD-1 w
limfocytach towarzyszacych naciekowi raka jest istotnym wskaznikiem predykcyjnym
dla terapii przeciwciatami anty-PD-1 i anty-PD-L1 [126]. Odpowiedz kliniczna na terapi¢
anty-PD-1/PD-L1 obserwuje si¢ jednak tylko u nielicznych pacjentow. Obecnie bada si¢
mechanizmy niezbe¢dne do podniesienia skutecznosci terapii anty-PD-1/PD-L1 [124].

Inhibitory immunologicznych punktéw kontrolnych znalazty zastosowanie w
leczeniu réznych nowotwordéw zlosliwych. W szczegodlnosci zastosowanie znalazly
przeciwciata monoklonalne blokujace interakcje miedzy PD-1 na powierzchni
limfocytow, a PD-L1 na powierzchni komorek prezentujacych antygen [127-129]. Wiele
z tych produktow posiada licencje¢ na leczenie rzutu pierwszego lub drugiego w
przypadku ztosliwych nowotworéow u dorostych [130]. Dobry efekt terapeutyczny
osiggnety przeciwciata monoklonalne anty-PD-1 niwolumab i pembrolizumab, ktére
amerykanska FDA (Food and Drug Administration; Agencja ds. Zywnosci i Lekow) w
2015 roku wprowadzita do programu leczenia niedrobnokomoérkowego raka ptuca [131-
132].

Duzym sukcesem terapeutycznym bylo potaczenie inhibitorow PD-1 z

chemioterapig jako leczenie pierwszego rzutu niedrobnokomoérkowego raka pluca (non-
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small cell lung carcinoma; NSCLC) [133-135]. Celowanie w synteze i replikacje DNA
poprzez chemioterapi¢ powoduje eliminowanie komorek rakowych, natomiast
blokowanie punktu kontrolnego PD-1/PD-L1 stymuluje limfocyty T specyficzne dla
nowotworu. Jest to spowodowane faktem, ze po $mierci komorki nastepuje zwickszenie
obecnosci antygenow nowotworowych, a to stymuluje limfocyty [136]. Biorac zatem pod
uwagge ten proces, wydaje si¢, ze odpowiednie polaczenie leczenia chemioterapeutykami
z inhibitorami PD-1/PD-L1 moze prowadzi¢ do zwigkszenia skuteczno$ci terapii
szczegOlnie u pacjentdw z nowotworami mniej immunogennymi i wrazliwymi na
chemioterapi¢ [95]. Ponadto badania wskazujg, ze zastosowanie inhibitoréw PD-1 i PD-
L1 skojarzone z radioterapia u pacjentow z zawansowanym NSCLC poprawia zar6wno
przezycie catkowite jak i czas przezycia wolny od wznowy. Jednakze przedmiotem badan
pozostaje sekwencja podawania terapii skojarzonej z zastosowaniem inhibitorow PD-
1/PD-L1 oraz radioterapii. Geng i wspotpracownicy wykazali, ze stosowanie inhibitorow
PD-1/PD-L1 po radioterapii byto korzystniejsze niz jednoczesna terapia inhibitorami PD-
1/PD-L1 z radioterapia czy zastosowanie radioterapii po podaniu inhibitoréw PD-1/PD-
L1 [137]. Wynik ten pokrywa si¢ z teorig, moéwiacg o tym, ze radioterapia powoduje
pekniecia DNA dwuniciowego i zwigksza infiltracje limfocytoéw T CD8+, a to z kolei
powoduje wzrost ekspresji biatka PD-L1 [137-139].

Celem niniejszej pracy bylo pordéwnanie ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 u
pacjentow z rakiem jelita grubego z parametrami kliniczno-morfologicznymi takimi, jak:
wiek 1 pte¢, lokalizacja guza, stopien histologicznej ztosliwosci raka, glebokosc
naciekania 1 obecnos¢ przerzutdéw w okolicznych weztach chtonnych, obecnos¢ nacieku
limfocytarnego, status genu KRAS, paczkowanie guza oraz przezycie. W celu badania
ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 zastosowano metode immunohistochemiczng. EKspresja
biatka PD-1 oznaczona w limfocytach wystapita w 29,6% przypadkéw i byla stabsza niz
ekspresja biatka PD-L1, ktorg oznaczono zarowno w komoérkach guza (7,1%) jak i w
limfocytach (43,9%). Ekspresje¢ biatka PD-L1 oznaczono zaréwno w komorkach
rakowych jak i komoérkach odpornosciowych, poniewaz badania donosza, ze cytokiny
obecne w immunoreaktywnym mikrosrodowisku guza moga indukowac ekspresje biatka
PD-L1 na komoérkach nowotworowych i/lub komdérkach odpornosciowych za pomoca
roznych mechanizmow sygnalizacyjnych. Potrzeba jednak kolejnych badan w celu

zrozumienia mechanizmoéw, ktoérych rolag jest wzbudzanie ekspresji PD-L1 w
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immunologicznym mikro$rodowisku guza. Pozwoli t0 na odpowiednie podejscie

terapeutyczne w celu wzmocnienia blokady punktu kontrolnego PD-1/PD-L1 [140].

Podobne badania zwigzane z ekspresjg biatka PD-L1 w raku jelita grubego
przeprowadzil Shan i wsp., wykazujac immunohistochemicznie obecno$¢ ekspresji w
42,5% badanych przypadkow raka jelita grubego. Autorzy wykazali dodatnig korelacje
tej ekspresji z wystgpowaniem przerzutow do weztow chtonnych, przerzutow odlegtych,
a takze z glebokoscig nacickania guza. Nie wykazano jednak korelacji z picig i stopniem
zréznicowania histologicznego guza [141], ktore z kolei wykazano w niniejszej pracy. Z
kolei Masugi z zespotem przeanalizowali wystepowanie ekspresji biatka PD-L1 zaré6wno
w komorkach guza jak 1 w podscielisku, gdzie odpowiednio 89% 1 5% przypadkow
wykazato ekspresje [142], czyli odwrotnie niz w niniejszej pracy, gdzie ekspresje biatka
PD-L1 w komorkach rakowych obserwuje si¢ w nizszym odsetku przypadkéw niz w
limfocytach, tj. 7,1% przypadkow z ekspresja PD-L1 w komorkach rakowych i 43,9%
przypadkoéw z ekspresja w limfocytach.

Masugi badat korelacje ekspresji biatka PD-L1 z gestoscia komérek FOXP3+
[142], czyli limfocytami T regulatorowymi odgrywajacymi istotng role w hamowaniu
odpowiedzi immunologicznej [143]. Zalezno$¢ ta okazata si¢ odwrotnie proporcjonalna
do ekspres;ji biatka PD-L1 w rakach jelita grubego, co moze sugerowac¢ wptyw komorek
rakowych z ekspresja PD-L1 na limfocyty T regulatorowe w mikrosrodowisku guza
[142]. Zhao z zespotem takze wykazali istotng statystycznie korelacj¢ miedzy naciekiem
limfocytow T regulatorowych, a ekspresja biatka PD-L1 w komorkach rakowych
(ekspresje wykazano w 48,21% przypadkoéw, podczas gdy w limfocytach naciekajacych
guz ekspresji PD-L1 nie zaobserwowano). Znaleziono zwigzek ekspresji biatka PD-L1 w
komorkach rakowych z gtgbokos$cia naciekania guza i obecnoscig przerzutow do weztow
chtonnych [143]. W niniejszej pracy ekspresj¢ biatka PD-L1 w limfocytach wykazano w
43,9% przypadkéw. Wykazano takze, ze ekspresja biatka PD-L1 w limfocytach ma
zwigzek ze stopniem zaawansowania klinicznego i z obecnos$cig przerzutow do weztow
chtonnych. Ekspresja biatka PD-L1 w limfocytach wystepowata najczesniej u pacjentow
w |l stopniu zaawansowania klinicznego, a najrzadziej u pacjentéw w III stopniu
zaawansowania klinicznego nowotworu. Ponadto ekspresja biatka PD-L1 w limfocytach
byta obserwowana czeSciej u pacjentdw, u ktorych nie wystgpowalay przerzuty do

weztow chtonnych.
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Masugi w swoich badaniach nad ekspresja biatka PD-L1 zaznacza, ze w rakach
jelita grubego w reakcji immunohistochemicznej zaobserwowal zaréwno odczyn
blonowy, jak i cytoplazmatyczny [142], co potwierdzajg inni badacze [49, 143-147].
Autorzy podkreslaja, ze ocena ekspresji PD-L1 w tkance stanowila wyzwanie, poniewaz
brak jest akceptowanej powszechnie metody immunohistochemicznej do wykazania tej
ekspresji, a ekspresja PD-L1 w btonie komoérkowej prawdopodobnie wigze si¢ z
mozliwoscig potaczenia z receptorem PD-1. EKspresja btonowa moze by¢ maskowana w
komorkach z silng ekspresjg cytoplazmatyczng, dlatego tez do obliczen wykorzystano
zar6wno poziomy ekspresji cytoplazmatycznej, jak i btonowej, co zostalo ocenione
niezaleznie przez dwoch specjalistow [142]. Rowniez w niniejszej pracy zastosowano
ocen¢ dwupoziomowa — preparaty oceniono przez doswiadczonego patomorfologa, a
nastepnie dokonano obliczen z wykorzystaniem oprogramowania do analizy obrazu i

okreslenia ekspresji biatka PD-L1 w btonach komoérkowych.

Weczesniejsze badania donosza, ze korelacja migdzy ekspresja biatka PD-L1 a
rokowaniem jest r6zna w zaleznosci od typu nowotworu [148-151]. Mittendorf z
zespolem przeprowadzili badania w celu ustalenia nadekspres;ji biatka PD-L1 w potrdjnie
ujemnym raku piersi. Wykorzystali dane z atlasu genomu raka (The Cancer Genome
Atlas; TCGA) dotyczace sekwencjonowania RNA i wykazali znacznie wyzszg ekspresje
genu CD274 (PD-L1) w potrdjnie ujemnym raku piersi w porownaniu z innymi typami
tego nowotoworu. Wykonali takze mikromacierze tkanki guzéw piersi i dokonali oceny
pod katem ekspresji biatka PD-L1, ktora w potrojnie ujemnym raku piersi wystgpita w
19% przypadkoéw [152]. Ekspresja biatka PD-L1 w raku piersi badana byta takze przez
Ghebeh i wsp., ktorzy wykazali ekspresje PD-L1 w 50% guzow, przy czym w 34% guzoéw
ekspresja wystepowata w komorkach nowotworowych, a w 41% przypadkow

wystepowata takze w limfocytach naciekajacych guz [153].

Biatko PD-L1 ulega ekspresji w wielu nowotworach takich, jak: rak
jasnokomorkowy nerki (154-155), rak jajnika (156), rak przetyku (157), rak zotadka
(158), rak watrobowokomorkowy (159), czy rak trzustki (160). Bi ze wspotpracownikami
analizowali ekspresj¢ PD-1 i1 PD-L1 badajac raka rdzeniastego tarczycy. Podobnie jak w
niniejszej pracy, oznaczyli ekspresje biatka PD-1 w limfocytach oraz biatka PD-L1 w
limfocytach 1 w guzie, jednak ekspresje PD-L1 niezaleznie od lokalizacji oznaczyli jako
jeden parametr, uzyskujac ekspresje odpowiednio 25,3% w przypadku PD-1 i 21,8% w
przypadku PD-L1, ukazujac w swoim badaniu zwigzek ekspresji biatka PD-L1 z
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obecnoscig przerzutow odleglych [161]. Bongiovanni z zespotem, podobnie pracowali
nad okresleniem ekspresji biatka PD-L1 w komoérkach guza i w komorkach
odporno$ciowych (w tym przypadku rozdzielajac to na dwa parametry) w rakach
tarczycy: anaplastycznym (niezrdéznicowanym), pecherzykowym 1 brodawkowatym
uzyskujac ekspresje w komorkach raka odpowiednio w 22,2%, 7,6% i 6,1% przypadkow
oraz w komorkach odpornosciowych odpowiednio w 11,1%, 9,1% i 28,5% przypadkow.
Bongiovanni wskazal, ze im bardziej agresywny typ nowotworu, tym ekspresja PD-L1
jest wyzsza, nie stwierdzil natomiast zwigzku ekspresji biatka PD-L1 z progresja
choroby, czy przezyciem wolnym od wznowy ani z innymi parametrami kliniczno-

patologicznymi [102].

Jak juz wspomniano wczesniej, dobre efekty terapeutyczne z zastosowaniem
lekow: niwolumab i pembrolizumab, a takze atezolizumab, uzyskano w leczeniu NSCLC.
Mansour i wsp. badali metodg immunohistochemiczng zaré6wno probki histologiczne
utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie, jak i probki cytologiczne raka ptuca. W
obu wariantach uzyskali oni ekspresje biatka PD-L1 w 55% przypadkow, jednak wysoka
ekspresja PD-L1 w guzie w preparatach histologicznych korelowata z lepsza odpowiedzia
na leczenie. Raki ptaskonabtonkowe wykazywaly wyzsza ekspresje PD-L1 niz
gruczolakoraki [162].

Istniejg doniesienia dotyczace zwigzku statusu genow KRAS 1 EGFR z ekspresja
PD-L1. Najwyzsza ekspresja PD-L1 wystgpita w przypadkach mutacji KRAS, a najnizsza
dla przypadkéw z mutacja EGFR oraz w przypadkach braku mutacji zarowno w KRAS
1 EGFR [162]. W przypadku raka jelita grubego status genu KRAS byl jednym z
pierwszych badanych biomarkeréw, a obecnie stanowi podstawowe kryterium, ktore
kwalifikuje pacjentow z rakiem jelita grubego do leczenia z wykorzystaniem przeciwciat
monoklonalnych cetuximab i panitumumab. Leki te skierowane sa przeciwko
receptorowi EGFR [163-166]. Skutecznos$¢ terapii skierowanej przeciwko EGFR u
pacjentow bez mutacji w genie KRAS wynosi 8-11%. Mutacje w genie KRAS wykrywa
si¢ u okoto 40% pacjentow z rakiem jelita grubego [167-169]. Konieczne jest zatem
znalezienie nowych biomarkerow predykcyjnych dla pacjentow, ktoérzy pomimo
posiadania genu KRAS typu dzikiego, sa oporni na leczenie skierowane przeciwko

receptorowi naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR).
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Evans z zespolem w swoich badaniach nad PD-L1 w NSCLC potwierdzili, ze
guzy bez mutacji w EGFR cechowaty si¢ wyzsza ekspresja PD-L1. Nie zaobserwowali
istotnego zwigzku mi¢dzy wystepowaniem ekspresji PD-L1, a mutacjg genu KRAS, ale
zwracajg uwage, ze prawdopodobnie jest to wynikiem niskiej liczebnosci badanych
probek [170]. Wigkszo$¢ badan sugeruje jednak, ze wyzszy wskaznik ekspresji biatka
PD-L1 jest skorelowany z mutacja KRAS w nowotworach [171-178]. W niniejszej pracy
wykorzystano 28 przypadkow, w ktorych zbadano status genu KRAS, z czego w polowie
przypadkow wykryto mutacje¢. Jednak u zadnego z 28 pacjentéw, zarowno w przypadku
braku jak i wystgpowania mutacji w KRAS, nie wystapita ekspresja biatka PD-L1 w
komorkach raka jelita grubego. Badano zwigzek ekspresji biatka PD-L1 w limfocytach
ze statusem genu KRAS, ale nie wykazano istotnosci statystycznej. Istotng korelacje¢
uzyskano analizujac zwigzek statusu genu KRAS z ekspresja biatka PD-1 w limfocytach
— w zadnym z przypadkéw, w ktorych wystgpita mutacja KRAS nie odnotowano
ekspresji biatka PD-1. Jednak nalezy tu mie¢ na uwadze niska liczebnos¢ przebadanych

probek pod katem statusu genu KRAS.

Przeprowadzane badania donosza, ze odsetek odpowiedzi klinicznej w r6znych
typach nowotworow, w leczeniu ktorych stosuje si¢ inhibitory PD-1/PD-L1, wynosi 30%-
50% [179]. W zwiazku z tym wydaje si¢, ze identyfikacja biomarkerow predykcyjnych
w celu doboru pacjentow i polepszenia skutecznosci leczenia bez dodatkowych i
nieuzasadnionych skutkéw ubocznych, jest procesem niezbednym w celu stworzenia
terapii ukierunkowanych dla indywidualnego pacjenta. Chowdhury z zespolem
zauwazaja, ze we weczesniejszych badaniach, w  ktéorych analizowano
immunohistochemicznie ekspresj¢ biatek PD1 i PD-L1 w komorkach guza, ktéoremu
towarzyszyt naciek limfocytarny, ekspresja biatka PD-L1 w komdrkach zlosliwych
wystepuje w zmiennej proporcji w NSCLC, czerniaku, glejaku wielopostaciowym,
rakach glowy 1 szyi, jajnikow, piersi, przetyku, nerek, trzustki, a takze chtoniaku
Hodgkina [180]. W raku jelita grubego jak dotad uzyskano obiecujace wyniki w
przypadkach guzéw z obecnoscig niestabilnosci mikrosatelitarnej, ktore charakteryzuja
si¢ towarzyszagcym naciekiem limfocytarnym w obrazie histologicznym. Badania
wykazaty, ze limfocyty T infiltrujace tkanki nowotworowe reaguja z przeciwcialem anty-
PD-1 [181]. Li ze swoim zespotem wskazuje, ze wyzsza ekspresja biatek PD-1 i PD-L1
zwigzana jest z lepszym rokowaniem pacjentow z rakiem jelita grubego, a ekspresja

biatka PD-1 w limfocytach naciekajacych nowotwor jest niezaleznym czynnikiem
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prognostycznym dla przezycia calkowitego i czasu przezycia wolnego od progresji
choroby, zwtaszcza w przypadku pacjentow z pMMR (proficient DNA mismatch repair;
bieglta naprawa blednie sparowanych zasad azotowych) [119]. W niniejszej pracy
wykazano istotng statystycznie dodatnig korelacje mig¢dzy ekspresjg biatka PD-1 a
obecnoscig nacieku limfocytarnego towarzyszacego rozrostowi guza w $cianie jelita:
ekspresja PD-1 wystepowala w wigkszosci u pacjentéw, u ktorych stwierdzono obecno$é

limfocytow naciekajacych utkanie guza.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wyniki dotyczace zwigzku niestabilno$ci
mikrosatelitarnej i ekspresji PD-L1 w raku jelita grubego sa sprzeczne. Niektorzy badacze
wykazali istnienie stabej ekspresji PD-L1 w komorkach raka jelita grubego z
niestabilno$cig mikrosatelitarng, jak i bez niestabilno$ci [145, 181], a inni badacze
przeciwnie [46]. Droeser i wspolpracownicy odnotowali w swoich badaniach silng
ekspresj¢ biatka PD-L1 w 37% przypadkow z pMMR oraz w 29% z dMMR (deficient
DNA mismatch repair; niepetna naprawa btednie sparowanych zasad azotowych). W
rakach jelita grubego z pMMR ekspresja PD-L1 korelowata z naciekiem limfocytow
CDS8+, ktore nie wykazywaty ekspresji biatka PD-1, ponadto ekspresja PD-L1 byta
istotnie zwigzana z brakiem przerzutow do wezldw chionnych, niskim parametrem T
oraz nizszym stopniem ztosliwosci nowotworu [46]. Inhibitory PD-1/PD-L1 znajduja
kliniczne zastosowanie w przypadkach, w ktérych obserwuje si¢ AMMR oraz wysoki
stopien niestabilno$ci mikrosatelitarnej (microsatellite instability — high; MSI-H), a takze
w przypadku pMMR i niskim stopniu niestabilnos$ci mikrosatelitarnej (non-MSI-H), cho¢
tutaj skuteczno$¢ przeciwciat anty-PD-1/anty-PD-L1 pozostaje niepewna. Dodatkowo
niski odsetek pacjentow z dMMR/MSI-H wskazuje, Ze terapi¢ inhibitorami PD-1/PD-L1
nalezatoby taczy¢ z innymi rodzajami terapii takimi, jak chemio- czy radioterapia, w celu
osiggniecia lepszego efektu terapeutycznego. Polgczenie immunoterapii z leczeniem
neoadjuwantowym moze zmieni¢ strategi¢ leczenia raka jelita grubego u pacjentow z

chorobg lokalnie zaawansowang, jak i U pacjentdow z obecnoS$cig przerzutow [182].

Prowadzone sg badania nad zwigkszeniem wrazliwosci pacjentow ze stabilno$cia
mikrosatelitarng (microsatellite stability; MSS) na immunoterapi¢. Liu i wsp. badali
wplyw IL-17A na terapi¢ anty-PD-1 u pacjentow bez niestabilnosci mikrosatelitarnej w
guzach raka jelita grubego 1 wykazali, ze blokowanie IL-17A poprawia skutecznos¢ tej
terapii w mysich modelach z MSS. Uwrazliwienie tej grupy pacjentow na przeciwciata

anty-PD-1 poprzez zablokowanie IL-17A sprawia, ze ten kierunek dziatania moze
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postuzy¢ jako istotny cel terapeutyczny [183]. Co ciekawe, przeciwciata monoklonalne
anty-IL-17A (secukinumab i ixekizumab) sa juz dostgpne: znajduja zastosowanie |
wykazuja skuteczno$¢ w leczeniu pacjentdow z tuszczycowym zapaleniem stawow,
luszczyca, a takze zesztywniajgcym zapaleniem stawow krggostupa [184-185].
Wdrozenie leczenia za pomocg kombinacji anty-PD-1 i anty-1L-17A u pacjentow bez
niestabilno$ci mikrosatelitarnej w raku jelita grubego wydaje si¢ niezbednym krokiem w

dalszych badaniach klinicznych [183].

Immunoterapia, oparta na wykorzystaniu inhibitorow immunologicznego punktu
kontrolnego, zrewolucjonizowata w ostatnich latach leczenie roéznych typoéw
nowotwordéw. Trwaja badania kliniczne majace na celu ocene skutecznosci leczenia przy
potaczeniu inhibitorow PD-1/PD-L1 z innymi inhibitorami immunologicznych punktow
kontrolnych, a takze z chemioterapia, radioterapia oraz terapiami ukierunkowanymi
molekularnie [186]. Nalezy doglebnie zrozumie¢ ztozonos¢ funkcjonowania uktadu
odpornosciowego w mikrosrodowisku guza, co moze zwigkszy¢ prawdopodobienstwo
opracowania nowych strategii terapeutycznych, a to z kolei pozwoli wzmocni¢ odpornos¢
przeciwnowotworowg u pacjentow z rakiem jelita grubego. Dane dotyczace zwigzku cech
kliniczno-morfologicznych, genetyczno-molekularnych, czy rokowania w rakach jelita
grubego z ekspresja biatek PD-L1 i PD-1 pozostajg jednak skape i niejednoznaczne [35,
187]. Cechy Kliniczno-morfologiczne raka jelita grubego z ekspresja PD-L1 nie sg dobrze
zdefiniowane [2]. Rola ekspresji PD-L1 w raku jelita grubego nie jest $cisle okreslona, a
opublikowane badania wykazuja sprzeczne wyniki dotyczace zwigzku ekspresji PD-L1 z
rokowaniem [46, 148]. W niniejszej pracy niski odsetek pacjentow wykazujacych
ekspresj¢ biatka PD-L1 w komorkach rakowych takze pokazuje, ze badania nalezaloby
przeprowadzi¢ na wigkszej liczbie pacjentdw, co pozwolitoby uzyska¢ bardziej

miarodajne wyniki.

Pomimo nieznacznej poprawy przezycia chorych z rakiem jelita grubego, srednio
potowa chorych potrzebuje nowych terapii. W przeciwienstwie do innych nowotworow
zto$liwych takich, jak rak nerki, pluc, czy czerniak, rak jelita grubego wykazuje bardzo
niski odsetek odpowiedzi na blokadg biatka PD-1 lub PD-L1 [111, 127- 128], jednak
badania prowadzone nad szlakiem PD-1/PD-L1 wskazuja, ze moze by¢ on istotnym
mechanizmem ucieczki komoérek rakowych spod nadzoru uktadu odpornosciowego [84].
Pozwala to przypuszczac, ze w przysztosci wykorzystanie terapeutyczne tego szlaku

bedzie mialo coraz wigksze zastosowanie w terapii, rowniez w przypadku raka jelita
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grubego. Jednak badanie zwigzku ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 z parametrami
kliniczno-morfologicznymi, genetyczno-molekularnymi, czy rokowaniem w przypadku

raka jelita grubego wymaga dalszych badan.
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6. Whioski

1. Ekspresje biatka PD-1 w limfocytach zaobserwowano w 29,6% przypadkow i
stwierdzono statystycznie istotny zwigzek miedzy wystepowaniem ekspres;ji
biatka PD-1, a wiekiem ponizej 69 roku zycia, brakiem przerzutéw do weztow
chtonnych, niskim stadium zaawansowania klinicznego, typem dzikim genu
KRAS, a takze przezyciem w pierwszym roku od ustalenia rozpoznania, co
sugeruje, ze ckspresja biatka PD-1 jest silniejsza u mlodszych pacjentow we
weczesniejszych stadiach zaawansowania choroby nowotworoweyj.

2. Ekspresje biatka PD-L1 w limfocytach zaobserwowano w 43,9% przypadkow.
Stwierdzono zwigzek miedzy wystepowaniem ekspresji biatka PD-L1 w
limfocytach a brakiem przerzutéw do wezidw chlonnych oraz nizszym stopniem
zaawansowania klinicznego, co sugeruje, ze ckspresja biatka PD-L1 w
limfocytach takze ma znaczenie u pacjentow, u ktorych rozpoznanie nastgpuje we
wczesnych etapach zaawansowania choroby nowotworowe;j.

3. Wykazano takze, ze ekspresja biatka PD-L1 w komorkach rakowych czesciej
wystepuje u kobiet niz u mezczyzn. Zwigzek ekspresji biatka PD-L1 w
komorkach rakowych z wyzszym stopniem zlosliwosci histologicznej sugeruje,
ze ekspresja biatka PD-L1 w komoérkach rakowych moze by¢ wykorzystana jako

cel terapeutyczny.
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7. Streszczenie

Wstep: Rak jelita grubego jest w Polsce trzecim najczesciej diagnozowanym
nowotworem ztosliwym u mezczyzn i drugim u kobiet. Rokowanie w raku jelita grubego
jest tym lepsze, im wczesniej jest on rozpoznany. W rakach jelita grubego, w zaleznos$ci
od stopnia klinicznego zaawansowania, stosuje si¢ leczenie chirurgiczne, chemioterapi¢
I terapi¢ spersonalizowang. W przypadku raka jelita grubego zastosowanie znalazly
przeciwciata monoklonalne anty-EGFR, a najczesciej stosowane leki to cetuximab i
panitumumab. Badanie genow RAS jest waznym markerem predykcyjnym w przypadku
terapii z zastosowaniem przeciwciat anty-EGFR, jednak w zwigzku z ich ograniczonym
dziataniem w populacji ogdlnej, a takze ze wzgledu na koszty i dziatania niepozadane
wcigz poszukuje si¢ nowych rozwigzan. Immunoterapie w znaczacy sposob
zrewolucjonizowaly w ostatnim czasie strategie terapeutyczne roznych nowotworéw, a
biatka PD-1 i PD-L1 sg w ostatnich latach traktowane jako potencjalne cele terapii
przeciwnowotworowej. Inhibitory PD1/PDL1 daja mozliwo$¢ zastosowania réznych
terapii, kombinacji lekow i1 schematdéw leczenia, co moze pomdec w osiggnieciu wysokiej

skuteczno$ci w przypadku roznych typow nowotwordéw, w tym raka jelita grubego.

Cel: Celem pracy byta immunohistochemiczna ocena ekspresji biatek PD-1 oraz PD-L1
w rakach jelita grubego oraz ocena zwigzku ekspresji immunohistochemicznej biatek PD-
1 i PD-L1 z wybranymi parametrami kliniczno-morfologicznymi i z przezyciem u

pacjentow z rakiem jelita grubego.

Material i metody: Zbadano 98 przypadkéw z rakiem jelita grubego. W celu oceny
ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 zastosowano metode immunohistochemii. Zastosowano
mysie przeciwcialo monoklonalne przeciw PD-1 (NAT105; Roche Diagnostics Polska)
oraz krolicze przeciwcialo monoklonalne przeciw PD-L1 (VENTANA SP263; Roche
Diagnostics Polska). Dla zachowania tych samych warunkéw badanie wykonano na
mikromacierzach tkankowych. W celu wystandaryzowania i ujednolicenia oceny

preparatoéw immunohistochemicznych zastosowano wirtualng analize obrazu.

Wyniki: Ekspresje biatka PD-1 wykazano w 29 przypadkach, a jego ligandu — biatka PD-
L1 wykazano u 7 pacjentow w przypadku ekspresji w komodrkach rakowych 1 u 43
pacjentow w przypadku ekspresji w limfocytach. Wykazano istotng statystycznie

dodatnia korelacj¢ miedzy ekspresja biatka PD-1 a ekspresja jego ligandu PD-L1 w
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komorkach rakowych, jak i w limfocytach, a takze ujemng korelacje migdzy ekspresja
biatka PD-L1 w komorkach guza, a ekspresja biatka PD-L1 w limfocytach. W przypadku
ekspresji bialka PD-1 stwierdzono istotny statystycznie zwigzek z wiekiem, stanem
okolicznych weziow chtonnych, stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu,
naciekiem limfocytarnym oraz statusem genu KRAS. Ekspresja biatka PD-L1 w
komorkach rakowych jest istotnie statystycznie zwigzania z plcig i stopniem zlosliwosci
histologicznej. W przypadku ekspres;ji biatka PD-L1 w limfocytach stwierdzono istotny
statystycznie zwigzek ze stanem okolicznych wezléw chionnych 1 stopniem
zaawansowania klinicznego nowotworu. Wykazano, ze ekspresja biatka PD-1 ma

zwiazek z przezyciem w pierwszym roku od momentu ustalenia rozpoznania.

Whnioski: Stwierdzono korelacje miedzy ekspresja biatka PD-1 a wiekiem ponizej 69
roku zycia, brakiem przerzutow do weztow chtonnych, niskim stadium zaawansowania
klinicznego, typem dzikim genu KRAS, a takze ze 100% przezyciem w pierwszym roku
od postawienia diagnozy, co sugeruje, ze ekspresja bialka PD-1 ma znaczenie u
pacjentdw z wczesnym rozpoznaniem. Stwierdzona korelacja migdzy ekspresja biatka
PD-L1 w limfocytach a brakiem przerzutow do weziow chlonnych oraz nizszym
stopniem zaawansowania klinicznego sugeruje, ze ekspresja biatka PD-L1 w limfocytach
takze ma znaczenie u pacjentow, u ktorych rozpoznanie nastgpuje we wcezesnych etapach
choroby nowotorowej. Stwierdzenie korelacji miedzy wystepowaniem ekspresji biatka
PD-L1 w komodrkach rakowych, a wyzszym stopniem ztosliwosci histologicznej
sugeruje, ze ekspresja biatka PD-L1 w komoérkach rakowych moze mie¢ znaczenie dla
pacjentow z bardziej zaawansowang choroba nowotowrowa, co moze by¢ wykorzystane

jako potencjalny cel terapeutyczny.
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8. Abstract

Introduction: In Poland colorectal cancer is the third most common malignant tumor in
men and the second in women. Surgical treatment, chemotherapy and personalized
therapy are used in colorectal cancer, it depends on the clinical stage. In the case of
colorectal cancer, anti-EGFR monoclonal antibodies have been used. The most
commonly used drugs are cetuximab and panitumumab. The study of RAS genes is an
important predictive marker in a therapy with anti-EGFR antibodies, however, due to
their limited effect in the general population, as well as due to costs and side effects, new
solutions are still being sought. Immunotherapies have recently significantly
revolutionized the therapeutic strategies of various cancers. PD-1 and PD-L1 proteins
have recently been considered as potential targets of anticancer therapy. PD1/PDL1
inhibitors offer the possibility of using various therapies, drug combinations and
treatment regimens, which can help achieve high efficacy in various types of cancer,

including colorectal cancer.

Aim: The aim of the study was the immunohistochemical evaluation of the expression of
PD-1 and PD-L1 proteins in colorectal cancers and the evaluation of the relationship
between the immunohistochemical expression of PD-1 and PD-L1 proteins with selected

clinical and morphological parameters and survival in patients with colorectal cancer.

Material and Methods: 98 cases with colorectal cancer were studied.
Immunohistochemistry was used to evaluate the expression of PD-1 and PD-L1 proteins.
Mouse monoclonal antibody against PD-1 (NAT105; Roche Diagnostics Poland) and
rabbit monoclonal antibody against PD-L1 (VENTANA SP263; Roche Diagnostics
Poland) were used. To maintain the same conditions, the assay was performed on tissue
microarrays. Virtual image analysis was used to standardize the evaluation of

immunohistochemical preparations.

Results: PD-1 protein expression was demonstrated in 29 cases. PD-L1 protein
expression in cancer cells was demonstrated in 7 patients and PD-L1 protein expression
in lymphocytes was demonstrated in 43 patients. There was a statistically significant
positive correlation between PD-1 protein expression and expression of its ligand PD-L1
in cancer cells as well as in lymphocytes, and a negative correlation between PD-L1

protein expression in tumor cells and PD-L1 protein expression in lymphocytes. In the
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case of PD-1 protein expression, there was a statistically significant association with age,
the status of the surrounding lymph nodes, the clinical stage of the tumor, lymphocytic
infiltration and KRAS gene status. For PD-L1 protein expression in cancer cells, there
was a statistically significant association with gender and histological malignancy grade.
In the case of PD-L1 protein expression in lymphocytes, a statistically significant
association was found with the status of the surrounding lymph nodes and the clinical
stage of the tumor. PD-1 protein expression was shown to be related to survival in the

first year after diagnosis: 100% survival in patients with PD-1 protein expression

Conclusions: There was a correlation between PD-1 protein expression and age below
69 years of age, lack of lymph node metastases, low clinical stage, wild-type KRAS gene,
and survival (100%) in the first year after diagnosis. The correlation found between the
expression of PD-L1 protein in lymphocytes and lack of lymph node metastases and the
lower clinical stage. These associations suggest that the expression of PD-1 protein and
the expression of PD-L1 protein in lymphocytes are important in patients whose diagnosis
is confirmed early. The correlation between PD-L1 protein expression in cancer cells and
a higher grade of histological malignancy suggests that PD-L1 protein expression in
cancer cells may be important for patients with more advanced disease.
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10. Zalaczniki

Tab. 16. Szczegélowe dane kliniczno-morfologiczne grupy badanej.

STOPIEN )
LP| ZLOSLIWOSCI pTNM LOKALIZACJA |STAGE |PLEC | WIEK
HISTOLOGICZNEJ
1 G2 pT3 Nla Mx esica L| 1B K 38
2 G2 pT4a NO Mx esica LI 1B K 64
3 G2 pT3 N1lb Mla esica Ll IVA M 75
4 G3 pT3 NO Mx wstepnica Pl HA K 66
5 G2 pT3 N1 Mx esica L| HIB M 63
6 G2 pT2 NO Mx poprzecznica P I M 66
7 G2 pT3 NO Mx | aglecte Ll 1A K 58
Sledzionowe
8 G2 pT3 N2a Mla esica L| IVA K 55
9 G2 pT4b NO Mx esica L| 1lC M 75
10 G2 pT2 NO Mx odbytnica L I M 61
11 G2 pT3 NO Mx wstepnica Pl HA M 70
12 G2 pT3a N2a M1 poprzecznica P v M 74
13 G3 pT4a N2b Mx | zagigcie watrobowe [P | 11IC K 71
14 G2 pT4a N2a Mx esica L| HIC K 76
15 G2 pT3 N2b Mx odbytnica L| HIC M 68
16 G2 pT3 N1 Mx odbytnica L| B M 75
17 G2 pT3 N1b Mx esica L| HIB K 65
18 G2 pT3 N1b Mx wstepnica P| NIB K 75
19 G2 pT4a N2a Mx esica Ll HIC M 57
20 G2 pT2 NO Mx katnica P I M 88
21 G2 pT3a NO Mx odbytnica LI HA M 59
22 G2 pT2 NO Mx odbytnica L I M 72
23 G3 pT3 N2b Mx katnica P| MIC M 47
24 G2 pT3 NO Mx esica L HA K 78
25 G2 pT4b N1 Mx odbytnica L| MHIC K 47
26 G2 pT3 N2a Mx wstepnica P| 1B M 79
27 G2 pT3 NO Mx wstegpnica Pl HA M 66
28 G2 pT4a N2a Mx Zailggﬁneiilz"go' L| 1mc M 85
29 G2 pT2 NO Mx katnica P I K 92
30 G2 pTﬁXNza esica LI mc | ™M | 46
31 G2 pT3 N1lc Mx odbytnica L| 1B M 76
32 G2 pT2 NO Mx wstepnica P I K 64
33 G2 pT3 Nla Mx esica L| 1B K 81
34 G2 pT3 NO Mx odbytnica L| HA M 59
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35 G2 pT3a NO Mx odbytnica LI HA M 73
36 G2 pT4b N1b Mx katnica P| 1C K 83
37 G2 pT4a N2a Mx odbytnica L| MHIC M 63
38 G2 pT3 NO Mx esica LI HA M 79
zagiecie esiczo-
39 G1 pT2 Nla Mx odbytnicze L| 1A M 64
40 G2 pT4b N1b Mx odbytnica L| MHIC M 50
41 G2 pT4a NO Mx poprzecznica P 1B M 81
zagigcie esiczo-
42 G3 pT3 N2a Mx odbytnicze L| 1B M 78
43 G2 pT3 NO Mx odbytnica Ll HA M 63
44 G2 pT3 NO Mx wstepnica Pl A M 81
45 G2 pT2 NO Mx katnica P I M 67
46 G2 pT3NOM wstepnica Pl HA M 56
47 G2 pT3 N2a Mx esica L| 1B M 83
48 G2 pT3 NO Mx esica LI HA K 70
zagiecie esiczo-
49 G2 pT3 N2b Mx odbytnicze L| IC M 92
50 G2 pT3a NO Mx zstepnica L HA K 61
51 G2 pT3 NO Mx esica Ll HA K 37
52 G2 pT4a NO Mx esica LI 1B K 73
53 G2 pT3a NO Mx zstepnica L HA K 73
54 G2 pT3 N1b Mx esica L| 1B M 75
55 Gl pT3a NO Mx poprzecznica P A M 85
56 G2 pT4a N1b Mx katnica P| 1B K 81
57 G3 pT4a N2b Mx esica Ll HIC K 81
58 G2 pT2 NO Mx wstepnica P | K 75
59 G2 pT3 N1b Mx poprzecznica P| 1B M 63
60 G2 pT2 NO Mx odbytnica L I K 44
61 G2 pT3 N2b Mx esica Ll HIC K 79
62 G2 pT2 NO Mx odbytnica L I M 67
63 G2 pT3 NO Mx odbytnica L| HA K 66
64 G2 pT3 N1 Mx wstepnica P| NIB K 83
65 G3 pT4a NO Mx poprzecznica P| 1B K 76
66 G2 pT4a N2b Mx poprzecznica P| HIC K 62
67 G2 pT3 Nla Mx esica L| 1B K 70
68 G2 pT3 N2b Mx esica L| MHIC K 65
zagigcie esiczo-
69 G2 pT3 NO Mx odbytnicze L IHA K 80
70 G2 pT3 N1 Mx | zagiecie watrobowe |P| IlIB K 61
71 G2 pT3 Nla Mx wstepnica P| HIB M 78
72 G2 pT3 NO Mx poprzecznica Pl HA M 63
73 G2 pT4a Nla Mx esica L{ B M 65
74 G2 pT4a Nla Mx katnica P| 1B M 52
75 G2 pT4a N2b Mx katnica P| MIC M 69
76 G2 pT4b N2b Mx esica L| MHIC K 78
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77 G2 pT3 N2b Mx poprzecznica P| HIC M 65
78 G2 pT3 NO Mx esica LI HA M 65
79 G2 pT3 NO Mx esica LI HA M 67
80 G2 pT3 NO Mx esica LI HA K 85
81 G2 pT3 N1lc Mx odbytnica L| HIB M 64
82 G2 pT3 NO Mx wstepnica Pl A K 89
83 G2 pT2 N1b Mx odbytnica L| IA M 73
84 G2 pT3 N2b Mx esica L] HIC M 53
85 G2 pT4a N1b Mx poprzecznica P| HIB K 85
86 G2 pT2 N1 M1 esica L v M 76
87 Gl pT2 NO Mx Zailgt‘)’;neiif:"' Ll 1 M 55
88 G2 pT3 NO Mx odbytnica LI HA M 69
89 G2 pT3 N2b Mx odbytnica L| IC M 86
90 G2 pT4a N2b Mx | katnica z wstgpnicag [P | 1lIC M 86
91 G2 pT3 Nla Mx katnica P| 1B M 57
92 G2 pT2 NO Mx katnica P I M 52
93 G2 pT3 N1 Mx odbytnica L| HIB K 72
94 G2 pT3 NO Mx esica Ll HA M 64
95 G2 pT2 NO Mx esica L I M 85
96 G2 pT3 NO Mx katnica Pl HA K 75
97 G2 pT4a N2 Mx katnica P| 1C K 70
98 G2 pT2 N1 Mx esica L| [IA K 67

Tab. 17. Odsetek limfocytow, ktore wykazujq dodatnig

reakcje w zaleznosci od

intensywnosci ekspresji biatka PD-1 [0, odczyn staby (1+), odczyn o sredniej

intensywnosci (2+), odczyn silny (3+)] oraz wyliczona wartos¢ H-Score dla kazdego

przypadku.
L.p. 2+ PD-1 |1+PD-1 |0PD-1 H-score PD-1
1 0 0 0 100 0
2 0 0 9,2621| 90,7379 9,2621
3 27,326 10,37 6,2366| 56,0674 108,95
4 0 15,327 7,3266 | 77,3464 37,98
5 0 0 0 100 0
6 0 0 5,3269| 94,6731 5,3269
7 0 0 0 100 0
8 0 0 5,4285| 94,5715 5,4285
9 0 20,154 14,846 65 55,154
10 0 0 0 100 0
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11 0 0 0 100 0
12 0 0 0 100 0
13 0 0 0 100 0
14 0 0 0 100 0
15 0 0 0 100 0
16 0 0 0 100 0
17 0 0 0 100 0
18 0 9,6545 1,3514| 88,9941 20,66
19 0 0 0 100 0
20 0 0 0 100 0
21 0 0 0 100 0
22 0 0 6,3654| 93,6346 6,3654
23 0 0 0 100 0
24 0 0 0 100 0
25 0 0 6,3572| 93,6428 6,3572
26 0 0 0 100 0
27 0 0 0 100 0
28 0 0 0 100 0
29 0 0 0 100 0
30 0 0 0 100 0
31 0 0 0 100 0
32 0 4,5674 1,1568| 94,2758 10,292
33 0 0 0 100 0
34 0 8,5988 1,206| 90,1952 18,403
35 0 0 0 100 0
36 0 0 0 100 0
37 0 0 0 100 0
38 0 0 0 100 0
39 0 0 0 100 0
40 0 0 0 100 0
41 0 0 0 100 0
42 0 0 0 100 0
43 0 9,9658 0,9633| 89,0709 20,895
44 0 0 0 100 0
45 0 4,6953 2,327 929777 11,718
46 0 0 0 100 0
47 0 0 0 100 0
48 0 0 0 100 0
49 0 0 0 100 0
50 0 0 0 100 0
51 0 2,1665 3,3322| 94,5013 7,6653
52 0 0 5,128 94,872 5,128
53 0 0 0 100 0
54 0 0 0 100 0
55 0 0 0 100 0
56 0 0 0 100 0
57 0 0 0 100 0
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58 0 0 0 100 0
59 0 0 5,6593| 94,3407 5,6593
60 0 0 14,575 85,425 14,575
61 0 0 0 100 0
62 0 0 5,3649| 94,6351 5,3649
63 0 0 7,1393| 92,8607 7,1393
64 0 0 0 100 0
65 0 0 0 100 0
66 0 0 0 100 0
67 0 0 0 100 0
68 0 0 0 100 0
69 0 4,6851 1,0135| 94,3014 10,384
70 0 0 63,672 36,328 63,672
71 0 0 0 100 0
72 0 0 5,2149| 94,7851 5,2149
73 0 0 0 100 0
74 0 0 0 100 0
75 0 0 0 100 0
76 0 0 14,366 85,634 14,366
77 0 0 0 100 0
78 0 16,237 1,3298| 82,4332 33,804
79 0 0 0 100 0
80 0 0 0 100 0
81 17,336 12,365 5,9443| 64,3547 82,682
82 0 0,4296 4,8863| 94,6841 5,7455
83 0 0 0 100 0
84 0 0 0 100 0
85 0 0 0 100 0
86 0 0 0 100 0
87 0 2,1582 2,912 94,9298 7,2285
88 0 0 0 100 0
89 0 0 0 100 0
90 0 0 0 100 0
91 0 7,3629 0,6497| 91,9874 15,375
92 0 7,266 1,3146| 91,4194 15,846
93 0 0 0 100 0
94 0 0 0 100 0
95 0 0 0 100 0
96 0 0 0 100 0
97 0 0 0 100 0
98 0 0 0 100 0
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Tab. 18. Odsetek komorek rakowych, ktore wykazujg dodatnig reakcje w zaleznosci od

intensywnosci ekspresji biatka PD-LI1 [0, odczyn staby (1+), odczyn o Ssredniej

intensywnosci (2+), odczyn silny (3+)] oraz wyliczona wartos¢ H-score dla kazdego

przypadku.
3+ PD-L1 |2+ PD-L1 |1+ PD-L1 |0 PD-L1 |H-score
L.p. |guz guz guz guz PD-L1 guz
1 0 0 0 100 0
2 0 0 0 100 0
3 0 0 0 100 0
4 9,735 34,307 51,55 4,408 149,37
5 0 0 0 100 0
6 0 0 0 100 0
7 0 0 0 100 0
8 0 0 0 100 0
9 0 0 0 100 0
10 0 0 0 100 0
11 0 0 0 100 0
12 0 0 0 100 0
13 0 0 0 100 0
14 0 0 0 100 0
15 0 0 0 100 0
16 0 0 0 100 0
17 0 0 0 100 0
18 0 0 0 100 0
19 0 0 0 100 0
20 0 0 0 100 0
21 0 0 0 100 0
22 0 0 0 100 0
23 0 0 0 100 0
24 0 0 0 100 0
25 0 0 0 100 0
26 0 0 0 100 0
27 0 0 0 100 0
28 0 0 0 100 0
29 0 0 0 100 0
30 0 0 0 100 0
31 0 0 0 100 0
32 0 0 0 100 0
33 0 0 0 100 0
34 0 0 0 100 0
35 0 0 0 100 0
36 0,3889 52,72 45,6 1,2911 152,21
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37 0 0 0 100 0
38 0 0 0 100 0
39 0 0 0 100 0
40 0 0 0 100 0
41 0 0 0 100 0
42 0 0 0 100 0
43 0 0 0 100 0
44 0 0 0 100 0
45 0 0 0 100 0
46 0 0 0 100 0
47 0 0 0 100 0
48 0 0 0 100 0
49 0 0 0 100 0
50 0 0 0 100 0
51 0 0 0 100 0
52 0 0 0 100 0
53 0 0 0 100 0
54 0 0 0 100 0
55 0 0 0 100 0
56 1,95 39,05 50,48 8,92 134,43
57 0 0 0 100 0
58 0 0 0 100 0
59 0 0 0 100 0
60 52,7 22,61 23,83 0,86 227,15
61 0 0 0 100 0
62 0 0 0 100 0
63 0 0 0 100 0
64 0 0 0 100 0
65 0 2,848 39,1 58,052 44,796
66 0 0 0 100 0
67 0 0 0 100 0
68 0 0 0 100 0
69 0 0 0 100 0
70 0 0 0 100 0
71 0 0 0 100 0
72 0 0 0 100 0
73 0 0 0 100 0
74 0 0 0 100 0
75 0 0 0 100 0
76 0 0 0 100 0
77 0 0 0 100 0
78 0 0 0 100 0
79 0 0 0 100 0
80 0 0 0 100 0
81 7,072 46,38 42,6 3,948 156,58
82 0,3559 14,23 48,4| 37,0141 77,928
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83 0 0 0 100 0
84 0 0 0 100 0
85 0 0 0 100 0
86 0 0 0 100 0
87 0 0 0 100 0
88 0 0 0 100 0
89 0 0 0 100 0
90 0 0 0 100 0
91 0 0 0 100 0
92 0 0 0 100 0
93 0 0 0 100 0
94 0 0 0 100 0
95 0 0 0 100 0
96 0 0 0 100 0
97 0 0 0 100 0
98 0 0 0 100 0

Tab. 19. Odsetek limfocytow, ktore wykazujq dodatniq reakcje w zaleznosci od

intensywnosci ekspresji biatka PD-LI1 [0, odczyn staby (I+), odczyn o Ssredniej

intensywnosci (2+), odczyn silny (3+)] oraz wyliczona wartos¢ H-score dla kazdego

przypadku.

3+ PD-L1 |2+PD-L1 |1+PD-L1|0PD-L1 |H-score PD-L1
L.p. | limfocyty |limfocyty |limfocyty |limfocyty |limfocyty
1 0 0 0 100 0
2 0 11,7 65,6 22,7 89
3 0,226 19,66 65,76 14,354 105,758
4 0 0 0 100 0
5 0 0 0 100 0
6 0 0 0 100 0
7 0 0 0 100 0
8 0 0 0 100 0
9 3,619 29,9 60,57 5911 131,227
10 0 0 0 100 0
11 0 0 0 100 0
12 0 0 0 100 0
13 0 0 0 100 0
14 0 0 0 100 0
15 0 0 0 100 0
16 4,777 23,89 53,98 17,353 116,091
17 0 0 0 100 0
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18 0 0 0 100 0
19 0 0 0 100 0
20 7,143 19,29 62,14 11,427 122,149
21 0 0 0 100 0
22 0 0 67,16 32,84 67,16
23 0 0 0 100 0
24 0,787 3,15 59,06 37,003 67,721
25 0 5,556 44,44 50,004 55,552
26 0 0 0 100 0
27 0 1,538 53,85 44,612 56,926
28 1,546 22,16 59,28 17,014 108,238
29 0 6,32 50,93 42,75 63,57
30 0 0 0 100 0
31 0 0 0 100 0
32 0,3021 6,344 52,27| 41,0839 65,8643
33 0 0 0 100 0
34 0 17,05 65,51 17,44 99,61
35 0 0 0 100 0
36 0 0 0 100 0
37 0 0 0 100 0
38 0 14,29 85,71 0 114,29
39 0 0 0 100 0
40 0 0 0 100 0
41 0 0 0 100 0
42 0 1,149 56,32 42,531 58,618
43 0 0 0 100 0
44 0,2789 11,02 56,07 32,6311 78,9467
45 0 11,32 77,36 11,32 100
46 0 7,627 64,41 27,963 79,664
47 0 6,13 76,25 17,62 88,51
48 5,714 17,14 71,43 5,716 122,852
49 0 0 0 100 0
50 8,197 21,31 45,9 24,593 113,111
51 0 11,86 70,62 17,52 94,34
52 4,314 17,43 58,43 19,826 106,232
53 0 0 0 100 0
54 0 0 0 100 0
55 0,8333 16,25 64,58 | 18,3367 99,5799
56 0 0 0 100 0
57 0 1,29 29,68 69,03 32,26
58 0 0 0 100 0
59 0 0 0 100 0
60 0 0 0 100 0
61 1,818 1,818 20 76,364 29,09
62 0,5682 14,2 49,81| 35,4218 79,9146
63 4,835 12,98 55,47 26,715 95,935
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64 1,538 0 36,92 61,542 41,534
65 0 0 0 100 0
66 3,481 17,09 59,81 19,619 104,433
67 1,389 20,83 44,44 33,341 90,267
68 4,321 9,877 55,56 30,242 88,277
69 0 7,143 53,57 39,287 67,856
70 0 17,02 38,3 44,68 72,34
71 0 0 0 100 0
72 0,9238 7,39 50,81| 40,8762 68,3614
73 0 0 0 100 0
74 0 0 0 100 0
75 0 0 0 100 0
76 0 8,108 55,41 36,482 71,626
77 0 0 0 100 0
78 0 0 0 100 0
79 1,22 9,756 50,81 38,214 73,982
80 0 2,694 58,59 38,716 63,978
81 0 0 0 100 0
82 0 0 0 100 0
83 0 13,62 64,5 21,88 91,74
84 0 0 0 100 0
85 0 0 0 100 0
86 0 0 0 100 0
87 5,108 26,34 53,76 14,792 121,764
88 0 0 0 100 0
89 0 0 0 100 0
90 0 0 0 100 0
91 0 3,371 59,38 37,249 66,122
92 0 0 0 100 0
93 0 5,195 70,13 24,675 80,52
94 0 0 78,95 21,05 78,95
95 0 0 0 100 0
96 0 0 0 100 0
97 0 0 0 100 0
98 0 0 0 100 0
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11. Spis tabel

Tab. 1. Charakterystyka grupy badanej.
Tab. 2. Rozktad ekspresji biatka PD-1 oraz biatka PD-L1.
Tab. 3. Rozktad dodatniej ekspresji biatka PD-1 oraz biatka PD-L1.

Tab. 4. Korelacja ekspres;ji biatka PD-1 i biatka PD-L1 w badanych komoérkach, gdzie *
to p<0,05.

Tab. 5. Ekspresja biatek PD-1 i PD-L1 a wybrane parametry kliniczno-morfologiczne.
Tab. 6. Korelacja ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 z picia.
Tab. 7. Korelacja ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 z wiekiem.

Tab. 8. Korelacja ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 ze stopniem zaawansowania klinicznego

nowotworu.

Tab. 9. Korelacja ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 ze stopniem zto§liwosci histologiczne;j

guza.

Tab. 10. Korelacja ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 ze stanem okolicznych weztow
chlonnych.

Tab. 11. Zwiagzek ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 w limfocytach ze statusem genu KRAS
(MUT - wystgpowanie mutacji; WT - wild type = typ dziki = brak mutacji).

Tab. 12. Korelacja statusu genu KRAS z ekspresja biatka PD-1 i biatka PD-L1 w

limfocytach.

Tab. 13. Zwiazek ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 z wystgpowaniem limfocytow
naciekajacych utkanie guza 1 zlokalizowanych w okolicy guza (,,+” naciek limfocytarny,

a,— brak nacieku limfocytarnego).

Tab. 14. Korelacja ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 z naciekiem limfocytarnym.
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Tab. 15. Zwigzek ekspresji biatek PD-1 i PD-L1 z wystgpowaniem pgczkowania guza.
Tab. 16. Szczegotowe dane kliniczno-morfologiczne grupy badane;.

Tab. 17. Odsetek limfocytow, ktore wykazuja dodatnig reakcje w zaleznosci od
intensywnos$ci ekspresji biatka PD-1 [0, odczyn staby (1+), odczyn o $redniej
intensywnosci (2+), odczyn silny (3+)] oraz wyliczona wartos¢ H-score dla kazdego

przypadku.

Tab. 18. Odsetek komorek rakowych, ktore wykazujg dodatnig reakcje w zaleznosci od
intensywnos$ci ekspresji biatka PD-L1 [0, odczyn staby (1+), odczyn o S$redniej
intensywnosci (2+), odczyn silny (3+)] oraz wyliczona warto$¢ H-score dla kazdego

przypadku.

Tab. 19. Odsetek limfocytow, ktore wykazuja dodatnig reakcje w zaleznosci od
intensywnos$ci ekspresji biatka PD-L1 [0, odczyn staby (1+), odczyn o S$redniej
intensywnosci (2+), odczyn silny (3+)] oraz wyliczona warto$¢ H-score dla kazdego

przypadku.
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12. Spis rycin

Ryc. 1. Terapia celowana z przeciwciatami monoklonalnymi blokujgcymi biatka PD-1 i

PD-L1 (projekt wtasny).

Ryc. 2. Urzadzenie do wykonywania mikromacierzy tkankowych Manual Tissue Arrayer

(MTA).

Ryc. 3. Mikromacierz tkankowa (3a) oraz zabarwiony preparat wykonany z tej macierzy
(3b).

Ryc. 4. Odczyn cytoplazmatyczny w limfocytach w migdatku jako kontrola pozytywna

w reakcji z przeciwciatem przeciw receptorowi PD-1.

Ryc. 5. Reakcja z przeciwcialem przeciw biatku PD-L1 - odczyn btonowy w komoérkach
trofoblastu kosmkow tozyskowych jako kontrola pozytywna (5a) oraz reakcja z
monoklonalng krélicza immunoglobuling - brak odczynu w komarkach trofoblastu jako

kontrola negatywna (5b).

Ryc. 6a. Zeskanowany preparat z macierzg tkankowa =z barwieniem
immunohistochemicznym (przeciwciato anty-PD-L1).
Ryc. 6b. Fragment powyzszej macierzy tkankowej z  barwieniem
immunohistochemicznym (przeciwciato anty-PD-L1)

Ryc. 6¢. Fragment powyzszej macierzy tkankowej z zastosowaniem kontroli negatywne;.
Ryc. 7. Ekspresja biatka PD-1 w cytoplazmie limfocytow w obrgbie guza.

Ryc. 8. Ekspresja biatka PD-L1 w btonie komorkowej komoérek rakowych (8a) i w btonie

komorkowej limfocytéw otaczajacych cewke rakowa (8b).

Ryc. 9. Zwiazek ekspresji biatka PD-L.1 w komorkach rakowych z plcia, gdzie * to
p<0,05.

Ryc. 10. Zwiazek ekspresji biatka PD-1 z wiekiem, gdzie ** to p<0,01

Ryc. 11. Zwiagzek ekspresji biatka PD-1 ze stopniem zaawansowania klinicznego

nowotworu, gdzie * to p<0,05.
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Ryc. 12. Zwigzek ekspresji biatka PD-L1 w limfocytach ze stopniem zaawansowania

klinicznego nowotworu, gdzie * to p<0,05.

Ryc. 13. Zwiazek ekspresji biatkka PD-L1 w komodrkach rakowych ze stopniem

ztosliwosci histologicznej guza, gdzie * to p<0,05.

Ryc. 14. Zwiazek ekspresji biatka PD-1 ze stanem okolicznych weztéw chtonnych, gdzie
** 10 p<0,01.

Ryc. 15. Zwiazek ekspresji biatka PD-L1 w limfocytach ze stanem okolicznych weztow
chlonnych, gdzie ** to p<0,01.

Ryc. 16. Zwiazek ekspresji biatka PD-1 ze statusem genu KRAS, gdzie ** to p<0,01.

Ryc. 17. Zwiazek ekspresji biatka PD-1 z wystgpowaniem limfocytow naciekajacych
utkanie guza, gdzie *** to p<0,001.

Ryc. 18. Przezycie pacjentow po 12 miesigcach od momentu rozpoznania wzgledem

ekspresji biatka PD-1 oraz PD-L1 w komdrkach rakowych i w limfocytach.

Ryc. 19. Przezycie pacjentow po 24 miesigcach od momentu rozpoznania wzgledem

ekspres;ji biatka PD-1 oraz PD-L1 w komoérkach rakowych i w limfocytach.

Ryc. 20. Przezycie pacjentow po 36 miesigcach od momentu rozpoznania wzgledem

ekspresji biatka PD-1 oraz PD-L1 w komoérkach rakowych 1 w limfocytach.

Ryc. 21. Przezycie pacjentoéw po 48 miesigcach od momentu rozpoznania wzgledem

ekspresji biatka PD-1 oraz PD-L1 w komdrkach rakowych 1 w limfocytach.

Ryc. 22. Przezycie pacjentow po 60 miesigcach od momentu rozpoznania wzgledem

ekspresji biatka PD-1 oraz PD-L1 w komoérkach rakowych 1 w limfocytach.
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13. Wykaz skrétow

ASRI — Age-Standardized Incidence Rate; czgsto$¢ wystgpowania wedtug standardu

wieku
CEA — CarcinoEmbryonic Antygen; antygen rakowo-ptodowy
CIMP — CpG Island Methylator Phenotype; hipermetylacja wysp CpG

CTL — Cytotixic T Cells; limfocyty T cytotoksyczne
DNMT — DNA MethylTransferase; metylotransferazy DNA

dMMR — deficient MisMatch Repair; system niepeinej naprawy btednie sparowanych
zasad azotowych

EGFR — Epidermal Growth Factor Receptor; receptor naskorkowego czynnika wzrostu
EMT — Epithelial-Mesenchymal Transition; przejscie nablonkowo-mezenchymalne
FAP — Familial Adenomatous Polyposis; rodzinna gruczolakowata polipowato$¢

FDA — Food and Drug Administration; Agencja ds. Zywnosci i Lekow
HE — Haematoxylin and Eosin stain; barwienie hematoksyling i eozyna

HNPCC - Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer; dziedziczny rak jelita grubego

niezwigzany z polipowato$cia

MAP — MUTYH Associated Polyposis; dziedziczona recesywenie polipowato$¢
zwigzana z MUTYH

MMR — MisMatch Repair; system naprawy btednie sparowanych zasad azotowych
MSI — MicroSatellite Instability; niestabilno$¢ mikrosaletarna

MSS — MicroSatellite Stability; stabilno$¢ mikrosatelitarna
NSCLC — Non-Small Cell Lung Carcinoma; niedrobnokomoérkowy rak ptuc

PD-1 — Programmed cell Death protein 1; biatko programowanej $mierci komorki 1
PD-L1 — Programmed Death-Ligand 1; ligand biatka programowanej $mierci komorki 1

PD-L2 — Programmed Death-Ligand 2; ligand biatka programowanej $mierci komoérki 1
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PMMR — proficient MisMatch Repair; system bieglej naprawy bigdnie sparowanych

zasad azotowych
TCGA — The Cancer Genome Atlas; atlasu genomu raka
TIL — Tumor Infiltrating Lymphocytes; naciek limfocytarny w utkaniu guza

VGFR - Vascular Endothelial Growth Factor; czynnik wzrostu s$rodblonka

naczyniowego
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https://en.wikipedia.org/wiki/Vascular_endothelial_growth_factor

