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1. Wstep

Rak ptuca nalezy do najczestszych ztosliwych nowotworéw zaro6wno w Polsce,
jak 1 na $wiecie (1). W roku 2017 w Polsce zarejestrowano w Krajowym Rejestrze
Nowotworow 13798 zachorowan na raka oskrzela i ptuc wérdéd mezczyzn, co stanowito 16,7%
wszystkich nowotworéw zto§liwych oraz 7747 wsrdd kobiet, odpowiednio 9,4% (2). Rak ptuca
jest pierwsza przyczyng zgondow z powodu choréob nowotworowych zaréwno u mezczyzn
(28,4%), jak i1 u kobiet (17,4%), a przezycie piecioletnie - badane w latach 2010-2014 -
wynosito ok. 14,4% (2).

Raki ptuca stanowig okoto 99% wszystkich nowotwordw ztosliwych phuc, przy czym
najnowsza klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization,

WHO) wyrdznia kilkanas$cie typow i podtypdw, wérdd nich grupe rakéw migsakowatych (3).

Raki migsakowate ptluca, nazywane tez sarkomatoidnymi/sarkomatycznymi
(ang. pulmonary sarcomatoid carcinoma, PSC), sa niejednorodng grupa rzadkich, zto§liwych
nowotworow nabtonkowych, ktére charakteryzuja si¢ histologicznie obecnoscig utkania
przypominajaca zlosliwe nowotwory podscieliskowe - migsaki. Typowy komponent raka
niedrobnokomoérkowego ptuca moze towarzyszy¢ utkaniu migsakowatemu w roéznych
proporcjach lub moze by¢ nieobecny (3). Nowotwory te, ze wzgledu na swodj dualizm
morfologiczny zwigzany z przemiang komoérek nabtonkowych w komoérki mezenchymalne,
w wyniku ztozonego procesu transformacji nablonkowo-mezenchymalnej (ang. epithelial-
mesenchymal transition, EMT), od lat wzbudzaja zainteresowanie badaczy i stanowig model
dla rozwazan o mozliwo$ciach réznicowania komorkowego (4), (5). Do grupy tej zaliczane s3:
rak wielopostaciowy, rak wrzecionowatokomdrkowy i rak olbrzymiokomorkowy, ktore
ze wzgledu na podobienstwo morfologiczne i cechy kliniczne w ostatniej klasyfikacji WHO
zostaly uje¢te w jedng grupe raka wielopostaciowego (ang. pleomorphic carcinoma, PC). Wéréd
rakow migsakowatych znalazty si¢ rowniez bardzo rzadkie postacie nowotworéw o odmienne;j

budowie histologicznej: migsakoraki i ptucny blastoma (3).

Najczestszym nowotworem w tej grupie jest rak wielopostaciowy zbudowany
z utkania raka ptaskonablonkowego, gruczotowego lub wielkokomdrkowego oraz komponentu
wrzecionowatokomorkowego i/lub olbrzymiokomodrkowego (ktéry stanowi minimum 10%
zmiany) lub wylacznie z komorek wrzecionowatych oraz olbrzymich bez elementu

nabtonkowego. Raki zbudowane wylacznie z komoérek wrzecionowatych badz wylacznie
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z komorek olbrzymich nazywane sa odpowiednio rakami wrzecionowatokomdrkowymi
(ang. spindle-cell carcinoma, SC) lub olbrzymiokomérkowymi (ang. giant-cell carcinoma,
GC) (3). Raki wielopostaciowe charakteryzuja si¢ agresywniejszym przebiegiem i gorszym
rokowaniem niz inne raki niedrobnokomorkowe ptuca (ang. non-small cell lung carcinoma,
NSCLC). Ze wzgledu na rzadkos$¢ wystgpowania, badania opieraja si¢ na niewielkich,
kilkudziesigcioosobowych grupach chorych, co utrudnia analize¢ danych, wnioskowanie

1 wypracowanie strategii terapeutycznej dla tej grupy chorych.
1.1 Epidemiologia, czynniki ryzyka raka wielopostaciowego pluca

Rak wielopostaciowy stanowi ok. 0,1-0,75% rakéw niedrobnokomorkowych ptuca
(6), (7), (8) oraz ok. 1,5-3% przypadkoéw operowanych NSCLC (9), (10), (11), (12). Wystepuje
u chorych w réznym wieku (32-89 lat), ale najcze¢sciej pojawia si¢ w szostej dekadzie zycia.
Czgsciej dotyczy mezczyzn niz kobiet, przewaznie osob rasy biatej. Wiekszos¢ (ok. 70-96%)
pacjentdw to osoby palace papierosy lub z wywiadem palenia, na ogo6t tzw. intensywni palacze

(ang. haevy smokers) (6), (9), (12), (13), (14), (15), (16), (17).
1.2 Charakterystyka kliniczna

Objawy kliniczne raka wielopostaciowego sa podobne jak w innych NSCLC.
Dominuja: kaszel (30-60%), bol w klatce piersiowej (15-30%), krwioplucie (40-50%), utrata
masy ciata (25-30%), meczliwos¢ (45%), dusznosé (3-30%), rzadko goraczka (3%), ktora na
og6l pojawia sie¢ w przypadkach guzow zlokalizowanych wewnatrzoskrzelowo, co jest
zwigzane z zamknieciem oskrzela, niedodma 1 wtérnym zapaleniem ptuca, (6), (7), (9), (11)
(13), (14), (18). W przypadkach raka olbrzymiokomoérkowego opisywano neutrofilic obwo-
dowa 1 goraczke spowodowang produkcja czynnika stymulujacego tworzenie kolonii
granulocytow (ang. granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF) oraz inne zespoty
paranowotworowe (19). Okoto 15-20% pacjentow nie wykazuje objawow choroby, a zmiana

jest wykrywana przypadkowo (9), (10), (13), (14).

Rak wielopostaciowy wystepuje z podobng czgstoscig w obu plucach. W ok. 70%
przypadkéw zlokalizowany jest w czgsci obwodowej, rzadziej w czgsci centralnej pluca
i wewnatrzoskrzelowo, najczesciej w platach gérnych (ok. 65%), nastepnie dolnych (ok.

15-25%) i placie srodkowym (ok. 5%) (6), (7), (9), (10), (11), (12), (13), (14), (15), (20).



W tomografii komputerowej klatki piersiowej raki wielopostaciowe nie prezentuja
specyficznych cech pozwalajacych na ich odrdznienie od innych NSCLC. W wigkszosci
przypadkoéw towarzyszy im centralne przejasnienie lub jama, co jest zwigzane z martwicg oraz
cechy naciekania optucnej lub $ciany klatki piersiowej (14), (21), (22). W zintegrowanym
badaniu pozytonowej tomografii emisyjnej z tomografia komputerowa klatki piersiowej (ang.
Positron Emission Tomography-Computed Tomography, PET-CT) raki wielopostaciowe
charakteryzuja si¢ znacznie zwigkszonym wychwytem F-18-fluorodeoksyglukozy (FDG)
1 wysoka standardowg warto$cig wychwytu (ang. standard uptake value, SUV) rzedu 14.3£3.1

(10), (16).

Wedtug Miedzynarodowej Unii Walki z Rakiem (ang. The Union for International
Cancer Control, UICC) w momencie ustalenia rozpoznania ok. 40 % chorych wykazuje
znaczny stopien zaawansowania choroby. Jedynie niewielka czg$¢ - ok. 14-20% - znajduje si¢
w [ stopniu, natomiast ok. 12-19% w I 1 ok. 26-47% w I1I stopniu zaawansowania choroby (6),
(7), (8), (14), (20). Przerzuty nowotworowe zajmuja okoliczne wezly chionne, pojawiajg si¢
réwniez w plucach, kosciach, nadnerczach, watrobie i mézgu. W poréwnaniu z innymi
postaciami morfologicznymi NSCLC, przerzuty nowotworowe czgsciej stwierdza sie¢
w rzadkich lokalizacjach: w przewodzie pokarmowym, przestrzeni zaotrzewnowej, w nerkach

i trzustee (6), (11), (16), (23).
1.3 Diagnostyka mikroskopowa

Ze wzgledu na heterogenno$¢ obrazu mikroskopowego, postawienie rozpoznania raka
wielopostaciowego przed operacja jest trudne. W materiatach oligobiopsyjnych, pobranych
w trakcie bronchoskopii, biopsji cienkoigtowych i gruboigtowych przez S$ciang klatki
piersiowej czy na podstawie wycinkéw z torakoskopii, PC najczgéciej jest rozpoznawany jako
nisko zréznicowany rak niedrobnokomodrkowy, rak ptaskonablonkowy lub gruczotowy, ktore
stanowig komponent raka wielopostaciowego. Zgodnos$¢ rozpoznan przed- i pooperacyjnych
jest niska i waha si¢ od 10% (10), (16), (24) do 30-40% (14), (25), (26). Pomimo to, uwaza sie,
ze rozpoznanie PC w oparciu o materiat cytologiczny i mate wycinki jest mozliwe, zwlaszcza
w przypadku stwierdzenia w badaniu mikroskopowym obu komponentéw. Jednak ostateczne
rozpoznanie wymaga przebadania duzego materiatu, najczesciej operacyjnego i oceny wielu

wycinkow (3), (11), (19), (23).
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1.4 Obraz makroskopowy

Raki wielopostaciowe sg zmianami $rednicy od 0,6 do 19cm, najczesciej ok. Scm (7),
(8), (9), (12), (13), (20), (23), (24), co oznacza, ze $rednia wielko$¢ operowanych rakow
wielopostaciowych zwykle jest wigksza niz innych NSCLC, ktéra wynosi ok. 3,5cm (7), (8).

Makroskopowo PC sg guzami szaro-biatymi, na ogoét zle odgraniczonymi, z centralng
martwicg i/lub wylewami krwi w podscielisku (4), (12), (13), (16). Czesto lokalizuja si¢
obwodowo, wciggajac oplucng plucna. W ok. V4 przypadkéw naciekaja rowniez $ciang klatki
piersiowej (27). Niekiedy moga powodowac jednolite pogrubienie optlucnej plucnej, imitujac

naciek miedzybtoniaka (27).
1.5 Rokowanie i czynniki rokownicze

Wicgkszos¢ badan wskazuje, ze raki wielopostaciowe maja agresywny przebieg
kliniczny i zte rokowanie. Sredni czas przezycia chorych operowanych wynosit ok. 10-19
miesigcy, a pigcioletni wspotczynnik przezycia wahat si¢ od ok. 15% do 29% w zaleznosci od

badanej grupy chorych, jej wielkosci oraz stopnia zaawansowania choroby (6), (7), (9), (12),
(14), (15), (16), (17), (18).

Rokowanie w rakach wielopostaciowych ptuca jest gorsze niz w innych postaciach
NSCLC (7), (9), (19), (23). Poréwnanie rakéw wielopostaciowych leczonych operacyjnie
z innymi NSCLC w tym samym stopniu zaawansowania (6), (15), wykazuje, Zze $rednie
przezycie 1 przezycie 5-letnie u chorych operowanych wynosity odpowiednio: 17,4 miesiaca
1 24,5% dla PC, a dla innych postaci NSCLC: 80,3 miesigca 1 46,3% (6), (15). Raki
wielopostaciowe miaty takze krotszy czas przezycia wolnego od nawrotu choroby (ang. desease
free survival, DFS) w stosunku do pozostatych NSCLC: 11,3 vs 61,4 miesigca (15). W innym
doniesieniu catkowite przezycie w PC bylo nizsze: 9,9 miesigca w poroéwnaniu do raka
gruczotowego i plaskonabtonkowego, odpowiednio 25,2 1 16,8 miesigca (6). W niektérych
pracach, pomimo agresywniejszego przebiegu klinicznego PC, nie wykazano jednak roznic
w catkowitym przezyciu w poréwnaniu z innymi postaciami NSCLC (7), (28). Badania
porownawcze wykazaly takze, ze w momencie rozpoznania PC charakteryzuja si¢ wicksza
$rednica, wyzZszym stopniem zaawansowania, cz¢stszym naciekaniem oplucnej

1 wystepowaniem zatoroOw z komorek raka w naczyniach krwionos$nych.
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Dane dotyczace czynnikow prognostycznych sg rozbiezne, co zwigzane jest nie tylko
z nieduzg liczebno$cia grup i badanym kryterium, ale takze z metodologia i zmieniajaca si¢

klasyfikacja.

Autorzy dostepnych publikacji zwracaja uwage, ze w rakach wielopostaciowych
bardzo czgsto wystepuja cechy morfologiczne wigzace si¢ z agresywniejszym przebiegiem
choroby, takie jak: zatory z komorek raka w naczyniach limfatycznych i krwiono$nych, rozlegla
martwica, co moze by¢ zwigzane z cz¢stszymi nawrotami miejscowymi i rozprzestrzenianiem

sie¢ choroby, z pojawianiem si¢ odleglych przerzutow (9), (12), (17), (24).

Nie stwierdzono istotnego wptywu typu histologicznego komponentu nabtonkowego
1 migsakowego na catkowity czas przezycia i na czas przezycia wolny od choroby (12), (18),
jednak obserwowano krotsze, pigcioletnie przezycie, przy obecnosci komponentu raka
wielkokomorkowego (9), (16), (24). W pojedynczym badaniu komponent nabtonkowy inny niz

ptaskonablonkowy korelowat z dtuzszym przezyciem catkowitym (17).

1.6 Klasyfikacja histopatologiczna i stopien zaawansowania raka

wielopostaciowego wg WHO i TNM

1.6.1 Klasyfikacja histopatologiczna WHO

Klasyfikacja i nazewnictwo nowotworéw pluca o pleomorficznym, ztozonym
réznicowaniu na przestrzeni lat ulegaty zmianom. W pierwszej klasyfikacji WHO z 1968r.
wystepowat jedynie rak olbrzymiokomodrkowy, jako podtyp raka wielkokomodrkowego, a inne
postacie morfologiczne nalezaty do kategorii guzéow ,,mieszanych”. W klasyfikacji WHO
z 1981r. raki z komponentem olbrzymiokomérkowym pozostaty w grupie rakow
wielkokomorkowych, natomiast z komponentem wrzecionowatokomorkowym zostaty
wlaczone do rakow ptaskonabtonkowych (29). Z czasem pojawialy si¢ takze nowe okreslenia
takie jak: raki migsakowate, migsakopodobne (sarkomatoidne), migsakowe (sarkomatyczne),
raki z elementami migsakopodobnymi/mi¢sakowymi. Po raz pierwszy okre$lenia ,;rak
pleomorficzny” (ang. pleomorphic carcinoma) uzyta Fishback w roku 1994, opisujac grupe
rakow pluca z réznicowaniem wrzecionowato- i olbrzymiokomorkowym (18). Klasyfikacja
WHO z 1999r., przygotowana przy wspolpracy z Migdzynarodowym Stowarzyszeniem Badan
nad Rakiem Phtuca (ang. The International Association for the Study of Lung Cancer, IASLC),

wyodrgbnita oddzielng grupe rakow z elementami pleomorficznymi, migsakopodobnymi
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i migsakowymi (ang. carcinoma with pleomorphic, sarcomatoid or sarcomatous elements)
(30). Do grupy tej wlaczono ,,nisko zréznicowane raki niedrobnokomorkowe, ktore zawieraja
komponent migsaka lub elementy migsakopodobne”. W kolejnej nowelizacji z 2004r. raki te
nazwano mi¢sakowatymi (ang. sarcomatoid carcinoma), natomiast definicja nowotworow
nalezacych do tej grupy nie ulegta zmianie (31). W roku 2015 pozostawiono okreslenie raki
mig¢sakowate/sarkomatoidne jako ogdlng nazwe grupy, ale wszystkie nowotwory do niej
nalezace sklasyfikowano jako oddzielne pozycje (11). W ostatniej wersji, opublikowanej
w roku 2021, potaczono raka wielopostaciowego, wrzecionowatokomérkowego
i olbrzymiokomoérkowego w jedna grupe raka wielopostaciowego. Poroéwnanie zmian

w klasyfikacji WHO w okresie obj¢tym badaniem przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Zmiany w klasyfikacji WHO w okresie objetym badaniem

Klasyfikacja WHO rakow migsakowatych pluca
Rok 1999 Rok 2004 Rok 2015 Rok 2021
e guzy nablonkowe, |e guzy nablonkowe, e guzy nablonkowe, |e guzy nablonkowe
ztosliwe ztosliwe ztosliwe
o raki e raki mi¢gsakowate |e rak ¢ raki migsakowate
z pleomorficznymi,| (ang. sarcomatoid wielopostaciowy (ang. sarcomatoid
migsakowatymi carcinoma) e rak carcinoma)
lub migsakowymi wrzecionowato-
elementami (ang. komoérkowy
carcinoma with e rak olbrzymio-
pleomorphic, komérkowy
sarcomatoid or e migsakorak
sarcomatous e plucny blastoma
elements)
e raki z wrzeciono- |e rak e rak
watymi i olbrzymi- | wielopostaciowy wielopostaciowy;
mi komoérkami: e rak podtypy:
o rak wrzecionowato- o rak
wielopostaciowy komorkowy wielopostaciowy
o rak e rak olbrzymio- o rak
wrzecionowato- komorkowy wrzecionowato-
komorkowy e micsakorak komorkowy
o rak olbrzymio- | plucny blastoma o rak olbrzymio-
komorkowy komorkowy
¢ migsakorak ¢ mic¢sakorak
e plucny blastoma e plucny blastoma
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1.6.2  Klasyfikacja TNM i stopien zaawansowania choroby (stage grouping)

W roku 1958 UICC po raz pierwszy opublikowala jednolity system oceny
zaawansowania anatomicznego nowotworow ztosliwych, ktory jest nieustannie aktualizowany
1 rozwijany. System ten sklada si¢ z dwoch cze¢sci: klasyfikacji TNM, ktoérej nazwa pochodzi
od pierwszych liter stow angielskich: tumor - guz (pierwotny), node - wezet (chtonny),
metastasis - przerzut (odlegly) oraz wyznaczanego na jej podstawie, w skali rangowe;j,
og6lnego stopnia zaawansowania choroby nowotworowej (32). System TNM pozwala na
precyzyjne okreslenie stopnia zaawansowania choroby nowotworowej, jest podstawa do
wyboru optymalnego leczenia chorego oraz umozliwia poréwnanie wynikow badan

naukowych.

Od roku 2000 zmienialy si¢ zasady okre$lania stopnia zaawansowania raka pluca
tj. klasyfikacja TNM i stopien zaawansowania, jednak pomig¢dzy klasyfikacja opublikowang
przez UICC w 1997r. 1 2004r. nie byto rdznic. Istotne zmiany zostaly wprowadzone w 7 edycji,
w roku 2009, 1 dotyczyty cech T1 1 T2. Zmieniono wielkos$¢ guza kwalifikujaca do danej grupy
1 wyodrgbniono dodatkowe podgrupy: a i b. Wprowadzono takze dodatkowy podzial cechy M1
na dwie podgrupy a i b, co wptyne¢lo na zmiang stopni zaawansowania choroby. W kolejnej
nowelizacji (8 edycja), obowigzujacej od 2017r., ponownie zmodyfikowano kryterium

wielkos$ci guza dla wszystkich kategorii T i wprowadzono dodatkowa podgrupe ¢ do cechy M1.

Obowigzujaca klasyfikacje TNM 1 stopien zaawansowania klinicznego choroby

przedstawiono w zataczniku 1 (32).

1.7 Badanie mikroskopowe: budowa histologiczna, podtypy

morfologiczne, diagnostyka immunohistochemiczna
1.7.1  Budowa histologiczna

Obraz mikroskopowy raka wielopostaciowego jest bardzo r6znorodny, gdyz sktada si¢
na niego komponent nabtonkowy i migsakowaty. Komponent nablonkowy ma posta¢
klasycznego raka niedrobnokomoérkowego, najczesciej raka gruczotowego (w ok. 40%),
wielkokomorkowego (w ok. 20-60%), rzadziej ptaskonabtonkowego (w ok. 10-20%) lub
gruczotowo-ptaskonabtonkowego (w ok. 10%) (fot. 1, fot. 2, fot. 3, fot. 4, fot. 5, fot. 6) (12),
(17), (18), (28), (33), (34), (35). Mozliwe jest tez wspotistnienie kilku komponentow
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nabtonkowych. Komponent nabtonkowy moze mie¢ posta¢ raka o roéznym stopniu
zréznicowania, chociaz czesto jest nisko zréznicowany, co utrudnia jego ocen¢ mikroskopowa,
wlasciwe okreslenie postaci morfologicznej i wymaga wykonania badan immunohisto-

chemicznych.

Fot. 1 Utkanie raka gruczotowego, typ zrazikowy. Barwienie HE, pow. x100

Fot. 2 Utkanie raka gruczotowego, typ lity. Barwienie HE, pow. x100
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Fot. 3 Utkanie raka gruczolowego, typ tapetujqcy. Barwienie HE, pow. x100

2 st M

Fot. 4 Utkanie raka ptaskonabtonkowego, z widocznymi komorkami pleomorficznymi.
Barwienie HE, pow. x100

Fot. 5 Utkanie raka ptaskonabtonkowego. Barwienie HE, pow. x100
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Fot. 6 Utkanie raka wielkokomorkowego. Barwienie HE, pow. x100

Komponent migsakowaty moze by¢ wrzecionowatokomorkowy (w ok. 16-38%),
olbrzymiokomorkowy (w ok. 16-35%) lub mieszany (w ok. 20-61%) (12), (18), (28), (33).
Rak wielopostaciowy moze sktadaé si¢ wyltacznie z komoérek wrzecionowatych i olbrzymich,
bez obecnosci zréznicowanych elementdw nablonkowatych (w ok. 3, 13, 23%) (28), (33), (36).
Tak duza rozpigto§¢ wynikéw zwigzana jest z trudnoscig oceny morfologicznej tego

komponentu.

Poszczegdlne typy utkania nablonkowego i migsakowatego mogg by¢ wymieszane ze
soba lub wyraznie odgraniczone, przypominajac guzy kolizyjne (fot. 7). W rozpoznaniu kazdy
podtyp utkania raka powinien by¢ wyszczegélniony, pomimo ze odrdznienie raka
wielkokomoérkowego od komponentu olbrzymiokomoérkowego moze by¢ bardzo trudne lub

nawet niemozliwe (fot. 8), (19), (23), (37).

K rak plaskonablonkowy ~ =sp utkanie olbrzymiokomérkowe
rak gruczolowy utkanie wrzecionowatokomérkowe

Fot. 7 Roznorodne utkania histologiczne raka. Barwienie HE, pow. x100
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Fot. 8 Utkanie niezroznicowane, utkanie olbrzymiokomorkowe i rak wielkokomorkowy.
Barwienie HE, pow. x100

Utkanie wrzecionowatokomorkowe sktada si¢ z atypowych, wydtuzonych komorek
o kwasochlonnej cytoplazmie, uktadajacych si¢ w gniazda, pasma lub przeplatajace si¢ peczki
(fot. 9). Wigksze komodrki o wygladzie nablonkowatych maja duze jadra z wyraznymi
jaderkami. Mniejsze, wrzecionowate - zazwyczaj nie majg jaderek. Atypia komorkowa moze
by¢ réznie nasilona - od matego do duzego stopnia, z obecnoscig pleomorficznych jader
komoérkowych, co czasami przypomina utkanie zlosliwych guzoéw widknisto-histiocytarnych.
Utkaniu wrzecionowatokomoérkowemu czgsto towarzyszy mniej lub bardziej nasilony naciek
z komorek limfatycznych, czasami z domieszka granulocytow kwasochtonnych. Moze
wystepowaé nasilone wtoknienie podscieliska, co utrudnia odroznienie tego komponentu od
zmian desmoplastycznych. Natomiast zmiany myksoidne i szkliwienie w podscielisku moga

przypomina¢ utkanie chrzestne (18), (19), (23), (33), (37).

Fot. 9 Utkanie wrzecionowatokomorkowe. Barwienie HE, pow. x100 i x200
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Utkanie olbrzymiokomorkowe sklada si¢ z duzych komoérek o pojedynczym jadrze
komoérkowym lub wielojadrowych, pleomorficznych, z obfita, zasadochtonng albo
kwasochtonng cytoplazma, niekiedy z obecnoscig szklistych ziarnistosci (ang. hyalin globules)
lub sfagocytowanych leukocytow (ang. emperipolesis) (fot. 10, fot. 11). Czasami jadra
komorkowe przybieraja dziwaczne ksztalty, przypominajac utkanie syncytiotrofoblastu, Iub
tworza uktady o wygladzie osteoklastow. Jaderka sg czesto wyraznie widoczne i bardzo duze.
Komorki nowotworowe zazwyczaj wykazuja nasilong dyskohezjge. Moze towarzyszy¢ im
obfity naciek z limfocytow, plazmocytow, granulocytéw obojetnochtonnych, histiocytow,
niekiedy rowniez granulocytdéw kwasochtonnych, rzadko z domieszka komorek typu

ksantomatycznego lub wielojadrzastych typu Langhansa (18), (19), (23), (33), (37).

he SR . Ly e ot

Fot. 10 Utkanie olbrzymiokomorkowe. Barwienie HE, pow. x100

Fot. 11 Utkanie olbrzymiokomorkowe. Emperipoleza. Barwienie HE, pow. x200

W ok. 80-90% rakow stwierdza si¢ pola martwicy o r6znym nasileniu, w wigkszo$ci

obejmujace ponad 25% guza. W ok. 50-90% obecne sa zatory z komoérek nowotworowych

19



w naczyniach krwionos$nych (18), (19), (23), (33), (37). Naciekanie oplucnej trzewnej i $ciennej
obserwuje si¢ odpowiednio w 74% 1 25% (38).

Raki wrzecionowatokomoérkowy 1 olbrzymiokomoérkowy zbudowane s3 z jednego
typu komorek: wrzecionowatych lub olbrzymich, bez widocznego komponentu nabtonkowego.

Czesto towarzyszy im intensywny naciek zapalny (19), (23), (27), (37).

Czestos¢ wystgpowania podtypéw raka wielopostaciowego w  badaniach
obejmujacych cata grupe rakéw migsakowatych jest bardzo roézna i waha si¢: dla raka
wielopostaciowego 24-86% (10), (34), dla raka wrzecionowatokomoérkowego 6-22% (18), (36)
i dla raka olbrzymiokomoérkowego 4-9% (14), (36), co pokazuje jak trudne jest odroznienie
tych postaci histologicznych. Réznice mogg by¢ tez zwigzane ze zmieniajaca si¢ klasyfikacja,
pobieraniem réznej liczby wycinkéw do badania oraz stosowaniem dodatkowych badan
immunohistochemicznych. Raki wrzecionowato- i olbrzymiokomorkowe sg bardzo rzadkie,

jesli guz jest starannie przebadany przez pobranie odpowiedniej liczby wycinkow (37).
1.7.2  Diagnostyka immunohistochemiczna

Rozpoznanie mikroskopowe raka wielopostaciowego opiera si¢ na charakterys-
tycznym obrazie morfologicznym widocznym w standardowym barwieniu hematoksylina-
eozyna i nie wymaga wykonania badan immunohistochemicznych (IHC). Jednak w wielu
przypadkach reakcje IHC ulatwiaja identyfikacje komponentu nabtonkowego, a takze
umozliwiajg diagnostyke roznicowa (19), (23), (37).

Dodatni odczyn immunohistochemiczny na rozne cytokeratyny, najcze$ciej na
AEI1/AE3, Oscar, CAM 5.2, CK7, obserwowany jest w zar6wno w komponencie nabtonkowym
(60-100%), jak 1 w migsakowatym (89%). W wigkszosci przypadkdéw nasilenie reakcji jest
podobne, a jedynie w czesci guzdw reakcja ta jest stabiej wyrazona w utkaniu migsakowatym
(12), (19), (23), (33), (34), (35). Odczyny charakterystyczne dla rakéw gruczotowych
tj. TTF-1 i Napsin A s3g dodatnie w utkaniu nabtonkowym, odpowiednio w 76%, 59%,
jak 1 mezenchymalnym - 63% 1 43%, przy czym TTF-1 jest bardziej czutym markerem
w poréwnaniu z Napsin A (12), (25), (34), (35), (36). Dodatni odczyn z przeciwcialem p40,
p63 lub CK5/6 obserwowano przede wszystkim w utkaniu nabtonkowym o réznicowaniu

ptaskonablonkowym i rzadko (do 8% przypadkow) w czesci migsakowatej (25), (34), (36).
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Badano takze inne markery r6znicowania nablonkowego takie jak: EMA, surfaktant
biatko A(SP-A) (12), Desmocollina 3 i SOX2 (34), ale nie mialy one istotnego znaczenia dla
rozpoznania. W utkaniu mezenchymalnym stwierdzano ogniskowa, dodatnig reakcje
z przeciwciatami S100, SMA i desming w ok. 10-20% przypadkow (23), (25), (35), a takze
ekspresje markeréw migdzybtoniaka: kalretyniny, WT-1, D2-40 i CK5/6 odpowiednio w: 33%,

17%, 14% 1 25%, co ma istotne znaczenie w diagnostyce réznicowej (19), (35).
1.8 Diagnostyka roznicowa

Rak wielopostaciowy ze wzgledu na szerokie spektrum obrazéw morfologicznych
wymaga roznicowania zarowno z wieloma nowotworami, jak i chorobami nienowotworowymi

(37).

Wsérdéd nowotworéw nalezy uwzgledni¢ przede wszystkim inne postacie NSCLC.
Znalezienie komponentu wrzecionowato- lub olbrzymiokomoérkowego w utkaniu NSCLC nie
przesadza o rozpoznaniu PC. Zgodnie z arbitralnie przyjetym kryterium diagnostycznym, pola
migsakowate muszg stanowi¢ minimum 10% guza (3), (18). Odroznienie komponentu
wrzecionowatokomorkowego od desmoplastycznej reakcji podscieliska na naciek raka moze
by¢ bardzo trudne. Wowczas dodatni odczyn komorek wrzecionowatych na markery

nabtonkowe AE1/AE3, CK7 zwykle jest rozstrzygajacy (18), (19), (33), (37).

Kolejng grupe nowotworow w diagnostyce roznicowej PC stanowig inne raki
migsakowate (19), (23), (27), (37). Migsakorak (ang. carcinosarcoma, CS) r6zni si¢ od rakow
wielopostaciowych obecnoscig roznicowania heterologicznego, takiego jak utkanie: migsaka
prazkowanokomorkowego (ang. rhabdomyosarcoma), chrzgstniakomigsaka (ang. chondrosar-
coma), kostniakomigsaka (ang. osteosarcoma). Elementy te moga by¢ widoczne jedynie
ogniskowo. W przypadkach watpliwych badanie immunohistochemiczne bywa niezwykle
pomocne, ale nalezy pami¢tac, ze w typowych PC markery mezenchymalne moga by¢ rowniez
dodatnie (19), (33), (37). Réznicowanie z ptucnym blastoma opiera si¢ na znalezieniu utkania

ptodowego raka gruczotowego i prymitywnego mezenchymalnego podscieliska.

W przypadkach guzéw obwodowych, szczegdlnie naciekajacych $ciang klatki
piersiowej, w rdéznicowaniu nalezy uwzgledni¢ przede wszystkim mig¢dzybtoniaka optucne;j
(ang. mesothelioma). Reakcje immunohistochemiczne w wigkszosci przypadkéw pozwalaja na

postawienie rozpoznania, a w przypadkach watpliwych pomocne moga by¢ dane kliniczne
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i obraz radiologiczny (35), (37), (39). Inne rzadkie nowotwory w tej lokalizacji to:
zlokalizowany guz widknisty (ang. solitary fibrous tumor) i migsak maziowkowy (ang. synovial

sarcoma) (37).

W przypadku nowotwordéw pluca o wygladzie nabtonkowatym i/lub wrzeciono-
watokomérkowym, przy ujemnym odczynie na cytokeratyny, nalezy rozszerzy¢ panel
immunohistochemiczny o markery charakterystyczne dla czerniaka (ang. malignant melanoma)

(19), (37).

Komponent olbrzymiokomérkowy w raku wielopostaciowym moze nasuwaé

podejrzenie kosmowczaka (ang. choriocarcinoma) (18), (37).

Rak wielopostaciowy z dominujacym komponentem wrzecionowatokomorkowym
i rak wrzecionowatokomorkowy z towarzyszacym intensywnym odczynem zapalnym
w podscielisku, wymagaja roéznicowania z miofibroblastycznym guzem zapalnym (ang.
inflammatory myofibroblastic tumor) oraz ziarniniakiem martwiczym (ang. pulmonary

necrotizing granuloma), w czym takze pomagaja badania immunohistochemiczne (37).

Rak wielopostaciowy, szczegolnie z réznicowaniem plaskonabtonkowym, czasami
moze tworzy¢ szczelinowate, naczyniopodobne przestrzenie przypominajace utkanie
nabtonkowatych migsakdw naczyniowych (ang. angiosarcoma, haemangioendothelioma),
ktore czesto wykazuja dodatnig reakcje z cytokeratynami (37). Ustalenie rozpoznania wymaga

diagnostyki IHC z wykorzystaniem panelu przeciwcial.

Migsaki pluc sg bardzo rzadkimi nowotworami i dlatego w przypadku morfologii
migsakowatej, szczegélnie gdy obraz morfologiczny, immunohistochemiczny i/lub
molekularny nie jest typowy dla okre§lonego typu migsaka, nalezy zawsze mys$le¢ o raku

wielopostaciowym, nawet w przypadku ujemnych markeréw nablonkowych (37).

1.9 Badania molekularne

Rak wielopostaciowy charakteryzuje si¢ duza liczba mutacji (ang. tumor mutational
burden, TMB), $rednio 8.1 mutacji/Mb, podobnie jak inne raki zwigzane z paleniem tytoniu
(19), (40). W okoto 70-80% przypadkéw stwierdza si¢ minimum jedng mutacje, a w ok. 40%
dwie lub wigcej, przy czym wigksza liczbg mutacji stwierdzano przy wspotistniejacym utkaniu

raka gruczotowego niz ptaskonabtonkowego (36), (40), (41). Do najczgstszych istotnych
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klinicznie mutacji stwierdzonych przy uzyciu réznych metod molekularnych naleza: KRAS
(27-39%), EGFR (9-22%), TP53 (23-74%), BRAF (7%), HER?2 (1,6%), natomiast mutacje
w genie ALK i ROS1 sa bardzo rzadkie (17), (36), (40), (41), (42), (43). Mutacje te nie s3
specyficzne dla raka wielopostaciowego 1 wystepuja takze w innych postaciach NSCLC.
Jedyna mutacja, ktéra wydaje si¢ wystgpowac czesciej w raku wielopostaciowym niz w innych
NSCLC jest mutacja w eksonie 14 genu MET, ktora stwierdza si¢ w ok. 11-32% (40), (41),
(43), (44). Aktywacja szlaku sygnalowego MET jest zwigzana z transformacja nablonkowo-
mezenchymalna (19), (23).

1.10 Ekspresja PD-L1

Czasteczka PD-L1 (CD274, B7-H1) (ang. programmed death-ligand 1) jest biatkiem
blonowym wystgpujacym na powierzchni réznych komoérek bioragcych udzial w nieswoistej
odpowiedzi immunologicznej, a takze na powierzchni komorek wielu nowotwordéw. Jest ona
jednym z czynnikéw aktywujacych czasteczke PD-1 (CD279), czyli receptor programowanej
$mierci komorek, odpowiedzialny za przekazanie sygnatu hamujacego aktywnos¢ limfocytéw
(,,ujemny” punkt kontroli uktadu immunologicznego). W wyniku pobudzenia czasteczki PD-1
dochodzi do wyczerpania funkcjonalnego limfocytow, do aktywacji wewnatrzkomérkowych
szlakow odpowiedzialnych za produkcje immunosupresyjnych cytokin oraz za apoptoze
limfocytéw (45). Zjawisko to jest jednym z mechanizméw odpowiedzialnych za ucieczke

komorek nowotworowych spod nadzoru immunologicznego.

Poznanie mechanizméw immunologicznych towarzyszacych rozwojowi nowotworow
pozwolilo na opracowanie metod immunoterapii opartych na modyfikacji stanu
immunologicznego w celu jego stymulacji do aktywnej i efektywnej walki z nowotworem.
Zastosowanie przeciwcial przeciwko PD-1 1 PD-L1 prowadzi do reaktywacji funkcji
cytotoksycznej limfocytow T. Immunoterapia przeciwko PD-1 1 PD-L1 w przypadkach NSCLC
w stadium uogodlnienia przyczynia si¢ do poprawy stanu pacjenta, zahamowania wzrostu,
a nawet remisji nowotworu (27), (46). Ekspresja PD-L1 na komoérkach nowotworowych,
oceniana metodg immunohistochemiczng jako dodatni odczyn blonowy w minimum 1%
komorek, jest jedynym zwalidowanym czynnikiem predykcyjnym w kwalifikacji do

immunoterapii chorych na zaawansowanego NSCLC (45), (46).

W raku wielopostaciowym ekspresja PD-L1 jest obserwowana w ok. 50 do 90%

przypadkéw, w zaleznosci od przyjetych kryteriow reakcji dodatniej (38), (47), (48), (49), (50),
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(51),(52), (53), (54) i jest wyzsza w pordwnaniu z innymi postaciami NSCLC 69,2% vs 27,4%
(48) 1 53% vs 20% (50). Podobnie jak w innych NSCLC, prognostyczne znaczenie ekspresji
PD-L1 w raku wielopostaciowym pozostaje nieustalone (38), (47), (50), (51).

Wykazano, ze zwigkszona ekspresja PD-L1 moze by¢ zwigzana z procesami
przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej (EMT) (55), (56). W niektérych badaniach
zaobserwowano, ze ekspresja PD-L1 w komorkach réznych rakéw niedrobnokomoérkowych
ptuca korelowata z ekspresjg biatek zwigzanych z EMT takich jak: E-kadheryna, wimentyna,
ZEBI1 (55), (56). Zaleznosci te nie byly badane w rakach wielopostaciowych.

1.11 Szerzenie si¢ raka przestrzeniami powietrznymi - STAS

W klasyfikacji WHO nowotworow pluca z roku 2015 wprowadzono pojecie szerzenia
si¢ nowotworu przestrzeniami powietrznymi (ang. spread through air spaces, STAS) (11).
Zjawisko to zostalo zdefiniowane jako: ,,szerzenie si¢ drobnobrodawkowatych grup, litych
gniazd lub pojedynczych komorek przestrzeniami powietrznymi migzszu pluca poza
brzegiem/granica gtownego guza”. Definicja ta wprowadza calkowicie nowy typ inwazji
nowotworu, niezwigzany z destrukcjg btony podstawnej, podscieliska lub innych struktur

anatomicznych tj. naczyn limfatycznych, krwiono$nych, nerwéw czy optucne;j.

Zjawisko szerzenia si¢ przestrzeniami powietrznymi zostalo pierwotnie opisane
w rakach gruczotowych ptuca, w ktorych czgstos¢ STAS wahata sie od 14,8 % do 56,4% (57),
(58), (59), (60). Nastepnie stwierdzono jego wystgpowanie w rakach ptaskonablonkowych
(30-40%) (61), (62) oraz w nowotworach neuroendokrynnych (26%), w tym raku
drobnokomorkowym (46%) (63).

Do tej pory opublikowano jedynie jedno badanie dotyczace STAS w raku
wielopostaciowym. Badanie obejmowato 35 przypadkoéw (64). STAS stwierdzono u 40%
chorych. Jego obecnos¢ byta zwigzana ze znamiennie gorszym przezyciem wolnym od nawrotu
(DFS) oraz catkowitym przezyciem (ang. overall survival, OS), byla takze niezaleznym

czynnikiem ryzyka nawrotow i krotszego przezycia catkowitego.

Obecnie STAS jest uwazany za wazny czynnik prognostyczny.
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1.12 Przemiana nablonkowo-mezenchymalna

Przemiana nabtonkowo-mezenchymalna (EMT) jest znanym zjawiskiem, w ktérym
spolaryzowane, stacjonarne komorki nabtonkowe ulegaja przeksztalceniu w komorki
mezenchymalne charakteryzujace si¢ wigksza zdolno$cia do migracji, inwazji, produkcji
substancji zewnatrzkomorkowej 1 wigksza odpornoscia na apoptozg (4), (5). Proces ten
odgrywa kluczowa role w procesie embriogenezy, w gojeniu ran, procesach wldknienia, a takze
w progresji nowotwordéw. Uwaza si¢, ze EMT jest jednym z mechanizméw odpowiedzialnych
za naciekanie, tworzenie przerzutow, a takze za oporno$¢ komorek nowotworowych na leczenie
4), (5), (19), (23), (65). Raki migsakowate w rdéznych narzadach, takze w phucach, s3
przyktadem nowotworow, w ktérych EMT odgrywa istotng rolg, aczkolwiek geneza tego
zjawiska nie jest do konca wyjasniona. Prawdopodobnie nie jest to jedyny mechanizm

powstawania tych nowotworow (4), (5), (19), (28), (65), (66), (67).

Istotng rolg w aktywacji procesu EMT odgrywa czynnik transkrypcyjny ZEB1 (ang.
zinc-finger E-box binding homebox 1), ktéry hamuje transkrypcj¢ E-kadheryny, co wykazano
w licznych pracach eksperymentalnych, w rakach migsakowatych roznych narzadow (68), (69),
(70), (71) (72), (73) oraz w pojedynczych badaniach obejmujacych raki migsakowate pluca
(74), (75).

ZEB1 wptywa takze na mikro§rodowisko guza i ekspresj¢ ujemnych punktéw kontroli

immunologicznej (55), (68), (71), (72), (76), (77), (78).

W badaniach molekularnych wykazano, ze w wielu nowotworach EMT jest
czynnikiem prognostycznym (5), (77), jednak w przypadku rakéw ptuca rola ta nie jest
jednoznaczna (70), (78), (79). W pracach tych nie uwzgledniano odrebnie rakéw wielopos-

taciowych.

Ekspresja markerow EMT w rakach migsakowatych i1 raku wielopostaciowym ptuca
byla oceniana immunohistochemicznie w nielicznych pracach, dlatego jej wartos¢

diagnostyczna pozostaje nieustalona (67), (74), (75).
1.13 Leczenie

Najskuteczniejszym leczeniem raka wielopostaciowego, podobnie innych postaci

NSCLC, jest leczenie operacyjne. NajczesSciej wykonuje si¢ lobektomie z usunigciem
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regionalnych weztéw chtonnych. W przypadkach zmian nieoperacyjnych stosuje si¢
chemioterapi¢ lub chemioterapi¢ polaczong z radioterapia, rzadziej leczenie neoadjuwantowe,

w zalezno$ci od stopnia zaawansowania choroby.

W przypadku stwierdzenia komponentu raka gruczotowego w utkaniu raka konieczne
jest badanie mutacji w genie EGFR oraz rearanzacji genu ALK 1 ROS1 (11). Wyniki stosowania
standardowej chemioterapii opartej na pochodnych platyny, zarowno przed- jak i pooperacyjnej
sa jednak kontrowersyjne. Nie ma ustalonych schematéw postgpowania, a obserwowane
odpowiedzi na leczenie nie sg satysfakcjonujace (6), (10), (14), (23), (80). Dolaczenie

radioterapii do klasycznej chemioterapii nie miato wptywu na catkowite przezycie (16).

Rozwoj terapii ukierunkowanej molekularnie jaki dokonal si¢ w ostatnich latach
w leczeniu NSCLC dawat nadziej¢, Zze bedzie ona mozliwa takze u chorych z rozpoznanym
rakiem wielopostaciowym. Jednak pomimo stwierdzenia réznych mutacji w komorkach raka -
EGFR, ALK, BRAF, PIK3CA, HER? - potencjalnie stanowiacych cel terapii, ich czestos$¢ jest
nizsza niz w innych postaciach NSCLC, co przy niewielkiej liczbie przypadkow utrudnia
prowadzenie badan klinicznych i ustalenie efektywnosci terapii. Ponadto, mutacje genu EGFR
stosunkowo czesto dotyczyty innych eksonow niz 18, 19121, zwigzanych z dobra odpowiedzig
na leczenie celowane. OdpowiedZ na leczenie inhibitorami kinazy tyrozynowej w opubli-
kowanych pojedynczych przypadkach Iub niewielkich grupach pacjentow nie byta
zadowalajaca (6), (47), (81), (82). Uwaza sie, ze jest to zwigzane z aktywacja w rakach
wielopostaciowych mechanizméw transformacji nablonkowo-mezenchymalnej, ktore -
przynajmniej w czg$ci przypadkow - sag odpowiedzialne za oporno$¢ nowotwordw na dziatanie
inhibitorow kinazy tyrozynowej (65). Ponadto najcz¢stszymi mutacjami stwierdzanymi
w rakach wielopostaciowych sa mutacje w genie KRAS i TP53 co, jak na razie, ogranicza
mozliwo$ci zastosowania terapii celowanej (40), (41). Obecnie nadzieje poktada si¢
w inhibitorach genu MET, ze wzglgdu na wigksza czgsto$¢ tej mutacji w rakach

wielopostaciowych niz w innych postaciach NSCLC (19), (77), (83).

Wprowadzona niedawno terapia inhibitorami punktéw kontroli immunologicznej do
leczenia wielu nowotworow wydaje si¢ obiecujaca alternatywa, szczegélnie, ze w raku
wielopostaciowym ekspresja PD-L1 jest wyzsza niz w innych postaciach NSCLC. Ostatnio
opublikowane badania dotyczace leczenia chorych z PC wykazaly wysoka skuteczno$¢ terapii
inhibitorami PD1/PD-L1. Obiektywnga odpowiedz na leczenie w postaci czesciowej lub

catkowitej remisji lub stabilizacji choroby uzyskano u 49%-60% chorych (84), (85), (86).
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2. Zalozenia pracy

Rak wielopostaciowy pluca jest rzadkim podtypem NSCLC o réznorodnym obrazie
morfologicznym i1 immunofenotypie, o cechach réznicowania nablonkowego i mezenchy-
malnego. Ze wzgledu na rzadko$¢ wystepowania dane dotyczace obrazu klinicznego,
morfologicznego, a takze czynnikow rokowniczych sg zroznicowane. Wigkszo$¢
dotychczasowych badan opiera si¢ na nieduzych, maksymalnie kilkudziesigcioosobowych
grupach chorych, co znacznie utrudnia analiz¢ danych, wnioskowanie i wypracowanie strategii
terapeutycznej dla tej grupy chorych. Brak jest takze zbiorczych danych dotyczacych populacji
polskie;.

Rozpoznanie histopatologiczne PC opiera si¢ na cechach morfologicznych nowotworu
1 nie zawsze wymaga wykonania badan immunohistochemicznych. Moga by¢ one jednak
pomocne w okresleniu podtypow morfologicznych, co moze mie¢ wptyw na rokowanie, dalsze
postepowanie diagnostyczne z materiatem, a w konsekwencji podjecie decyzji terapeutycz-

nych. Dane literaturowe na ten temat sg bardzo zréznicowane, a panel przeciwcial nieustalony.

Uwaza sie, ze w powstawaniu rakow wielopostaciowych kluczowa role odgrywaja
procesy transformacji nablonkowo-mezenchymalnej, co manifestuje si¢ zmianami w ekspresji
substancji nazywanych markerami EMT m.in. E-kadheryny, wimentyny i ZEB1. Stopniowa
utrata E-kadheryny jest zwigzana z nasilajaca si¢ ekspresja ZEB1 i wimentyny, co
zaobserwowano w badaniach molekularnych w rakach migsakowatych innych narzadow
ijedynie w pojedynczych pracach dotyczacych rakéw wielopostaciowych ptuca. Nie jest jasne
czy ekspresja tych markeréw ma zwigzek z cechami kliniczno-patologicznymi i rokowaniem

w PC.

Klasyczne strategie terapeutyczne podejmowane obecnie u chorych z rakiem
wielopostaciowym tj. standardowa chemio- i radioterapia, a takze terapia ukierunkowana
molekularnie, nie przyniosty satysfakcjonujacych efektow. Obiecujaca metoda leczenia wydaje
si¢ immunoterapia oparta na lekach blokujacych ujemne punkty kontroli immunologicznej ze
wzgledu na wysoka ekspresj¢ biatka PD-L1 na komoérkach PC. Wysoka ekspresja PD-L1 moze
mie¢ zwigzek z przemiang nablonkowo-mezenchymalng, typem réznicowania nabtonkowego
oraz z agresywniejszym przebiegiem nowotworu, ale wyniki w piSmiennictwie sg trudne do

porownania.
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W ostatnich latach zwrécono uwage na negatywny wplyw szerzenia si¢ raka
przestrzeniami powietrznymi (STAS) na przebieg choroby. Do tej pory ukazata si¢ jedynie
jedna praca dotyczaca STAS w raku wielopostaciowym, gdzie wykazano ujemny wplyw tego
zjawiska na rokowanie (64). Badana grupa obejmowala jedynie 35 przypadkow, wylacznie
z towarzyszacym zréznicowanym komponentem nabtonkowym. Nie analizowano zwigzku
STAS z typem i rozlegto$cia komponentu mezenchymalnego, ekspresja markeréw nablon-

kowych czy podscieliskowych, a takze z ekspresja biatka PD-L1.
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3. Cel pracy

Celem pracy byla retrospektywna analiza grupy chorych z rozpoznaniem raka
wielopostaciowego, raka wrzecionowatokomérkowego i olbrzymiokomodrkowego ptluca,
korelacja cech morfologicznych, immunofenotypu z danymi klinicznymi oraz okreslenie

czynnikow predykcyjnych i prognostycznych.
W zwiazku z tym, w pracy zostata przeprowadzona:

1. Analiza morfologiczna rakow wielopostaciowych, wrzecionowatokomorkowych i olbrzy-
miokomorkowych, okreslenie cech histologicznych: rodzaju i1 ilosci komponentéw
nabtonkowego i migsakowatego, ocena rozleglosci martwicy, nasilenia nacieku zapalnego,
obecnos$ci zatoréw z komodrek raka w §wietle naczyn krwionosnych i limfatycznych oraz

naciekania oplucne;.

2. Ocena immunofenotypu w oparciu o odczyny immunohistochemiczne: AEI/AE3, TTF1,
p40, E-kadheryna, wimentyna i ZEB1.

3. Ocena ekspresji biatka PD-L1 w komponencie nabtonkowym i migsakowatym badanych
rakow, korelacja z typem histologicznym i immunofenotypem oraz ekspresja E-kadheryny,
wimentyny i ZEBI.

4. Analiza zjawiska szerzenia si¢ raka przestrzeniami powietrznymi (STAS), korelacja
z ekspresja biatka PD-L1 oraz ekspresja E-kadheryny, wimentyny i ZEB1.

5. Ustalenie czynnikow prognostycznych i predykcyjnych, ktére moga mie¢ istotne znaczenie

dla okreslenia przebiegu choroby i dalszego leczenia pacjenta.
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4. Material i metody
4.1 Material

Retrospektywnym badaniem objeto 123 pacjentdéw operowanych z powodu
nowotworu ptuca w latach 2000-2019 w Klinice Chirurgii Instytutu Gruzlicy i Choréb Phuc,
u ktoérych w Zaktadzie Patomorfologii rozpoznano: raka sarkomatoidnego, pleomorficznego,
wrzecionowatokomoérkowego lub olbrzymiokomoérkowego. Po powtéornym obejrzeniu
preparatow mikroskopowych 5 przypadkow zakwalifikowano jako mig¢sakoraki, ze wzgledu na
obecno$¢ heterologicznego utkania migsakowego, 2 przypadki zdiagnozowano jako zlozony
rak niedrobnokomoérkowy neuroendokrynny (ang. combined large cell neuroendocrine
carcinoma) ze wzgledu na obecno$¢ komponentu raka neuroendokrynnego potwierdzonego
badaniem immunohistochemicznym. Wszystkie przypadki zreklasyfikowane wytaczono
z badania. Dodatkowo po analizie danych klinicznych z badania wytaczono 7 pacjentow, ktorzy
przed zabiegiem operacyjnym otrzymali chemioterapi¢ neoadjuwantowg oraz jednego pacjenta
po chemioterapii adjuwantowej (z powodu raka jelita grubego) przebytej rok przed operacja
guza phuca. Jeden przypadek wytaczono z powodu braku bloczkéw parafinowych. Ostatecznie

do badania wlaczono 107 przypadkow.

4.2 Metody
4.2.1 Dane kliniczne

Dane kliniczne uzyskane z bazy informatycznej IGiChP obejmowaty: wiek, plec,
objawy kliniczne, palenie papieroséw, rodzaj wykonanej operacji, dat¢ zabiegu operacyjnego,
date wystapienia nawrotu choroby, rodzaj nawrotu: wznowa miejscowa, przerzuty regionalne
i/lub odlegte, data ostatniej wizyty, data zgonu. Dane na temat daty zgonu dodatkowo
uzupelniono w oparciu o informacje otrzymane z Powszechnego Elektronicznego Systemu
Ewidencji Ludnos$ci. Za moment zakonczenia obserwacji przyjeto date sporzadzenia
zestawienia z bazy PESEL tj. 30.06.2020r. Ponadto z Krajowego Rejestru Raka Pluca (KRRP)
uzyskano liczbe¢ zarejestrowanych, operowanych w tym okresie rakéw ogolem,
z uwzglednieniem podtypu raka wielopostaciowego (pleomorficznego i sarkomatoidnego).
Z Krajowego Rejestru Nowotwordéw (KRN) uzyskano informacje na temat zgloszonych rakow

wielopostaciowych w Polsce.
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Lokalizacj¢ zmiany i jej wielko$¢ ustalano na podstawie rozpoznania patomorfo-

logicznego zawierajacego opis makroskopowy.

Przyjeto nastgpujace wskazniki kliniczne:

e przezycie catkowite (OS) - czas przezycia od daty operacji do daty zgonu, bez wzgledu na
przyczyne zgonu, lub do daty zakonczenia obserwacji (tj. 30.06.2020);

e przezycie wolne od choroby (DFS) - czas od daty operacji do daty stwierdzenia
obiektywnego nawrotu choroby w jakiejkolwiek postaci lub daty zgonu, badz daty
zakonczenia obserwacji (tj. 30.06.2020).

4.2.2  Badanie histologiczne

Materiat  histopatologiczny obejmowat preparaty mikroskopowe barwione
hematoksyling i eozyng oraz dodatkowe badania histochemiczne i immunohistochemiczne.
W kazdym przypadku dostgpne byly wszystkie preparaty z materiatu operacyjnego, w tym
wycinki z guza. W 99 przypadkach pobrane wycinki zawieraty brzeg guza z przylegajacym
migzszem phuca do oceny STAS. W 8 przypadkach nie mozna byto oceni¢ STAS ze wzgledu
na zbyt waski margines otaczajacego migzszu lub lokalizacj¢ wewnatrzoskrzelowa, bez cech
naciekania migzszu ptuca. Po powtdrnej ocenie preparatow mikroskopowych, w potaczeniu
z badaniem immunohistochemicznym, ustalano podtyp histologiczny raka wystepujacy w guzie
1 typ utkania migsakowatego. Materiat reklasyfikowano zgodnie z klasyfikacja nowotwordéw
ptuca, oplucnej, grasicy i serca WHO z 2015r. Stosowane kryteria oceny nie réznity si¢ od
zawartych w aktualnej klasyfikacji guzow klatki piersiowej z 2021r. W przypadku
wystepowania dwoch i wigcej komponentow utkanie okre$lano jako mieszane. Stopien
zaawansowania choroby we wszystkich przypadkach oceniano wg obowiazujacej klasyfikacji

TNM z 2017r. (edycja 8) (zalacznik 1).

W kazdym przypadku dodatkowo oceniano:

¢ typ utkania nablonkowego i migsakowatego, z szacunkowg oceng ich rozleglosci;

e obecnos¢ inwazji naczyh rozumiang jako obecnos$¢ zatorow z komorek raka w naczyniach
krwiono$nych (ang. blood vessels invasion, BVI) 1 limfatycznych (ang. lymphatic vessels
invasion, LVI);

e naciekanie oplucne;j;
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rozleglo$¢ pol martwicy wg skali: 0 - brak martwicy lub drobne ogniska <10%; 1 - pola
martwicy do 25%; 2 - pola martwicy do 50%; 3 - rozlegle pola martwicy obejmujace
powyzej 50% guza;

nacieki zapalne 1 ich nasilenie wg skali: 0 skape - nieliczne komoérki limfo-plazmocytarne
rozproszone w obrgbie guza, widoczne pod powigkszeniem x10; 1 stabo nasilone - komorki
limfo-plazmocytarne widoczne pod powigkszeniem x10 w postaci drobnych skupien, nie
w kazdym polu widzenia, 2 $rednio nasilone - komorki limfo-plazmocytarne lub
granulocyty oboj¢tnochtonne widoczne rozproszone lub w drobnych skupieniach pod
powiekszeniem x10 w kazdym polu widzenia, 3 intensywne - nasilony naciek limfo-
plazmocytarny widoczny pod powigkszeniem x4;

szerzenie si¢ raka drogami powietrznymi (STAS). Oceniano migzsz ptucny z brzegiem guza
pod powigkszeniem x100. Brzeg guza wyznaczano prowadzac umowna, zakrzywiong lini¢
(fot. 12, fot. 13). Za zmiany STAS uznawano: luzno lezace drobnobrodawkowate grupy,
lite gniazda lub pojedyncze komorki nowotworowe w $wietle przestrzeni powietrznych
migzszu, poza brzegiem glownego guza, bez wzglgdu na odleglto$¢ od brzegu, takze

W pierwszej przestrzeni powietrznej (11).

Fot. 12 STAS. Brzeg guza oznaczono cigglg linig. Grupy i pojedyncze komorki raka
w przestrzeniach powietrznych oznaczone okregiem. Barwienie HE, pow. x50
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Ulozone przypadkowo, rozproszone grupy komorek o ostrych brzegach lub grupy,
komorki gromadzace si¢ na brzegu preparatu oraz linijnie uktadajace si¢ komorki odtuszczone

od $ciany pecherzykéw byly uznawane za artefakty (fot. 14).

AP T e

Fot. 14 Artefakty. Barwienie HE, pow. x100

Dodatkowo okre$lano liczbe ognisk STAS wg zasad zaproponowanych przez Uruga
1 wsp. (59) tj. po wybraniu pol z najwigksza liczbg STAS oceniano ich liczbe pod
powigkszeniem x200 w reprezentatywnym polu widzenia. Materiat byt kwalifikowany jako:

brak STAS, niski STAS (ang. low STAS, 1s) gdy liczba gniazd, struktur brodawkowatych lub
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pojedynczych komodrek wynosita 1-4 w polu widzenia oraz wysoki STAS (ang. high STAS, hs)
gdy wynosita 5 lub wiece;.

4.2.3 Badanie immunohistochemiczne

Z kazdego przypadku wybierano bloczek lub dwa bloczki parafinowe zawierajace
reprezentatywne utkanie nabtonkowe i migsakowate. Wszystkie odczyny wykonywano ta sama
metoda: skrawki parafinowe grubosci 3,5um umieszczano na szkietkach silanizowanych, po
procesie wygrzewania w cieplarce w temp 60°C przez 30 minut, poddawano standardowemu
opracowaniu w procesorze Benchmark UltraGX ROCHE przy zastosowaniu zestawu
detekcyjnego: ultraView Universal DAB Detection Kit ROCHE. Reakcje z przeciwciatami
gotowymi do uzycia przeprowadzono wg zalecanej procedury producenta, a z przeciwciatami
PD-L1 i ZEB1 w oparciu o opracowany i zwalidowany laboratoryjnie protokét postepowania.
Badania wykonywano z kontrolg pozytywna zewngtrzng lub wewnetrzng, a w przypadku oceny
ekspresji PD-L1 takze z kontrola negatywng. W przypadku watpliwosci co do wiarygodnosci

reakcji, badanie powtarzano na §wiezo skrojonym skrawku.
W kazdym przypadku zastosowano ten sam panel przeciwciat przeciwko badanym antygenom:

e AFEI1/AE3 - mieszanka cytokeratyn o szerokim spektrum, czyli nierozpuszczalnych
w wodzie bialek fibrylarnych stanowigcych podstawe cytoszkieletu komorki,

wytwarzanych przez komorki nabtonkowe prawidtowe i nowotworowe;

e E-kadheryna - kadheryna nablonkowa - jedno z biatek przezbtonowych odpowiedzialnych
za adhezje komorkowa, czyli tworzenie potaczen miedzy komorkami nabtonkowymi i ich
wzajemne przyleganie;

e TTFI - (ang. thyroid transcription factor 1) - biatko transkrypcyjne regulujace morfogeneze
nabtonka ptlucnego i rozwoj tarczycy, obecne w komorkach raka gruczotowego ptuc;

e p40 - izoforma p63, nalezaca do rodziny gendéw supresorowych p53, wystepujaca przede
wszystkim w nabtonku wielowarstwowym ptaskim, w tym w komorkach raka ptaskona-
btonkowego;

e wimentyna - podstawowe biatko filamentow posrednich, obecne w komorkach pochodzenia
mezynchymalnego;

e PD-LI - ligand receptora programowanej $mierci komorek (ang. programmed death-ligand
1), biatko blonowe wystepujace na powierzchni komorek immunokompetentnych
1 nowotworowych, ktore prowadzi do aktywacji czasteczki PD-1 (CD279), czyli receptora
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programowanej $mierci komorek, odpowiedzialnego za przekazanie sygnalu hamujacego

aktywnos$¢ limfocytu;

e ZEBI - czynnik transkrypcyjny dzialajacy jako czynniki hamujacy ekspresje E-kadheryny,

przez co indukuje i promuje przemian¢ nabtonkowo-mezenchymalna.

Charakterystyke stosowanych przeciwcial przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Charakterystyka stosowanych przeciwciat

Przeciwcialo Producent/ T Jciala Forma Tvp reakcii Rodzaj kontroli
W klon ypp p/ciala yp ! dodatniej
AE1/AE3 ROCHE Poliklonalne/  |RTU (ang. | Cytoplazmaty- |Kontrola
mieszanina ready to  |cznaiblonowa |wewng¢trzna -
cytokeratyny use) nabtonek
AEl, AE3, oskrzelowy
PCK26 i pecherzykow
ptucnych
E-kadheryna | VENTANA |Monoklonalne/ |RTU Cytoplazmaty- |Pier$
36 czna i blonowa
TTF-1 ROCHE Monoklonalne/ |RTU Jadrowa Tarczyca
SP141
p40 ROCHE Monoklonalne/ |RTU Jadrowa Migdatek
BC28
Wimentyna |CONFIRM |Monoklonalne/ |RTU Cytoplazmaty- |Kontrola
V9 czna i blonowa |wewngtrzna
PD-L1 PERLAN |Monoklonalne/ |Stezone Blonowa Lozysko
22C3 Rozcien-
czenie
1:50
ZEB1 Invitrogen |Poliklonalne/  |Stezone/ |Jadrowa Rak piersi
PA5-96366 Rozcien-
czenie
1:400
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Ekspresje antygendw oceniano w mikroskopie §wietlnym - Olympus BX 53, oddzielnie

dla komponentu nablonkowego 1 migsakowego.

Odczyny immunohistochemiczne, z wyjatkiem ekspresji biatka PD-L1, oceniano wg

nastepujacych zasad:

e za dodatnig reakcj¢ uznawano obecno$¢ bragzowego zabarwienia w obrebie komorek
nowotworowych we wlasciwej dla danego antygenu lokalizacji;

e nasilenie zabarwienia oceniano wg trdjstopniowej skali: 1 - stabe (widoczne dopiero przy
uzyciu powigkszenia x100); 2 - $rednie (widoczne przy powigkszeniu x40); 3 - silne
(wyraznie widoczne przy powigkszeniu x40) (74);

e rozleglos¢ reakcji oceniano szacujac liczbe zabarwionych komorek wg schematu: Opkt
0-9%; 1pkt 10-25%; 2pkt 26-50%; 3pkt 51-75%; 4pkt 76-100% (12), (34);

e w celu zmniejszenia wptywu subiektywizmu na oceng, za dodatni odczyn uznawano
przypadki, gdy iloczyn nasilenia i rozlegto$ci wynosit > 2 (74),

e W ostatecznej ocenie odczynu przyjeto: za niska ekspresje, jesli iloczyn nasilenia

i rozleglosci wynosil < 8, a za wysoka ekspresje¢ jesli byt > 8 (74).

Oceng PD-L1 przeprowadzono wg nast¢pujacych zasad:

e za dodatnig reakcj¢ uznawano obecno$¢ brazowego zabarwienia w obrgbie btony
komorkowej komoérek nowotworowych, bez wzgledu na stopien nasilenia reakcji (1+, 2+,
3+) (fot. 15);

e oceniano odsetek komorek raka wykazujacych jakikolwiek dodatni odczyn blonowy
w stosunku do wszystkich komoérek raka widocznych w preparacie (ang. Tumor Proportion
Score, TPS);

e wyniki interpretowano jako: odczyn ujemny, gdy TPS < 1%, odczyn staby, gdy TPS
wynosit 1-49% oraz silny gdy TPS > 50%.
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SRR

15 Nasile

)

Fot. nie reakcji z przeciwciatem PD-L1. Pow. x100

4.2.4 Metody statystyczne
Analize statystyczng przeprowadzono w programie R, wersja 4.0.3 (87).

Analizg zmiennych ilo$ciowych (tj. wyrazonych liczbg) przeprowadzono wyliczajac

$rednig, odchylenie standardowe, mediang, kwartyle, minimum oraz maksimum.

Analiz¢ zmiennych jako$ciowych (tj. niewyrazonych liczbg) przeprowadzono

wyliczajac liczbg 1 procent wystapien kazdej z wartosci.

Poréwnanie warto$ci zmiennych jakosciowych w grupach wykonano za pomoca testu
chi-kwadrat (z korekta Yatesa dla tabel 2x2) lub doktadnego testu Fishera tam, gdzie w tabelach

pojawialy si¢ niskie licznosci oczekiwane.

Poréwnanie warto$ci zmiennych ilosciowych w dwdéch grupach wykonano za pomoca

testu Manna-Whitney’a.

Poréwnanie warto$ci zmiennych ilosciowych w trzech i wiecej grupach wykonano za
pomoca testu Kruskala-Wallisa. Po wykryciu istotnych statystycznie roéznic wykonywano

analize post-hoc testem Dunna w celu zidentyfikowania réznigcych si¢ istotnie statystycznie

grup.

Poréwnanie krzywych Kaplana-Meiera wykonano za pomoc3 testu LR (log-rank).
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Analiz¢ wptywu zmiennych ilo§ciowych na czasy przezy¢ (OS i DFS) wykonano za
pomoca modelu hazardéw proporcjonalnych Coxa. Wyniki przedstawiono w postaci wartosci

parametrow HR z 95-procentowym przedziatem ufnosci.

W analizie przyj¢to poziom istotnosci 0,05, a wiec wszystkie wartosci p ponizej 0,05

interpretowano jako $wiadczace o istotnych zaleznosciach.
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5. Wyniki

5.1 Dane kliniczne

Badang grupe stanowito 107 chorych, w tym 67 mezczyzn i 40 kobiet. Pacjenci mieli
od 38 do 82 lat, srednia wieku wynosita 64,3 lata i byla zblizona w grupie kobiet - 64,5 lat
1 megzczyzn - 64,2 lata. Mediana wieku dla catej populacji oraz oddzielnie dla grupy kobiet

1 me¢zczyzn wynioslta 65 lat.

W okresie 2000-2020 w Krajowym Rejestrze Rakéw Pluca zarejestrowano 8002
przypadkéw operowanych rakéw pluc, w tym 131 przypadkoéw raka pleomorficznego lub

sarkomatoidnego, co stanowi 1,6%.

W Krajowym Rejestrze Nowotworéow w okresie 2000-2017 zarejestrowano 168
przypadkoéw raka wielopostaciowego oraz 12 raka olbrzymio- i wrzecionowatokomoérkowego.
W przewazajacej wigkszos$ci nie byto informacji nt. stopnia zaawansowania (94% przypadkow)
oraz leczenia (70% przypadkéw), co uniemozliwialo wykorzystanie uzyskanych informacji do

dalszej analizy.

Dane dotyczace objawdw klinicznych dostepne byty w historii choroby u 101 chorych,
przy czym wigkszos¢ osob (ok. 75%) zgtaszala wigcej niz jeden objaw. Najczesciej pacjenci
skarzyli si¢ na kaszel (35), krwioplucie (26), ostabienie i zmniejszenie tolerancji wysitku (23),
bol w klatce piersiowej (20), spadek masy ciata (19), stany podgoraczkowe (18), dusznosc¢ (13).
Jedynie u dwdch oséb powodem rozpoczgcia diagnostyki byty nawracajace lub przedtuzajace
si¢ zapalenia pluc. Inne rzadkie objawy to: pocenie - 1 i bole barku - 2 przypadki. Jeden pacjent
zostal przyjety do szpitala z powodu powtarzajacych si¢ epizodéw naglego zatrzymania
krazenia, co bylo zwigzane z okresowym zamknigciem oskrzela gltoéwnego przez guz
wewnatrzoskrzelowy. Dwudziestu szesciu (ok. 26%) pacjentdow nie zglaszalo Zzadnych
dolegliwosci, guz ptuca wykryto przypadkowo w trakcie diagnostyki innych choréb lub
w ramach rutynowych badan kontrolnych pracowniczych, badz zlecanych przed wyjazdem do

sanatorium.

Dane dotyczace palenia papierosow dostgpne byty u 81 pacjentdéw, z czego jedynie
6 0sob (7,4%) nigdy nie palito, a kolejne 22 nie palito od minimum roku (tj. od 2-30 lat).
Aktywnymi palaczami pozostawalo 53 chorych. Liczba wypalanych paczkolat wahata si¢ od
10 do 100 i wynosita $rednio ok. 44 paczkolata, mediana 40. Jeden chory zgtaszat dodatkowo
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narazenie na dzialanie azbestu, ale w historii choroby nie znaleziono bardziej szczegdétowych

informacji dotyczacych czasu narazenia.

U 61 chorych (57%) nowotwoér byt zlokalizowany w prawym phucu, a u 46 (43%)
w lewym, najczes$ciej w ptatach gornych - 55 przypadkow (51,4%), rzadziej w platach dolnych
- 39 (36,4%), jedynie w 3 przypadkach (2,8%) w ptacie srodkowym oraz w 3 w placie
srodkowym 1 dolnym (2,8%). W wigkszosci przypadkow (78,5%) nowotwor potozony byt

obwodowo, tylko u 7 pacjentow znajdowat si¢ wewnatrzoskrzelowo (6,5%).

Najczgstszym zabiegiem operacyjnym byta lobektomia z usunigciem weztdw
regionalnych - 93 przypadki (86,9%), a nastepnie pneumonektomia - 10 (9,4%). Jedynie
u trzech pacjentow wykonano bilobektomie (2,8%), u jednego chorego tumorektomig (0,9%).
U 11 chorych (10,3%) operacja nie byta radykalna i w badaniu mikroskopowym stwierdzano

zajg¢cie marginesOw chirurgicznych (R1).

Dane dotyczace okresu po zakonczonym leczeniu operacyjnym byty dostepne u 70
pacjentdw, z czego wznowa miejscowa wystgpita u 8 chorych, a przerzuty odlegle u 23
chorych. Czas do wystapienia wznowy wynosit $rednio 2,6 lat (SD=2,21), a do wystapienia
przerzutow 1,24 lata (SD=1,63). Wyniki przedstawiajg tabela 3 oraz tabela 4.

Tabela 3. Czas od zabiegu operacyjnego do wystgpienia wznowy

Czas do wystapienia wznowy [lata]

Brak |,
N ra Srednia SD |Mediana| Min Max Q1 Q3
WZNnowy
8 99 2,6 2,21 2,55 0,28 5,12 0,47 4,71

Tabela 4. Czas od zabiegu operacyjnego do wystgpienia przerzutow

Czas do wystapienia przerzutow [lata]

N Brak . Srednia| SD |Mediana| Min Max Q1 Q3
przerzutow
23 84 1,24 1,63 0,5 0* 5,14 0,35 1,02

*chora z rozpoznanym przerzutem w trakcie hospitalizacji po operacji
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U 3 chorych wznowie miejscowe] towarzyszyly zmiany przerzutowe. W grupie
pacjentdw ze wznowg jedynie 2 chorych (25%) bylo operowanych pierwotnie nieradykalnie
z cechg R1, a w grupie chorych z przerzutami 4 chorych (17%). U jednej chorej przerzuty
wykryto tuz po zabiegu operacyjnym. U 9 pacjentow stwierdzono przerzuty wieloogniskowe.
Opisywane przerzuty wystepowaly w: plucach (7), weztach chlonnych klatki piersiowej (4),
innych odlegtych grupach weztow chtonnych (3), Zebrach i §cianie klatki piersiowej (4), innych
kosciach (2), optucnej (3), nadnerczach (4), watrobie (3), jelicie cienkim (1), osrodkowym

uktadzie nerwowym (3).
5.2 Stopien zaawansowania

Srednica badanych guzéw wahata si¢ od 1,5 do 18cm i $rednio wynosita ok. 6cm,

mediana 5,5cm.

Najliczniejsza grupe stanowily guzy z cecha pT2 - 40 przypadkow (37,4%),
a nastgpnie zmiany pT3 - 30 przypadkéw (28%) 1 pT4 - 33 (30,8%). Tylko 4 przypadki (3,7%)
zostaly zakwalifikowane do grupy pTl. U 45 chorych (42,1%) stwierdzono przerzuty do

weztéw chtonnych regionalnych.

Najczesciej stwierdzono III stopien zaawansowania klinicznego (51,4% chorych).
Stopnie I, IT i IV wystepowaly odpowiednio u: 16,8%, 30,8% 1 0,9% chorych. Do analizy

statystycznej potaczono pacjentow w trzy grupy wg stopnia zaawansowania [-II-IT1I/IV.

Stopnie zaawansowania patologicznego i1 klinicznego w badanej grupie chorych

przedstawiono w tabeli 5.
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Tabela 5. Stopnie zaawansowania patologicznego i klinicznego w badanej grupie chorych,
wg klasyfikacji TNM 8 edycja, 2017 UICC

Parametr Lacznie (N=107)
pT1b 2 (1,87%)
pTlc 2 (1,87%)
pT2 1 (0,93%)
pT pT2a 18 (16,82%)
pT2b 21 (19,63%)
pT3 30 (28,04%)
pT4 33 (30,84%)
pNO 61 (57,01%)
pN1 28 (26,17%)
pN
pN2 17 (15,89%)
pNx 1 (0,93%)
IA2 2 (1,87%)
IA3 2 (1,87%)
IB 14 (13,08%)
A 11 (10,28%)
Stopien zaawansowania 1B 22 (20,56%)
[IA 44 (41,12%)
111B 10 (9,35%)
1IcC 1 (0,93%)
IVA (0,93%)
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Nie stwierdzono statystycznie znamiennej zalezno$ci pomigdzy stopniem
zaawansowania guza a picia, wiekiem oraz umiejscowieniem w zaleznos$ci od plata, strony oraz
lokalizacji centralnej lub obwodowej (p>0,05). U 76 chorych (71%) stwierdzono naciekanie
ophucnej, w tym u 38 pacjentéw zdiagnozowano przekraczanie optucnej trzewnej, a u 13 takze

naciekanie oplucnej §cienne;.
5.3 Typy histologiczne utkania

W badaniu mikroskopowym obserwowano r6znorodne utkania komponentu
nabtonkowego 1 migsakowego, przy czym wielokrotnie dokladne rozroznienie obu
komponentéw bylo bardzo trudne. W przypadku obecnosci struktur umozliwiajacych
okreslenie postaci morfologicznej raka, utkanie to nazwano ,zréznicowanym”. W 22
przypadkach nie znaleziono zrdéznicowanego komponentu nabtonkowego. W 6 przypadkach
obecne byto utkanie kolizyjne raka gruczotowego i ptaskonablonkowego lub raka gruczotowo-
ptaskonablonkowego, przypadki te ujeto w jedng grupe - typ mieszany. Udzial poszczegdlnych

typow utkania nabtonkowego w badanej grupie przedstawia tabela 6.

Tabela 6. Udziat poszczegolnych typow utkania nabtonkowego w badanych guzach

Typ utkania nablonkowego n %
AC - rak gruczotowy 30 35,29%
LCC - rak wielkokomorkowy 10 11,76%
SCC - rak ptaskonabtonkowy 39 45,88%
ME - mieszane utkanie nablonkowe 6 7,06%

AC - rak gruczotowy (ang. adenocarcinoma), LCC - rak wielkokomorkowy (ang. large cell carcinoma),
SCC - rak ptaskonabtonkowego (ang. squamous cell carcinoma), ME - mieszane utkanie nabtonkowe: ACC i SCC
Iub rak gruczotowo-ptaskonabtonkowy

Utkanie nabtonkowe stanowito 1-90% guza, $rednio ok. 35,6% (mediana 30), w 19

przypadkach (17,8%) byto widoczne jedynie ogniskowo i stanowito < 10%.

Komponent migsakowaty w wigkszosci przypadkow (ok. 56%) skladal sig

z mieszanego utkania wrzecionowato- i olbrzymiokomorkowego (tabela 7).
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Tabela 7. Udziat poszczegolnych typow utkania migsakowatego w badanych guzach

Typ utkania mi¢sakowatego n %
gc - utkanie olbrzymiokomdrkowe 17 15,89%
sc - utkanie wrzecionowatokomoérkowe 30 28,04%
ms - utkanie mieszane 60 56,07%

gc - utkanie olbrzymiokomorkowe (ang. giant cell), sc - utkanie wrzecionowatokomorkowe (ang. spindle cell),
ms - utkanie migsakowate mieszane gc i sc

Utkanie wrzecionowatokomorkowe wystepowalo najczes$ciej w polaczeniu z rakiem
ptaskonablonkowym. Poza tym nie zaobserwowano wyraznego zwiagzku typu zréznicowanego
komponentu nabtonkowego z typem komponentu migsakowatego. W 5 przypadkach
stwierdzono wytacznie utkanie olbrzymiokomoérkowe, w 2 tylko wrzecionowatokomoérkowe,
co odpowiada rozpoznaniu odpowiednio raka olbrzymiokomorkowego i wrzecionowato-
komorkowego. Przypadki te wlaczono do grupy guzow bez zréznicowanego komponentu
nabtonkowego, wraz z guzami o wylacznie mieszanym utkaniu migsakowatym. Rozktad typow

utkania nabtonkowego i migsakowego przedstawia tabela 8.

Tabela 8. Rozkitad typow utkania nabtonkowego i migsakowego w badanych guzach

Typ utkania Typ utkania mi¢sakowatego
nablonkowego
gc sc ms

AC 8 (7,48%) 5 (4,67%) 17 (15,89%)
LCC 0 (0,00%) 3 (2,80%) 7 (6,54%)
SCC 4 (3,74%) 17 (15,89%) 18 (16,82%)
ME 0 (0,00%) 3 (2,80%) 3 (2,80%)

Brak komponentu 5 (4,67%) 2 (1,87%) 15 (14,02%)

AC - rak gruczotowy (ang. adenocarcinoma), LCC - rak wielkokomorkowy (ang. large cell carcinoma),
SCC - rak ptaskonabtonkowego (ang. squamous cell carcinoma), ME - utkanie nablonkowe mieszane: ACC i SCC
Iub rak gruczotowo-ptaskonabtonkowy, gc - utkanie olbrzymiokomoérkowe (ang. giant cell), sc - utkanie
wrzecionowatokomorkowe (ang. spindle cell), ms - utkanie mi¢gsakowate mieszane gc i sc

Nie stwierdzono korelacji typu histologicznego komponentu nabtonkowego oraz

migsakowatego a rozleglo§cia martwicy, stopniem naciekania oplucnej, inwazja naczyn
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krwionosnych, obecno$cig lub brakiem STAS, ekspresja ZEBI, wielko$cia zmiany oraz
stopniem zaawansowania (p>0,05). Inwazja naczyn limfatycznych wystepowata najczesciej
w przypadkach raka mieszanego, a najrzadziej w raku wielkokomérkowym (p=0,028). Typ
utkania migsakowatego nie miat istotnego zwigzku z obecnoscig inwazji naczyn limfatycznych

(p=0,258).
5.4 Obecnos¢ martwicy

Martwica w wigkszos$ci przypadkow (ok. 74%) obejmowata ponad Y4 powierzchni
wycinkéw, $Srednio ok. 42%. Jedynie w ok. 10% guzow byla nieobecna lub niewielka jak

przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Nasilenie martwicy w badanych guzach

Parametr L.acznie (N=107)
$r+SD 41,74424,09
Martwica [%] mediana 40

kwartyle 20-60

Do 10% 11 (10,28%)
11-25% 17 (15,89%)

Martwica

26-50% 42 (39,25%)

>50% 37 (34,58%)

Analiza statystyczna wykazala, Ze istnieje znamienny statystycznie zwigzek pomigdzy
stopniem zaawansowania patologicznego pT (p<0,001) i klinicznego (p=0,017) a rozlegtoscia
martwicy: im wigksze nasilenie martwicy tym wyzszy stopien pT i stopien zaawansowania

klinicznego (rycina 1).
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Rycina 1. Rozleglos¢ martwicy w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego

Nie wykazano zwigzku pomigdzy nasileniem martwicy a typem histologicznym raka
typem komponentu migsakowatego, obecnos$cia inwazji naczyn krwiono$nych i limfatycznych,

obecnos$cig przerzutdéw do weztow chlonnych - pN, obecnoscia STAS ani ekspresja ZEBI.

W analizie OS i DFS przyjeto punkt odcigcia na poziomie 25%, podobnie jak

w pracach innych autorow (9).
5.5 Inwazja naczyn limfatycznych i krwionosnych

W ok. 78,5% przypadkéw obserwowano zatory z komorek raka w $wietle naczyn
limfatycznych lub krwiono$nych, przy czym inwazja naczyn krwiono$nych byta zjawiskiem

czgstszym (ok. 73%) niz inwazja naczyn limfatycznych (ok. 48%) (tabela 10).

Tabela 10. Inwazja naczyn limfatycznych (LVI) i krwionosnych (BVI)

Parametr Lacznie (N=107)

Brak 56 (52,34%)

LVI
Obecna 51 (47,66%)
Brak 29 (27,10%)

BVI
Obecna 78 (72,90%)
Brak LVIiBVI 23 (21,50%)

Tylko LVI 6 (5,61%)
LVI/BVI
Tylko BVI 33 (30,84%)
LVIiBVI 45 (42,06%)
Brak 23 (21,50%)
LVI lub BVI

Obecne 84 (78,50%)
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Analiza statystyczna wykazata, ze inwazja naczyn limfatycznych byta znamiennie
czestsza (p=0,028) w guzach z mieszanym i zlozonym komponentem raka, a rzadsza
w przypadkach z utkaniem raka wielkokomorkowego. Wystepowanie LVI w poszczegdlnych

typach histologicznych raka obrazuje rycina 2.

LVI: Brak | | [ |
LVI: Obecna | [ | [

[ I | I I |
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Typ komponentu nablonkowego
O AC 0O LcC O ScC @ ME

Rycina 2. Czestos¢ inwazji naczyn limfatycznych w zaleznosci od typu utkania nablonkowego

W przypadku inwazji naczyn krwiono$nych nie wykazano zwiazku z typem
histologicznym raka, natomiast w grupie z BVI wielko$¢ guza (mierzona najwigkszym jego

wymiarem) byta istotnie wigksza (p=0,001), podobnie jak stopien pT (p=0,002) (rycina 3,

e

Brak Obecna
BVI
B Mediana [0 Kwartyle T Zakres

rycina 4).
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Rycina 3. Inwazja naczyn krwionosnych wobec srednicy guza

BVI:Brak | [ [] | [ ] |
BVIL: Obecna || | | |

[ I | I I I
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Rycina 4. Inwazja naczyn krwionosnych wobec stopnia zaawansowania pT
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Nie wykazano zwigzku pomigdzy obecno$cig inwazji naczyh limfatycznych i/lub
krwiono$nych a typem komponentu migsakowatego, nasileniem martwicy, obecnos$cig

przerzutow do weziow chtonnych pN, obecnoscia STAS ani ekspresja ZEBI.

5.6 Badania immunohistochemiczne

Wykonane badania immunohistochemiczne oceniano w kontek$cie utkania
nabtonkowego 1 migsakowatego. Dodatkowo analizowano nasilenie 1 rozleglos¢ reakcji.

Uzyskane sumaryczne wyniki przedstawiono w tabeli 11 oraz tabeli 12.

Tabela 11. Ekspresja badanych markerow immunohistochemicznych w komponencie

nabtonkowym i miesakowatym

ekspresja
dodatnia .
rodzaj 2111111 :VV]; tylko w E tylko w S wEiS
markera
3 14 19 71
AE1/AE3 (2.80%) (13,08%) (17,76%) (66,36%)
wimentyna 15 0 43 49
y (14,02%) (0,00%) (40,19%) (45,79%)
52 15 17 23
TTF1 (48.60%) (14,02%) (15.89%) (21,50%)
40 58 18 3 28
P (54.21%) (16.82%) (2.80%) (26,17%)
2 40 5 40
E-kadheryna (20.56%) (37.38%) (4.67%) (37.38%)
48 0 56 3
ZEB1 (44.86%) (0,00%) (52.34%) (2.80%)

E - komponent nablonkowy, S - komponent migsakowaty
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Tabela 12. Wspolczynnik ekspresji badanych markerow immunohistochemicznych
w komponencie nabtonkowym i migsakowatym (stopien nasilenia reakcji x rozleglosc¢ reakcji)

komponent nablonkowy - E komponent mi¢sakowaty - S
n:.;)l('llf:j a wspolczynnik ekspresji wspolczynnik ekspresji
wysoki niski brak wysoki niski brak
>8 <8 reakcji* >8 <8 reakcji
AE1/AE3 83 2 0 75 15 17
wimentyna 24 25 36 90 2 15
TTF1 33 5 47 22 18 67
p40 39 7 39 22 9 76
E-kadheryna 72 8 5 31 14 62
Zebl 1 2 82 39 20 48

*w 22 przypadkach w guzie nie stwierdzono komponentu nabtonkowego - E

Jedynie w 3 guzach, bez widocznego komponentu nabtonkowego, nie stwierdzono
ekspresji cytokeratyny AE1/AE3 1 E-kadheryny, a wylacznie ekspresj¢ wimentyny.
W pozostatych przypadkach reakcja z przeciwciatem AE1/AE3 w komponencie nabtonkowym
byta dodatnia i silnie nasilona, poza 2 guzami o stabym nasileniu reakcji. Odczyn na AE1/AE3
w komponencie migsakowatym byt dodatni w 90 przypadkach (ok. 84%), ale w 17 guzach byt
stabo nasilony lub widoczny jedynie ogniskowo (ekspresja staba, wskaznik ekspresji < 8) (fot.

16, fot. 17).

Barwienie IHC: AEI/AE3, pow. x50
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Fot. 17 Ekspresja wimentyny w komponencie nabtonkowym i miesakowatym w tym samym
guzie. Barwienie IHC: wimentyna, pow. x50

Reakcja na wimentyne byta dodatnia w komponencie nabtonkowym w ok. 58%
przypadkdéw z obecnos$cig tego komponentu, natomiast ujemna w komponencie migsakowatym
w 15 przypadkach, przy czym 12 z nich wykazywalo réznicowanie plaskonabtonkowe
z nasilona, rozlang ekspresja p40 i E-kadheryny w obu typach utkania, a 3 utkanie gruczotowe

z nasilona, rozlang ekspresja TTF-1 1 E-kadheryny w obu typach utkania.

Ekspresje TTF1 1 p40 stwierdzono zaro6wno w komponencie nablonkowym,
jak 1 migsakowatym w zblizonej liczbie przypadkow, natomiast koekspresje obu markeréw
w tych samych komoérkach obserwowano jedynie w 2 przypadkach w utkaniu nabtonkowym

oraz 2 w utkaniu mi¢sakowatym.

Ekspresja E-kadheryny w komponencie nablonkowym byta zblizona do ekspresji

AEI1/AE3, jednak wyraznie stabsza i rzadsza w komponencie mi¢sakowatym.

Dodatnig reakcj¢ z przeciwciatem ZEB1 w utkaniu migsakowatym obserwowano
w ok. 55% guzdéw, a w komodrkach zréznicowanego raka jedynie w 3 przypadkach. Koekspresje
ZEB1 1 E-kadheryny w tych samych komoérkach stwierdzono w 3 przypadkach, w 2
przypadkach w komponencie mi¢sakowatym i w 2 w nablonkowym, przy czym obie reakcje

byly stabo nasilone. Fot. 18 oraz fot. 19 przedstawiaja dodatnig ekspresj¢ ZEB1.
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Fot. 19 Dodatnia ekspresja ZEB1 w komponencie wrzecionowatokomorkowym (strzatka
czerwona) i ujemna w komponencie ptaskonabtonkowym (strzatka czarna).
Barwienie IHC: ZEBI, pow. x50

Dodatnig ekspresje¢ badanych markeréw immunohistochemicznych w poszczegdlnych

typach utkania histologicznego przedstawia tabela 13.
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Tabela 13. Dodatnia ekspresja badanych markerow immunohistochemicznych
w poszczegolnych typach utkania histologicznego

AC SCC LCC ME gc sc ms
n=30 n=39 n=10 n=6 n=17 n=30 n=60
30 39 10 6 15 23 52
AEVAES | (100%) | (100%) | (100%) | (100%) | (88.24%) | (76.67%) | (86.67%)
wimentyna 17 20 7 5 14 25 53
56.67% | (51.28%) | (70.00%) | (83.33%) | (82.35%) | (83.33) | (88.33%)
T 28 7 0 4 7 8 25
(93.33%) | (17.95%) | (0.00%) | (66,67%) | (41.18%) | (26.67%) | (41.67%)
0 2 38 ! 5 4 12 16
P (6.67%) | (97.44%) | (10.00%) | (83.33%) | (23.53%) | (40.00%) | (26.67%)
Etadhervna |2 39 6 6 8 13 24
Y02 | 96,67%) | (100%) | (60.00%) | (100%) | (47.06%) | (43.33%) | (40,00%)
JEBI 0 2 ! 0 12 14 33
(0.00%) | (5.13%) | (10.00%) | (0.00%) | (70,59%) | (46.67%) | (55.00%)

AC - rak gruczotowy (ang. adenocarcinoma), LCC - rak wielkokomorkowy (ang. large cell carcinoma),
SCC - rak ptaskonabtonkowego (ang. squamous cell carcinoma), ME - utkanie nablonkowe mieszane: ACC i SCC
Iub rak gruczotowo-ptaskonabtonkowy, gc - utkanie olbrzymiokomoérkowe (ang. giant cell), sc - utkanie
wrzecionowatokomorkowe (ang. spindle cell), ms - utkanie mi¢gsakowate mieszane gc i sc

Ze wzgledu na ekspresj¢ AEI/AE3 1 wimentyny w utkaniu nabtonkowym
1 migsakowatym, podzielono wszystkie przypadki na cztery grupy immunohistochemiczne - co
prezentuje tabela 14 - oraz poddano analizie statystycznej. Nie stwierdzono znamiennej
statystycznie zaleznos$ci (p>0,05) z: wielko$cig zmiany, stopniem zaawansowania, obecnoscia
lub brakiem inwazji naczyn krwiono$nych i limfatycznych, ekspresja PD-L1 i obecno$cia
STAS. Stwierdzono natomiast istotny zwigzek ekspresji ZEB1 z profilem ekspresji AE1/AE3
1 wimentyny (p<0,001); ZEB1 najczesciej byl dodatni w grupie 1, nieco rzadziej w 3 1 2,
a najrzadzie] w 4, w ktorej nie obserwowano ekspresji wimentyny. Podzial, liczebnos$¢ grup

i ekspresje ZEB1 przedstawia tabela 14.
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Tabela 14. Podziat, liczebnos¢ i ekspresja ZEB1 w wydzielonych grupach
immunohistochemicznych

IHC AE1/AE3 wimentyna n % ZEBI1(-) ZEB1(+)
15
- 0 0
Grupa 1 E+, E(-), S(+) 21 19,63% 6 (28,57%) (71.43%)
Grupa 2 E+ E(+), S(+) 49 45,79% | 20 (40,82%) 29
’ ’ ’ (59,18%)
Brak 15
0 0
Grupa 3 kompl(:jnentu S(+) 22 20,56% 7 (31,82%) (68.18%)
Grupa 4 E(+) E(-), S(-) 15 14,02% | 15(100,00%) | 0(0,00%)

E - komponent nablonkowy, S - komponent migsakowaty

Ekspresja ZEB1 i E-kadheryny w komponencie migsakowatym nie miaty statystycznie
znamiennego zwigzku ze stopniem zaawansowania, rozleglosciag martwicy, inwazja naczyn
limfatycznych i krwiono$nych, inwazja optucnej, ekspresja PD-L1 oraz obecno$cig lub brakiem
STAS (p>0,05). Nie wykazano rowniez zwiazku silnej ekspresji ZEB1 (wskaznik > 8)
z wymienionymi powyzej parametrami. W guzach z dodatnig ekspresja ZEB1 rzadziej
obserwowano przerzuty do wezidw chtonnych (p=0,033) w stosunku do grupy z ujemng

reakcja, ale nie mialo to zwigzku z nasileniem reakcji.
5.7 Ekspresja PD-L1

Dodatni odczyn z PD-L1 obserwowano w 68 przypadkach (ok. 64%), przy czym
w wigkszosci guzow (ok. 62%) odczyn byl silny, dotyczyl 50% i1 wiecej komoérek raka
(TPS>=50%). Nie stwierdzono istotnych ro6znic w ekspresji PD-L1 w komponencie

nabtonkowym i migsakowatym (tabela 15).
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Tabela 15. Ekspresja PD-L1 w calym guzie i w poszczegolnych komponentach

Parametr Lacznie (N=107)
Odczyn ujemny (TPS<1%) 39 (36,45%)
Odczyn dodatni (TPS>1%) 68 (63,55%)
PRI Odczyn staby (TPS 1-49%) 23 (21,50%)
Odczyn silny (TPS>50% ) 45 (42,06%)
0 39 (36,45%)
PD-L1 >1% 9 (8,41%)
w wybranych >5% 1 (0,93%)
przedziatach ~10% 13 (12.15%)
>50% 45 (42,06%)
Odczyn ujemny (TPS<1%) 41 (38,32%)
PD.LIE Odczyn dodatni (TPS>1%) 44 (41,12%)
w komponencie Odczyn staby (TPS 1-49%) 19 (17,76%)
nabtonkowym Odczyn silny (TPS>50% ) 25 (23,36%)
Brak komponentu 22 (20,56%)
0 41 (38,32%)
>1% 5 (4,67%)
PD-L1E >59, 4 (3,74%)
w wybranych
przedziatach =10% 10 (9,35%)
>50% 25 (23,36%)
Brak komponentu 22 (20,56%)
Odczyn ujemny (TPS<1%) 44 (41,12%)
PDLLS Odczyn dodatni (TPS>1%) 63 (58,88%)
Odczyn staby (TPS 1-49%) 19 (17,76%)
Odczyn silny (TPS>50% ) 44 (41,12%)
0 44 (41,12%)
PD-L1 S >1% 7 (6,54%)
w wybranych >5% 3 (2,80%)
przedziatach ~10% 9 (8.41%)
>50% 44 (41,12%)

PD-L1 E - w komponencie nabtonkowym, PD-L1 S - w komponencie migsakowatym, TPS - Tumor Proportion
Score
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Zaobserwowano roznice w ekspresji PD-L1 w zaleznosci od wieku bloczkow
parafinowych. Im starszy materiat, tym rzadziej stwierdzano dodatnig reakcje¢ (tabela 16), ale
rdznica ta nie byta znamienna statystycznie (p=0,056). Powtdérzono reakcje ujemne u pacjentow

z okresu 2000-2004, co nie wptyneto na zmiang wynikow.

Tabela 16. Ekspresja PD-L1 u pacjentow operowanych w okresach 2000-2004, 2005-2009,
2010-2014, 2015-2019

Rok operacji
Ekspresja
PD-L1 2000-2004 2005-2009 2010-2014 2015-2019 p
(N=26) (N=21) (N=33) (N=27)
Ujemna 15 (57,69%) 8 (38,10%) 9(27,27%) 7(25,93%) | p=0,056
Dodatnia 11 (42,31%) 13 (61,90%) 24 (72,73%) 20 (74,07%)

p - test chi-kwadrat

Najczesciej dodatnig i silng ekspresje PD-L1 stwierdzano w guzach z utkaniem raka
wielkokomorkowego, zar6wno w komponencie nablonkowym 1 w towarzyszacym mu utkaniu
mi¢sakowatym, a najrzadziej w guzach z mieszanym utkaniem nabtonkowym (gruczotowym
1 ptaskonabtonkowym). Réznica ta byla znamienna statystycznie (p<0,001). Dodatni odczyn

obserwowano znamiennie czes$ciej w utkaniu raka gruczotowego niz ptaskonabtonkowego

(p=0,012) (tabela 17, tabela 18).
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Tabela 17. Czestos¢ dodatniej ekspresji PD-L1 w zaleznosci od typu komponentu
nabtonkowego.

Typ histologiczny raka
Parametr p
AC LCC SCC ME
(N=30) (N=10) (N=39) (N=6)
Odczyn 7 0 - A
ujemny p<0,001*
Tps<] | (23.33%) | (0,00%) | (56,41%) | (66,67%)
PD-L1

gd;ztyr_l 23 10 17 )

odatni
tps>] | (76:67%) |(100,00%)| (43,59%) | (33,33%)
Qdczyn 12 5 ’; A
ujemny p=0,089
TPS<1 (40,00%) | (20,00%) | (58,97%) (66,67%)

PD-L1 E
Odczyn 18 g 6 )
dodatni
TPS>1 (60,00%) | (80,00%) | (41,03%) | (33,33%)
Qdczyn 10 0 ’; A
ujemny p=0,001*
Tps<] | (33:33%) | (0,00%) | (58,97%) | (66,67%)
PD-L1 S

gdgzty i 20 10 16 2

odatni
Tps>] | (66:67%) |(100,00%) | (41,03%) | (33,33%)

p - dla zmiennych ilosciowych test Kruskala-Wallisa, dla zmiennych jakosciowych test chi-kwadrat lub doktadny
test Fishera; roznica istotna statystycznie (p<0,05)

56



Tabela 18. Nasilenie ekspresji PD-L1 w zaleznosci od typu histologicznego komponentu
nabtonkowego

Typ histologiczny raka
Parametr p
AC LCC SCC ME
(N=30) (N=10) (N=39) (N=6)
Odczyn ujemny 7 0 22 4 <0.001*
(TPS<1%) (23,33%) (0,00%) (56,41%) | (66,67%) P
PD.L1 Odczyn staby 8 0 7 2
(TPS 1-49%) | (26,67%) (0,00%) (17,95%) | (33,33%)
Odczyn silny 15 10 10 0
(TPS>50%) | (50,00%) | (100,00%) | (25,64%) (0,00%)
Odczyn ujemny 12 2 23 4 0,029
(TPS<1%) (40,00%) | (20,00%) | (58,97%) | (66,67%) P
Odczyn staby 10 1 6 2
PD-L1E
(TPS 1-49%) | (33,33%) | (10,00%) | (15,38%) | (33,33%)
Odczyn silny 8 7 10 0
(TPS=50%) | (26,67%) | (70,00%) | (25,64%) (0,00%)
Odczyn ujemny 10 0 23 4 0,001
(TPS<1%) | (33,33%) (0,00%) (58,97%) | (66,67%) P
Odczyn staby 4 2 6 2
PD-L1S
(TPS 1-49%) | (13,33%) | (20,00%) | (15,38%) | (33,33%)
Odczyn silny 16 8 10 0
(TPS=50%) | (53,33%) | (80,00%) | (25,64%) (0,00%)

p - dla zmiennych ilosciowych test Kruskala-Wallisa, dla zmiennych jakosciowych test chi-kwadrat lub doktadny

test Fishera; roznica istotna statystycznie (p<0,05)
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Analiza statystyczna pacjentdow operowanych w okresie 2010-2019 (60 chorych)
wykazala podobne zaleznosci, ale nie byly one znamienne statystycznie, prawdopodobnie ze

wzgledu na mniejszg liczb¢ pacjentow.

Nie wykazano réznic istotnych statystycznie w nasileniu i cz¢stosci ekspresji PD-L1
w zaleznosci od typu utkania migsakowatego. W badaniu pacjentéw z okresu 2010-2019 takze

nie wykazano takiej zalezno$ci.

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata statystycznie znamiennego
zwigzku (p>0,05) pomiedzy czestoscia i1 nasileniem ekspresji PD-L1 a obecno$cig inwazji
naczyn limfatycznych lub krwiono$nych, inwazja optucnej, cecha pN i pT, obecnosciag STAS
oraz ekspresja ZEBI.

Dodatni odczyn PD-L1 byt znamiennie czg¢$ciej silnie nasilony w guzach z rozlegta

martwicg > 50% (p=0,023) (rycina 5).

Odczyn ujemny (<1%) [ ] | I |
Odczyn staby (1-49%) [ | [ | |
Odczyn silny (50% i wiecej) [ ] | | |
[ I I I I ]

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Martwica
O Do10% O 11-25% O 26-50% @ >50%

Rycina 5. Rozleglos¢ martwicy a nasilenie ekspresji PD-L1

Dodatnia ekspresja PD-L1 byla tym silniejsza w komoérkach raka im naciek zapalny
w obrgbie guza byt intensywniejszy (p<0,001), ale nie miata zwigzku z nasileniem wtoknienia

w obrebie guza (tabela 19).
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Tabela 19. Zaleznos¢ ekspresji PD-L1 w komorkach raka od nacieku zapalnego i wtoknienia
podscieliska

PDL
Parametr Odczyn Odczyn staby | Odczyn silny p
ujemny (1-49%) (=50%)
(<1%) (N=39) (N=23) (N=45)
Skapy 14 (35,90%) 0 (0,00%) 2 (4,44%) |p<0,001*

1 0 0 0

Naciek Stabo nasilony 8 (20,51%) 3 (13,04%) | 11 (24,44%)

zapalny

Srednio nasilony | 12 (30,77%) | 12 (52,17%) | 12 (26,67%)

Intensywny 5(12,82%) 8 (34,78%) | 20 (44,44%)

Brak lub niewielkie| 23 (58,97%) | 10 (43,48%) | 20 (44,44%) | p=0,312

Wibknienie | Srednio nasilone | 5(12,82%) | 8(34,78%) | 12 (26,67%)

Intensywne 11(28,21%) | 5(21,74%) | 13 (28,89%)

p - dla zmiennych ilosciowych test Kruskala-Wallisa, dla zmiennych jako$ciowych test chi-kwadrat lub
doktadny test Fishera; rdznica istotna statystycznie (p<0,05)

W grupie chorych z okresu 2010-2019 wykazano podobne zaleznosci, ale nie byty one

znamienne statystycznie.

5.8 STAS

Zjawisko STAS oceniano w grupie 99 chorych. Obecno$¢ cech szerzenia si¢
przestrzeniami powietrznymi stwierdzono u 39 pacjentow — ok. 39% (18 kobiet i 21 mezczyzn).
W 18 przypadkach zmiany uznano za artefakty i nie uwzglgdniono w dalszej analizie.
U 33 chorych granica pomigdzy guzem a otaczajacym migzszem ptuca byta nieregularna,

a w 6 przypadkach brzeg guza byt rowny.

STAS wystepowal nieco cze¢sciej w gruczolakorakach i rakach mieszanych niz w raku

ptaskonablonkowym, ale nie byty to roznice istotne statystycznie (p=0,643) (tabela 20).
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Tabela 20. Wystepowanie STAS a typ histologiczny komponentu nablonkowego

Typ histologiczny komponentu nablonkowego
Parametr p
AC (N=30) | LCC(N=8) | SCC(N=35) | ME (N=5)

STAS- | 15(50,00%) | 5(62,50%) | 23(65,71%) | 3 (60,00%) |p=0,643
STAS

STAS+ | 15(50,00%) | 3 (37,50%) | 12(34,29%) | 2 (40,00%)

p - dla zmiennych ilosciowych test Kruskala-Wallisa, dla zmiennych jakosciowych test chi-kwadrat lub doktadny
test Fishera

Nie stwierdzono rowniez istotnych rdéznic w czestoSci wystgpowania STAS
w zalezno$ci od typu utkania migsakowatego (p=0,138), pomimo ze najrzadziej zjawisko to

pojawialo si¢ przy utkaniu wrzecionowatokomoérkowym (tabela 21).

Tabela 21. Wystepowanie STAS a typ histologiczny komponentu migsakowatego

Typ histologiczny komponentu mi¢sakowatego
Parametr p
gc (N=17) sc (N=26) ms (N=56)
STAS- 9 (52,94%) 20 (76,92%) 31 (55,36%) p=0,138
STAS
STAS+ 8 (47,06%) 6 (23,08%) 25 (44,64%)

p - dla zmiennych ilosciowych test Kruskala-Wallisa, dla zmiennych jakosciowych test chi-kwadrat lub doktadny
test Fishera

Drobnobrodawkowate grupy, lite gniazda lub pojedyncze komodrki wystgpowaly
w roznej odlegtosci od brzegu nacieku, a w obrebie jednego guza obserwowano rdzne typy

zmian, co przedstawiono w tabeli 22.

Tabela 22. Typy morfologiczne STAS

Typ STAS n %
Pojedyncze komorki 34 34,34%
Struktury brodawkowate 7 7,07%
Lite gniazda 33 33,33%

Nie wykazano istotnego zwiazku pomigdzy typem histologicznym komponentu

nabtonkowego i migsakowatego a typem morfologicznym STAS (p>0,005). Czesto$¢ typow
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morfologicznych STAS w poszczegélnych utkaniach histologicznych komponentu
nabtonkowego i migsakowatego prezentuje rycina 6.
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Rycina 6. Czestos¢ typow morfologicznych STAS w poszczegolnych utkaniach histologicznych
komponentu nabtonkowego i migsakowatego

W oparciu o algorytm podany przez Uruga i wsp. (59) w 17 przypadkach (43,6%)
stwierdzono STAS o duzym nasileniu - hs, a w 22 przypadkach (56,4%) o malym nasileniu -
Is. Liczebnos$¢ grup byta zbyt mala do miarodajnej analizy statystycznej pod katem innych

parametrow.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze STAS wystgpowal znamiennie
czesciej u chorych z wyzszym stopniem zaawansowania choroby (p=0,023), ale nie
stwierdzono istotnego zwiazku (p>0,05) z wielkoSciag zmiany, obecnos$cig inwazji naczyn
krwionosnych lub limfatycznych, rozleglo$cia martwicy, a takze ekspresja ZEBI
i E-kadheryny.

5.9 Przezycie calkowite (OS)

Dane dotyczace przezycia catkowitego (OS) byly dostgpne u wszystkich chorych,
w tym 36 chorych zylo w momencie zakonczenia badania tj. dnia 30.06.2020. Czas obserwacji

tych chorych wynosit §rednio 7,43 lata (SD=4,77) i wahat si¢ od 0,56 do 16,95 lat (tabela 23).
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Tabela 23. Czas obserwacji chorych w dniu zakonczenia badania

Czas obserwacji [lata]

Braki | . . . .
N danych Srednia SD |Mediana| Min Max Q1 Q3
36 0 7,43 4,77 7,09 0,56 16,95 3 10,31

Mediana OS w badanej grupie wyniosta 1,92 lata, a przezycie catkowite w horyzoncie
1 roku, 3 lati 5 lat przedstawiono w tabeli 24. Nie zaobserwowano istotnych roznic w przezyciu

catkowitym dla kobiet i mezczyzn (p=0,805).

Tabela 24. Przezycia catkowite w badanej grupie

Liczba Liczba Przezycie calkowite [lata]
pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana
107 71 67,99% 46,22% 41,62% 1,92

5.9.1 Przezycie calkowite a stopien zaawansowania

Przezycia catkowite dla poszczegdlnych stopni zaawansowania roznity si¢ istotnie
(tabela 25, rycina 7). Najmniej korzystne rokowania stwierdzono w grupie III/IV, a najlepsze

w grupie I.

Tabela 25. Przezycie catkowite wobec stopni zaawansowania

Stopien Liczba | Liczba Przezycie calkowite [lata]
zaawansowania | pacjentow| zdarzen 1 3 5 Mediana P
I 18 8 88,54% | 69,76% | 62,78% 9,11 |p=0,014*
II 33 20 72,73% | 60,19% | 53,11% 5,43
/v 56 43 58,55% | 30,10% | 27,95% 1,38

p - test LR (log-rank)
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Rycina 7. Skumulowane prawdopodobienstwo catkowitego przezycia oszacowane metodq

5.9.2

Kaplana-Meiera wobec stopni zaawansowania

Przezycie calkowite a obecno$¢ martwicy

Mediana przezycia catkowitego dla guzéw z niewielka martwica, tzn. do 25%

powierzchni, wyniosta 8,3 lat, a dla guzéw z martwica > 25% - 1,55 lata, ale nie byta to r6znica

znamienna statystycznie (p=0,087) (tabela 26).

Tabela 26. Przezycie catkowite wobec nasilenia martwicy

Liczba Liczba Przezycie calkowite [lata]
Martwica L . p
pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana
Do 25% 28 16 85,71% | 62,61% | 57,79% 8,3 p=0,087
>25% 79 55 61,60% | 40,63% | 35,94% 1,55

p - test LR (log-rank)

5.9.3

Przezycie calkowite a inwazja naczyn limfatycznych i krwionosnych

Stwierdzono istotng statystycznie rdznic¢ w czasie przezycia calkowitego pomigdzy

chorymi z inwazja naczyn limfatycznych i bez inwazji (p=0,028) (tabela 27, rycina 8) oraz

pomiegdzy chorymi z inwazja naczyn krwiono$nych i1 bez inwazji (p=0,048) (tabela 28, rycina

9). Gorsze rokowanie wykazano w grupach z inwazjg ktérychkolwiek naczyn.
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Tabela 27. Przezycie catkowite wobec braku lub obecnosci inwazji naczyn limfatycznych

LVI Liczba Liczba Przezycie calkowite [lata]
v pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana P
Brak 56 34 74,39% | 54,85% | 48,81% 4,96 |p=0,028*
Obecna 51 37 60,78% | 37,25% | 34,39% 1,39
p - test LR (log-rank)
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Rycina 8. Skumulowane prawdopodobienstwo catkowitego przezycia oszacowane metodq
Kaplana-Meiera wobec inwazji naczyn limfatycznych

Tabela 28. Przezycie catkowite wobec braku lub obecnosci inwazji naczyn krwionosnych

BVI Liczba Liczba Przezycie calkowite [lata]
v pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana P
Brak 29 15 85,92% | 62,24% | 53,25% 9,11 |p=0,048*
Obecna 78 56 61,54% | 40,58% | 37,46% 1,55

p - test LR (log-rank)
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Rycina 9. Skumulowane prawdopodobienstwo catkowitego przezycia oszacowane metodq
Kaplana-Meiera wobec inwazji naczyn krwionosnych

5.9.4

Przezycie calkowite a typ histologiczny komponentu nablonkowego

Mediana przezycia catkowitego byla najwyzsza w grupie z komponentem raka

gruczolowego 1 wynosita 6 lat. Analiza krzywych przezycia w zalezno$ci od typu

histologicznego raka wykazala, Ze najgorsze rokowanie dotyczyto pacjentéw z utkaniem

mieszanym gruczolowym 1 ptaskonablonkowym oraz z utkaniem raka gruczotowo-

ptaskonablonkowego (tabela 29, rycina 10).

Tabela 29. Przezycie catkowite wobec typu histologicznego komponentu nabtonkowego

Typ Liczba | Liczba Przezycie calkowite [lata]
komponentu acjentow| zdarzen ; P
nablonkowego pacj 1 3 5 Mediana
AC 30 15 76,67% | 54,50% | 54,50% 6 p=0,006
LCC 10 7 60,00% | 40,00% | 30,00% 1,27
SCC 39 28 68,82% | 44,84% | 41,85% 1,83
ME 6 6 33,33% [>max obs.|>max obs.| 0,34

p - test LR (log-rank); max obs. - przekracza maksymalng dtugos¢ obserwacji w tej grupie
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Rycina 10. Skumulowane prawdopodobienstwo catkowitego przezycia oszacowane metodg

Kaplana-Meiera wobec typu histologicznego komponentu nabtonkowego

5.9.5

Przezycie calkowite a typ histologiczny komponentu mi¢sakowatego

Mediana catkowitego przezycia w grupie guzow z utkaniem olbrzymiokomorkowym

bylta najnizsza (0,52 lata), ale ro6znice w OS nie byly istotne statystycznie (tabela 30).

Tabela 30. Przezycie catkowite wobec typu histologicznego komponentu miesakowatego

Typ Liczba | Liczba Przezycie calkowite [lata]
komponentu acjentow| zdarzen i p
miesakowatego pacj 1 3 5 Mediana
gc 17 12 47,06% | 33,61% | 25,21% 0,52 | p=0,216
sc 30 21 80,00% | 48,89% | 41,03% 2,03
ms 60 38 68,07% | 48,55% | 46,53% 2,79

p - test LR (log-rank)

Rozlegtos¢ komponentu migsakowatego nie miata wptywu na OS (p=0,201, HR 0,995;
95%C1 0,988-1,003).
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5.9.6  Przezycie calkowite a ekspresja markerow immunohistochemicznych

transformacji nablonkowo-mezenchymalnej

Nie wykazano znamiennych statystycznie rdéznic w przezyciu catkowitym
w zalezno$ci od ekspresji wimentyny i cytokeratyny AE1/AE3 w wyodrgbnionych grupach

(p=0,87), co zaprezentowano w tabeli 31.

Tabela 31. Przezycia catkowite dla grup wyodrebnionych w oparciu o ekspresje AE1/AE3
i wimentyny

Przezycie calkowite [lata]

Grupa Liczba Liczba

IHC* pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana P

Grupa 1 0 0 0 —
E(-). S(+) 21 13 80,95% | 52,38% | 47,62% 4,4 p=0,87

Grupa 2 o o o
E(4). S(4) 49 33 57,14% | 41,96% | 39,49% 1,92

Grupa 3 2 15 | 67.61% | 53.12% | 42,50% | 4,84

Brak E

Grupa 4 0 o o

E(-), S(-) 15 10 86,67% | 39,39% | 39,39% 1,67

*ekspresja wimentyny w komponencie nablonkowym E i migsakowatym S; p - test LR (log-rank)

Nie wykazano takze istotnych roéznic w przezyciu catkowitym w zalezno$ci od
ekspresji E-kadheryny w komponencie migsakowatym (tabela 32) oraz od ekspresji ZEB1
w komponencie migsakowatym (tabela 33). Nie stwierdzono réwniez istotnych réznic w OS

w zalezno$ci od nasilenia ekspresji ZEBI.

Tabela 32. Przezycie catkowite wobec ekspresji E-kadheryny w komponencie migsakowatym

Odczyn z Liczba | Liczba Przezycie calkowite [lata]
E-kadheryna |pacjentow| zdarzen 1 3 5 Mediana P
Ujemny 62 43 64,52% | 44,67% | 37,43% 1,63 p=0,484
Dodatni 45 28 72,99% | 48,40% | 48,40% 2,41

p - test LR (log-rank)
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Tabela 33. Przezycie catkowite wobec ekspresji ZEB1 w komponencie migsakowatym

Odczyn z Liczba Liczba Przezycie calkowite [lata]
ZEB1 pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana P
Ujemny 48 33 72,30% | 42,70% | 42,70% 1,83 p=0,822
Dodatni 59 38 64,41% | 48,85% | 40,94% 2,03

p - test LR (log-rank)

W zaleznosci od stwierdzonej w komponencie migsakowatym ekspresji E-kadheryny
oraz ZEBI1, podzielono badang grupe na cztery podgrupy: ZEBI1+/E-kadheryna-,
ZEBI1+/E-kadheryna+, ZEB1-/E-kadheryna+, ZEB1-/E-kadheryna-; nie stwierdzajac istotnych

r6znic w medianie OS oraz w krzywych przezycia catkowitego.

5.9.7  Przezycie calkowite a ekspresja PD-L1

Nie stwierdzono istotnych réznic w przezyciu catkowitym u chorych z dodatnia
ekspresja 1 brakiem ekspresji PD-L1 (p=0,458) oraz w zalezno$ci od nasilenia reakcji dodatniej

(tabela 34).

Tabela 34. Przezycie catkowite wobec ekspresji PD-LI i jej nasilenia

Liczba | Liczba Przezycie calkowite [lata]
PD-L1 . , P
pacjentow| zdarzen 1 3 5 Mediana
Odczyn ujemny
39 29 69,23% | 41,03% | 37.87% 1,54 |p=0,755
(<1%)
Odczyn staby o o o
(1-49%) 23 15 73.91% | 53,75% | 48,38% 4,84
Odezyn silny 45 27 | 64,05% | 47.46% | 41,53% | 192
(250%) 2 0 b 0 2 0 b

p - test LR (log-rank)

Badano takze zalezno$¢ przezycia calkowitego od ekspresji PD-L1 w polaczeniu
z ekspresja ZEBI1, inwazja naczyh krwionos$nych lub limfatycznych oraz rozlegtoscia
martwicy. W analizie dwuczynnikowej nie wykazano, w zadnym przypadku istotnych

statystycznie r6znic (p>0,05).
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5.9.8 Przezycie calkowite a STAS

Mediana przezycia catkowitego dla grupy chorych z cechami szerzenia si¢ raka
drogami powietrznymi STAS(+) wyniosta 1,43 lat, a dla grupy STAS(-) 3,12 lat, ale nie byla

to roznica znamienna statystycznie (p=0,052) (tabela 35).

Tabela 35. Przezycie catkowite wobec obecnosci cech szerzenia si¢ drogami powietrznymi
STAS

Liczba Liczba Przezycie calkowite [lata]
STAS N , p
pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana
STAS(-) 60 35 71,14% | 51,08% | 49,11% 3,12 p=0,052
STAS(+) 39 28 58,97% | 37.87% | 34,43% 1,43

p - test LR (log-rank)

Nie zaobserwowano réznicy w przezyciu catkowitym pomiedzy grupa z duzg liczba
komorek i grup w drogach oddechowych (hs) i matg (Is) wg kryteriow zaproponowanych przez
Uruga i wsp. (p=0,161) (tabela 36).

Tabela 36. Przezycie catkowite u chorych z wysokim (hs) i niskim (Is) STAS

Liczba Liczba Przezycie calkowite [lata]
STAS N . p
pacjentow| zdarzen 1 3 5 Mediana
STAS(-) 68 43 73,12% | 50,89% | 45,67% 3,12 | p=0,161
Is 22 15 63,64% | 45,45% | 37,88% 1,43
hs 17 13 52,94% | 29,41% | 29,41% 1,19

p - test LR (log-rank)

5.9.9  Analiza wieloczynnikowa predyktorow czasu przezycia calkowitego

Analiza wptywu zmiennych iloSciowych na czas przezycia catkowitego wykonana za
pomocag modelu hazardow proporcjonalnych Coxa wykazata, Ze istotnymi (p<0,05)

niezaleznymi predyktorami przezycia catkowitego byty:

e stopien zaawansowania III/IV: HR=2,844, a wiec podnosi on prawdopodobienstwo zgonu

w kazdym czasie 2,844 razy w stosunku do stopnia [;
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e typ komponentu nabtonkowego mieszany (utkanie gruczotowe i ptaskonabtonkowe):
HR=7,249, a wigc podnosi on prawdopodobienstwo zgonu w kazdym czasie 7,249 razy

w stosunku do gruczolakoraka.

Analizg prezentuje tabela 37, wyniki przedstawiono w postaci warto$ci parametrow

HR z 95-procentowym przedziatem ufnosci.

Tabela 37. Analiza wplywu zmiennych ilosciowych na czasy przezycia catkowitego - OS

Cecha HR 95%CI p
I 1 ref.
Stopien zaawansowania 11 1,76 0,636 4,87 0,276
/v 2,844 1,068 7,574 0,037 *
Do 25% 1 ref.
Martwica
>25% 0,705 0,338 1,467 0,35
Brak 1 ref.
LVI
Obecna 1,285 0,699 2,363 0,419
Brak 1 ref.
BVI
Obecna 1,494 0,736 3,032 0,266
Grupa 1 1 ref.
Grupa IHC w zaleznoci od Grupa 2 1,051 0,459 2,407 0,907
ekspresji wimentyny w
komponencie E i S Grupa 3 1,268 0,466 3,454 0,642
Grupa 4 1,669 0,549 5,079 0,367
AC 1 ref.
Typ komponentu LCC 3,155 0,957 10,394 0,059
nabtonkowego SCC 1,77 0,797 3,929 | 0,161
ME 7,249 1,986 26,458 | 0,003 *
gc 1 ref.
Typ komponentu s 0,368 0,132 1,027 | 0,056
migsakowatego
ms 0,534 0,244 1,167 0,116
Ujemny 1 ref.
E-cad S
Dodatni 0,576 0,259 1,284 0,178
ZEBI1 S Ujemny 1 ref.
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Cecha HR 95%CI p
Dodatni 0,749 0,326 1,722 0,496
PD-L1(-) 1 ref.
PD-L1
PD-L1(+) 0,796 0,418 1,515 0,487
STAS(-) 1 ref.
STAS
STAS(+) 1,541 0,846 2,809 0,158

*zalezno$¢ istotna statystycznie (p<0,05); p - wieloczynnikowy model hazardow proporcjonalnych Coxa

5.10 Przezycie wolne od choroby (DFS)

Do analizy wlaczono 70 chorych, u ktorych byly dostgpne dane na temat przebiegu
pooperacyjnego. 24 pacjentdow z tej grupy zylo w momencie zakonczenia obserwacji
tj. 30.06.2020r. Ich $redni czas obserwacji w tej grupie wynosit §rednio 7,77 lata (SD=4,99)
1 wahat si¢ od 0,56 do 15,64 lat (tabela 38).

Tabela 38. Czas obserwacji chorych ze znang historig pooperacyjng w dniu zakonczenia
badania

Czas obserwacji [lata]

Braki | . . . .
N danych Srednia SD |Mediana| Min Max Q1 Q3
24 0 7,77 4,99 7,43 0,56 15,64 4,13 12,29

Mediana DFS wynosita 1,54 lat, przezycie wolne od choroby w horyzoncie 1 roku,

3 lati5 lat prezentuje tabela 39.

Tabela 39. Przezycie wolne od choroby w badanej grupie

Liczba Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana
70 51 63,90% 44,12% 35,75% 1,54

Nie zaobserwowano r6znic w DFS dla kobiet i mezczyzn (p=0,934).
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5.10.1 Przezycie wolne od choroby a stopien zaawansowania

Przezycia wolne od choroby dla poszczegodlnych grup zaawansowania rdznily sig¢
istotnie (tabela 40, rycina 11). Mediana DFS byla najnizsza w grupie III/IV, a najwyzsza

w grupie I.

Tabela 40. Przezycie wolne od choroby wobec stopnia zaawansowania

Stopien Liczba | Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
zaawansowania |pacjentow| zdarzen 1 3 5 Mediana P
I 15 6 86,67% | 79,44% | 71,50% 9,11 |p=0,011
II 21 17 66,67% | 42,86% | 32,14% 1,54
/v 34 28 52,09% | 29,30% | 22,79% 1,02
p - test LR (log-rank)
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Rycina 11. Krzywe przezycia czasu wolnego od choroby oszacowane metodq Kaplana-Meiera
wobec stopnia zaawansowania

5.10.2 Przezycie wolne od choroby a obecno$¢ martwicy

Mediana przezycia wolnego od choroby dla guzéw z niewielka martwica do 25%
wynosita 6 lat, a dla guzow z rozlegta martwicag > 25% - 1,15 lat (tabela 41). Krzywe przezycia
dla analizowanych grup réznily si¢ istotnie (rycina 12). Gorsze rokowania byty w grupie

z martwica powyzej 25%, a lepsze w grupie z martwicg do 25%.
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Tabela 41. Przezycie wolne od choroby wobec rozlegtosci martwicy

) Liczba Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
Martwica N , p
pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana
Do 25% 20 11 85,00% | 74,37% | 62,93% 6 p=0,004*
>25% 50 40 55,35% | 31,94% | 24,57% 1,12
p - test LR (log-rank)
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Rycina 12. Krzywe przezycia czasu wolnego od choroby oszacowane metodq Kaplana-Meiera

wobec rozlegtosci martwicy

5.10.3 Przezycie wolne od choroby a inwazja naczyn limfatycznych

i krwionosnych

Stwierdzono istotng statystycznie roznic¢ w DFS u chorych z obecnos$cia zatorow

z komorek raka w $wietle naczyn limfatycznych i bez (p=0,036); gorsze rokowania

zaobserwowano w grupie z LVI (tabela 42, rycina 13).
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Tabela 42. Przezycie wolne od choroby wobec inwazji naczyn limfatycznych

VI Liczba Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
pacjent(')w zdarzen 1 3 5 Mediana P
Brak 40 25 66,96% | 53,01% | 44,31% 4,68 p=0,036
Obecna 30 26 60,00% | 33,33% | 25,00% 1,3
p - test LR (log-rank)
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Rycina 13. Krzywe przezycia czasu wolnego od choroby oszacowane metodq Kaplana-Meiera
wobec inwazji naczyn limfatycznych

Natomiast krzywe DFS chorych z inwazja naczyn krwiono$nych i bez inwazji nie

r6znily si¢ istotnie (p=0,324) (tabela 43).

Tabela 43. Przezycie wolne od choroby wobec inwazji naczyn krwionosnych

BVI Liczba | Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
pacjentow| zdarzen 1 3 5 Mediana P
Brak 21 13 85,15% 51,09% 38,93% 3,98 p=0,324
Obecna 49 38 55,10% 40,82% 34,01% 1,39

p - test LR (log-rank)
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5.10.4 Przezycie wolne od choroby a typ komponentu nablonkowego

Mediana przezycia wolnego od choroby byta najnizsza w grupie z komponentem
wielkokomorkowym (0,35 lat), a najwyzsza w grupie z komponentem ptaskonabtonkowym
(3,98 lat), ale roznice nie byly znamienne statystycznie (tabela 44).

Tabela 44. Przezycie wolne od choroby wobec typu histologicznego komponentu
nabtonkowego

Typ Liczba | Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
komponentu acjentow| zdarzen P
nablonkowego pad 1 3 5 Mediana
AC 18 15 55,56% | 30,86% | 18,52% 1,01  |p=0,499
LCC 6 4 33,33% | 33,33% | 33,33% 0,35
SCC 30 21 69,84% | 52,38% | 48,64% 3,98
ME 2 2 100,00% [>max obs.|>max obs. 1,3

>max obs. - przekracza maksymalng dtugos¢ obserwacji w tej grupie; p - test LR (log-rank)

5.10.5 Przezycie wolne od choroby a typ histologiczny komponentu

mie¢sakowatego

Mediana przezycia wolnego od choroby byla najnizsza w grupie guzéw z utkaniem
olbrzymiokomorkowym (0,64 lata), ale ré6znice w DFS nie byly znamienne statystycznie

(p=0,076) (tabela 45).

Tabela 45. Przezycie wolne od choroby a typ histologiczny komponentu migsakowatego

Typ komponentu | Liczba | Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
mi¢sakowatego [pacjentow|zdarzen 1 3 5 Mediana P
gc 11 9 32,73% | 21,82% | 10,91% 0,64 |p=0,076
sc 24 17 79,17% | 54,17% | 45,14% 3,98
ms 35 25 62,36% | 43,65% | 36,63% 1,45

p - test LR (log-rank)

Rozlegto$¢ komponentu migsakowatego nie miata wplywu na DFS (p=0,56, HR

0,997; 95%C1 0,989-1,0006).
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5.10.6 Przezycie wolne od choroby a ekspresja markerow

immunohistochemicznych transformacji nablonkowo-mezenchymalnej

Nie wykazano znamiennych statystycznie réznic w czasie przezycia wolnego od
choroby w zaleznosci od ekspresji wimentyny i cytokeratyny AE1/AE3 w wyodrgbnionych
grupach (p=0,874), jednak mediana DFS byla najwyzsza w grupie bez komponentu
nabtonkowego (tabela 46).

Tabela 46. Przezycie wolne od choroby dla wyodrebnionych grup w oparciu o ekspresje
AEI/AE3 i wimentyny

TIHC Liczba Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
(Wimentyna)| pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana p

Ecgf;lpsa‘(i) 18 13 | 66,67% | 44.44% | 3333% | 139 |p=0,874
Girupa 2 26 21 3,85% | 38,46% | 34,62% | 1,17
E(t), S(+) 53,85% 7070 ,02%0 ,

%ﬁiag 14 9 70,71% | 55,00% | 36,67% | 4,68

Grupa 4 12 0 42 0 42 0 1.6

E(-), S(-) 8 | 75.00% | 42,86% | 42,86% | 1,67

p - test LR (log-rank), E - komponent nabtonkowy, S - komponent mi¢gsakowaty

Nie wykazano istotnych statystycznie roznic w DFS w zaleznos$ci od ekspresji
E-kadheryny oraz ZEB1 w komponencie migsakowatym co przedstawiono w tabeli 47 oraz
tabeli 48. Nie stwierdzono roéwniez istotnych réznic w DFS w zalezno$ci od nasilenia ekspres;ji
ZEBI.

Tabela 47. Przezycie wolne od choroby wobec ekspresji E-kadheryny w komponencie
miesakowatym

Odczyn z Liczba Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
E-kadheryna| pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana P
Ujemny 39 30 58,97% | 41,03% | 32,82% 1,43 |p=0,595
Dodatni 31 21 70,38% | 48,16% | 39,73% 1,67

p - test LR (log-rank)
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Tabela 48. Przezycie wolne od choroby wobec ekspresji ZEB 1 w komponencie miesakowatym

Odczynz| Liczba Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]

ZEB1 | pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana P
Ujemny 32 23 63,95% | 42,63% | 34,45% 1,39 p=0,906
Dodatni 38 28 63,16% | 44,74% | 36,35% 1,55

p - test LR (log-rank)

W zaleznosci od stwierdzonej w komponencie migsakowatym ekspresji E-kadheryny
oraz ZEBI1, podzielono badang grup¢ na cztery podgrupy: ZEBI1+/E-kadheryna-,
ZEBI1+/E-kadheryna+, ZEB1-/E-kadheryna+, ZEB1-/E-kadheryna-; nie stwierdzajac istotnych
r6znic w krzywych przezycia wolnego od choroby (p=0,239).

5.10.7 Przezycie wolne od choroby a ekspresja PD-L1

Nie stwierdzono istotnych réznic w czasie DFS u chorych z dodatnig ekspresja PD-L1

1 brakiem ekspresji (p=0,363) oraz w zalezno$ci od nasilenia reakcji (tabela 49).

Tabela 49. Przezycie wolne od choroby w zaleznosci od ekspresji PD-L1

PDL1 Liczba Liczba Przezycie wolne od choroby [lata] .
pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana
Odezyn ujemny | 5¢ 21 | 78.57% | 46,43% | 38,69% | 1,55 |p=0.468

(<1%)

Odczyn staby . . .
(1-49%) 13 9 76,15% | 57,12% | 38,08% | 3,98

Odczyn silny o . .
(>50%) 29 21 43,97% | 36,64% | 32,06% | 0,81

p - test LR (log-rank)

W analizie dwuczynnikowej badano zalezno$¢ przezycia wolnego od choroby od
ekspresji PD-L1 w polaczeniu z ekspresja ZEBI oraz z inwazjg naczyn krwiono$nych lub
limfatycznych i nie wykazano istotnych znamiennie réznic (p>0,05). Natomiast w potaczeniu

z rozlegloscig martwicy ekspresja PD-L1 miata wptyw na DFS (tabela 50). Najnizsze krzywe
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przezycia stwierdzono w grupie z martwicg powyzej 25% 1 dodatnig ekspresja PD-L1,

a najwyzsze w grupie martwicg do 25% i PD-L1(-).

Tabela 50. Przezycie wolne od choroby w zaleznosci od rozlegtosci martwicy i ekspresji
PD-L1

Martwica/ Liczba Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
PD-L1 pacjentéw | zdarzen 1 3 5 Mediana p
;g;m;gaﬁo 8 4 |100,00% | 87,50% | 5833% | 83 |p=0,023
>21;/§th1‘)”§11_ 20 17 | 70,00% | 30,00% | 30,00% | 1,19
21\54;3;1‘11‘1 12 7 | 7500% | 6562% | 6562% | 6
Martwica 30 23| 45,00% | 33,75% | 1929% | 0,7

>25%, PD-L1+

p - test LR (log-rank)

5.10.8 Przezycie wolne od choroby a STAS

Mediana przezycia wolnego od choroby dla grupy z obecnymi cechami szerzenia si¢
raka drogami powietrznymi tj. STAS(+) wyniosta 0,81 lat i byla znamiennie statystycznie rézna
od mediany dla grupy STAS(-): 2,03 lata (p=0,01) (tabela 51, rycina 14). Gorsze rokowania co
do DFS byty w grupie STAS(+), a lepsze w grupie STAS(-).

Tabela 51. Przezycie wolne od choroby wobec obecnosci cech szerzenia sie raka drogami
powietrznymi STAS

Liczba Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
STAS ento d , Y
pacjentow | zdarzen 1 3 5 Mediana
STAS(-) 43 26 69,10% | 48,62% | 45,76% 2,03 p=0,01*
STAS(+) 22 20 50,00% | 27,27% | 18,18% 0,81

p - test LR (log-rank)
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Rycina 14. Krzywe przezycia czasu wolnego od choroby oszacowane metodq Kaplana-Meiera
wobec szerzenia si¢ raka drogami powietrznymi STAS

Nie stwierdzono istotnych réznic w DFS pomig¢dzy grupami chorych z wigksza liczba

ognisk raka w przestrzeniach powietrznych (hs) i mniejsza (Is) (p=0,148), ale krzywe przezycia

dla analizowanych grup w poréwnaniu z grupa STAS(-) roznity si¢ istotnie. Najgorsze

rokowania co do DFS byty w grupie hs, a najlepsze w grupie STAS(-) (tabela 52, rycina 15).

Tabela 52. Przezycie wolne od choroby wobec ilosci ognisk raka w przestrzeniach

powietrznych, wg Uruga i wsp.

Liczba Liczba Przezycie wolne od choroby [lata]
STAS pacjentow| zdarzen 1 3 5 Mediana P
STAS(-) 48 31 70,30% | 52,16% | 44,57% 3,98 p=0,006
Is 13 11 61,54% | 38,46% | 23,08% 1,43
hs 9 9 33,33% 11,11% 11,11% 0,67

p - test LR (log-rank)
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Rycina 15. Krzywe przezycia wolnego od choroby oszacowane metodg Kaplana-Meiera
wobec ilosci ognisk raka w przestrzeniach powietrznych, wg Uruga i wsp.: STAS(-), Is, hs

5.10.9 Analiza wieloczynnikowa predyktorow przezycia wolnego od choroby

Analiza wptywu zmiennych ilo$ciowych na czas przezycia wolnego od choroby
wykonana za pomoca modelu hazardow proporcjonalnych Coxa wykazata, ze istotnymi

(p<0,05) niezaleznymi predyktorami DFS s3:

e martwica > 25%: HR=3,551, a wigc podnosi ona prawdopodobienstwo wystapienia
zdarzenia w kazdym czasie 3,551 razy w stosunku do martwicy do 25%;

e typ komponentu nabtonkowego ptaskonabtonkowy: HR=0,31, a wigc obniza on
prawdopodobienstwo wystapienia zdarzenia w kazdym czasie o 69% w stosunku do raka
gruczotowego;

e grupa 4 IHC tj. grupa bez ekspresji wimentyny w komponencie nabtonkowym
i migsakowatym: HR=4,888, a wigc podnosi ona prawdopodobienstwo wystapienia
zdarzenia w kazdym czasie 4,888 razy w stosunku do grupy 1 tj. z dodatnig ekspresja

wimentyny jedynie w komponencie mi¢sakowatym.

Analize zaprezentowano w tabeli 53 - wyniki przedstawiono w postaci wartosci

parametrow HR z 95-procentowym przedziatem ufnosci.
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Tabela 53. Analiza wplywu zmiennych ilosciowych na przezycie wolne od choroby - DFS

Cecha HR 95%CI p
| 1 ref.
Stopien zaawansowania 11 2,934 0,817 10,539 0,099
/v 1,335 0,359 4,965 0,666
Do 25% 1 ref.
Martwica
>25% 3,551 1,276 9,882 | 0,015*
Brak 1 ref.
LVI
Obecna 1,129 0,546 2,337 0,743
Brak 1 ref.
BVI
Obecna 1,343 0,548 3,29 0,519
Grupa IHC w zalezno$ci Grupa 1 ! ref.
od ekspresji wimentyny Grupa 2 2,731 0,744 | 10,032 | 0,13
w komponencie
nablonkowym Grupa 3 0,464 0,127 1,689 0,244
i migsakowatym Grupa 4 4,888 126 | 18,964 | 0,022%
AC 1 ref.
Typ komponentu LCC 0,533 0,116 2,453 0,419
nablonkowego oo 0,31 0,122 | 0,784 | 0,013*
ME 0,398 0,061 2,615 0,338
gc 1 ref.
Typ komponentu sc 0,633 | 0,164 | 2,444 | 0,507
mig¢sakowatego
ms 0,544 0,195 1,522 0,247
Ujemny 1 ref.
E-cad S
Dodatni 0,406 0,116 1,417 0,157
Ujemny 1 ref.
ZEB1 S
Dodatni 0,855 0,236 3,099 0,811
PD-L1(-) 1 ref.
PD-L1
PD-L1(+) 0,996 0,431 2,303 0,992
STAS(-) 1 ref.
STAS
STAS(+) 1,888 0,915 3,895 0,085

*zalezno$¢ istotna statystycznie (p<0,05); p - wieloczynnikowy model hazardow proporcjonalnych Coxa
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6. Dyskusja

Rak wielopostaciowy (PC) nalezy do grupy rzadkich rakéw migsakowatych ptuc,
ktére charakteryzuja si¢ mieszanym nablonkowym i migsakowatym utkaniem histologicznym.
Po raz pierwszy terminu ,,rak wielopostaciowy - pleomorphic carcinoma’ uzyta Fishback i wsp.
w roku 1994, opisujac grupe 78 rakéw pluca z roéznicowaniem wrzecionowato-
1 olbrzymiokomoérkowym (18). Autorzy podali opis kliniczno-patologiczny PC, zwrécili uwage
na odrgbno$¢ tej jednostki i konieczno$¢ zmiany 6wcezesnej klasyfikacji WHO. W swoim
badaniu arbitralnie przyje¢li poziom 10% obecnosci komodrek wrzecionowatych lub olbrzymich
jako kryterium roznicujace z innymi NSCLC, w ktorych takie komorki mogg okazjonalnie
wystepowac. W roku 1999 WHO znaczaco zmienila podzial rakow z elementami
migsakowatymi (30). Ze wzgledu na rzadko$¢ wystepowania, zmiany nazewnictwa
1 r6znorodno$¢ morfologiczng tych postaci raka, dane zawarte w piSmiennictwie sg czasami
trudne do poréwnania, a nawet rozbiezne. Ponadto w niektorych pracach, ze wzgledu na zmiany
w klasyfikacji WHO, nazwy rak wielopostaciowy i migsakowaty sg stosowane wymiennie (15),
(17), (88). Wiele prac dotyczy rakow migsakowatych ptuca bez wyodrebnienia poszczegdlnych
typow nowotwordw, co takze utrudnia analize (6), (8), (10), (12), (89), (90). Dodatkowo rak
wielopostaciowy, ze wzgledu na réznorodny obraz morfologiczny moze by¢ zdiagnozowany
glownie w oparciu o material operacyjny, a jedynie w szczegoélnych, rzadkich sytuacjach
w materiale oligobiopsyjnym, co znacznie ogranicza mozliwo$¢ ustalenia rzeczywistej

czegstosci jego wystepowania, oceng przebiegu i rokowanie.

6.1 Obraz kliniczno-patologiczny
6.1.1 Dane kliniczne

Opublikowano trzy badania oparte na danych z rejestrow nowotworowych (ang.
Surveillance, Epidemiology and End Results; SEER) dotyczace cech kliniczno-patologicznych
omawianej grupy rakow. W badaniu Yin i wsp. czgsto$¢ wystepowania raka wielopostaciowego
wyniosta 0,1% (7), natomiast Rahoum i wsp. oraz Yendamuri i wsp. analizowali wicksza
populacj¢, w ktorej raki migsakowate (bez okreslenia podtypu) stanowity odpowiednio 0,52%
10,4% NSCLC (8), (91). W materiale operacyjnym udziat rakéw wielopostaciowych wahat si¢
od 0,75 % do 2,1% (6), (9), (10).
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Czesto$¢ rozpoznawania rakow migsakowatych w Polsce, z wytaczeniem migsakoraka
i plucnego blastoma, wg danych uzyskanych do biezacego badania z Krajowego Rejestru Raka

Phuc, byta podobna i wynosita 1,6% w materiale operacyjnym.

Uwaza si¢, ze PC dominuje u mezczyzn, lokalizuje si¢ z podobng czestoscig w obu
plucach, z wyrazng przewaga w platach gornych (6), (7), (9), (12), (14), (15), (20), co
obserwowane bylo takze w prezentowanej pracy. Badana grupa obejmowata 67 m¢zczyzn 1 40

kobiet. W 51,4% przypadkéw nowotwor byt umiejscowiony w ptatach gérnych.

Wielu autorow podkresla silny zwigzek rozwoju raka wielopostaciowego z paleniem
papierosow, co wynika zardwno z wywiadu klinicznego, jak i1 stwierdzanych w badaniach
molekularnych mutacji (6), (7), (9), (12), (14), (15), (16), (19), (36), (40), (50). Podobnie
w badanej grupie, 92,6% chorych bylo aktywnymi lub bytymi palaczami, a mediana paczkolat

wyniosta 40.

Objawy kliniczne w przebiegu raka wielopostaciowego sg takie same jak towarzyszace
innym rakom ptuca. Podobnie jak w analizowanej grupie pacjentdw, najczesciej obejmuja:
kaszel, krwioplucie, utrate masy ciata, mg¢czliwos$¢. Dodatkowo w przebadanej grupie chorych
zanotowano rzadkie objawy takie jak: rwa barkowa, pocenie oraz epizody omdlenia zwigzane
z zamknigciem oskrzela przez guz wewnatrzoskrzelowy. Jedynie dwoch chorych zgtaszato
goraczke 1 przewlekajace si¢ zapalenia ptuc, pomimo ze lokalizacj¢ wewnatrzoskrzelowa
stwierdzono w 7 przypadkach. W ok. 15-20% przypadkéw raki wielopostaciowe nie daja
objawow 1 wykrywane sg przypadkowo (9), (10), (13), (14). W prezentowanej pracy pacjenci

bezobjawowi stanowili 26%.

Srednia wielko$é¢ (i mediana wielkosci) raka wielopostaciowego w wielu badaniach
wynosita 5-6cm, a wiekszo$¢ chorych byta w zaawansowanym stadium choroby (6), (7), (8),
(9), (12), (13), (15), (20), (23), (24). W badaniach opartych o baze SEER wykazano,
ze w momencie diagnozy raki wielopostaciowe miaty wigksza $rednic¢ niz inne niemigsa-
kowate NSCLC (5cm vs 3,5cm) oraz wyzszy stopien zaawansowania - mniejsza grupe
stanowili chorzy w I stopniu zaawansowania, odpowiednio: 14,2% PC vs 20,7% NSCLC (7).
Badania poréwnawcze przeprowadzone w oparciu o wlasny materiat operacyjny przedstawione
przez Mochizuki 1 wsp. oraz Martin i wsp. potwierdzily istotng statystycznie rdznicg
w wielko$ci guza (5cm vs 3cm) 1 stopniu zaawansowania pomi¢dzy rakiem wielopostaciowym

a innymi podtypami NSCLC (9), (15). Mochizuki i wsp. zaobserwowali rowniez wigksza
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czgstos$¢ zajecia oplucnej (naciek lub ptyn w jamie oplucnowej) w PC niz w innych NSCLC

67% vs 38% oraz inwazji naczyn krwiono$nych 85% vs 53% (p<0,05) (9).

W analizowanej grupie czgsto$¢ wystgpowania tych cech réwniez byta wysoka -
u 71% chorych zanotowano naciekanie optucnej, a inwazje naczyn krwiono$nych u 73%

pacjentow.
6.1.2  Obraz mikroskopowy

Fishback i wsp., a takze inni badacze, podkreslaja duza réznorodno$¢ i bogactwo
obrazé6w morfologicznych raka wielopostaciowego i1 innych rakéw migsakowatych w stosunku
do pozostatych postaci NSCLC (12), (13), (18), (23), (33), (37). Wystepujaca roznorodnos¢
morfologiczna jest przyczyna problemoéw diagnostycznych, co znajduje wyraz w czgstosci
rozpoznawania poszczegolnych typow rakow migsakowatych. Réznice te widaé na przyktadzie
prac Roesel 1 wsp. oraz Rahouma i wsp. W badanych przez nich grupach raki wielopostaciowe
stanowily 23,9% vs 13,5%, migsakoraki 56,5% vs 11,5%, raki olbrzymiokomoérkowe oraz raki

wrzecionowatokomoérkowe razem 17,4% vs 72,9% (8), (10).

W prezentowanej grupie pacjentow rozpoznano 100 przypadkéw raka wielopos-
taciowego, 5 raka olbrzymiokomorkowego i 2 raka wrzecionowatokomodrkowego. W wyniku
reklasyfikacji na wstgpnym etapie badania odrzucono 5 przypadkéw migsakoraka.
Wystepowanie poszczegdlnych podtypow raka migsakowatego jest zgodne z danymi
przedstawianymi przez Travis’a 1 wsp., ktorzy podaja, ze rak wielopostaciowy jest
najczestszym podtypem w grupie rakow migsakowatych i1 utrzymuja, ze monomorficzne
postacie raka olbrzymio- lub wrzecionowatokomorkowego sa bardzo rzadkie, a skapy
komponent nablonkowy moze by¢ przeoczony lub niemozliwy do rozpoznania bez
dodatkowych badan immunohistochemicznych (11), (37). Tez¢ t¢ potwierdzaja takze wyniki
niniejszego badania: w ok. 18% przypadkow komponent nablonkowy stanowil mniej niz 10%
utkania, a w 7,5% mniej niz 5%. W jego identyfikacji pomocne byty odczyny
immunohistochemiczne z markerami nabtonkowymi. Ponadto w 8 przypadkach nasilone
zmiany myksoidne i chrzgstnopodobne w podscielisku przypominaty migsakoraka. Podkresli¢
nalezy, ze definicja raka olbrzymiokomoérkowego WHO z 2015r. (11) oraz raka
wrzecionowatokomoérkowego, jako guzow zawierajacych ,,prawie wylacznie” (ang. almost

pure) okreSlony typ komorek, nie byla precyzyjna i stwarzata pole do wlasnej interpretacji,
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co takze moze by¢ przyczyna réznic w cytowanych powyzej badaniach. Aktualna klasyfikacja

WHO z 2021r. definiuje wymienione typy raka jako podtypy raka wielopostaciowego (3).

Ze wzgledu na zlozony obraz morfologiczny réwniez w badaniach dotyczacych
zrdznicowania histologicznego poszczegélnych komponentéw nabtonkowych i migsakowatych
wyniki sa réznorodne. Rosii 1 wsp. (12) oraz Yuki i wsp. (24) stwierdzili w komponencie
migsakowatym utkanie: wrzecionowatokomérkowe odpowiednio w 29,5% vs 51%, olbrzy-
miokomorkowe 19,5% vs 24,5% 1 mieszane 51% vs 24,5%, a w komponencie nabtonkowym
utkanie gruczolakoraka 27,5% vs 55,5%, raka wielkokomdrkowego 35% vs 26,5%
i plaskonabtonkowego 23,5% vs 11%, mieszane 14% vs 0% przypadkow. Wyniki te

odzwierciedlaja trudnosci w diagnostyce raka wielopostaciowego.

W przedstawionej pracy w komponencie migsakowatym dominowato utkanie
mieszane (56%), a najrzadsze byto utkanie olbrzymiokomorkowe (16%), natomiast komponent
nabtonkowy najczgéciej byl plaskonablonkowy (46%), rzadziej gruczotowy (35%),
wielkokomorkowy (12%) lub mieszany (7%). Utkanie plaskonabtonkowe wystepowato
glownie w polaczeniu z utkaniem wrzecionowatokomorkowym, a najrzadziej z olbrzy-
miokomoérkowym. Uzyskane wyniki sg zbiezne z prezentowanymi przez Rossi i wsp. (12).
Roéznice w czgstosci wystgpowania poszczegolnych podtypow histologicznych raka moga
wynika¢ z trudno$ci w identyfikacji nisko zréznicowanego komponentu nablonkowego,
z subiektywnos$ci oceny, a takze z zastosowania badan immunohistochemicznych, ktore
pomagaja w ustaleniu kierunku réznicowania komorek. Nalezy podkresli¢, ze odrdznienie
poszczegolnych postaci histologicznych utkania nablonkowego i migsakowatego, moze by¢
bardzo trudne, a okre$lenie rozlegltosci utkania skomplikowane ze wzgledu na plynne
przechodzenie jednych pdl réznicowania w inne. Tymczasem Pelosi i wsp. uwazaja, ze
komponent pleomorficzny stanowiacy powyzej 50% guza koreluje z wyzszym stopniem

zaawansowania niz [ (p=0,012) (28).

W prezentowanej pracy nie potwierdzono tej obserwacji, nie wykazano zwigzku
postaci morfologicznej i rozlegtosci utkania migsakowatego oraz nabtonkowego z wielkoscia
guza i stopniem zaawansowania oraz z inwazjg naczyn krwiono$nych (p>0,05). Inwazja naczyn
limfatycznych wystgpowala czgsciej w rakach z utkaniem gruczotowo-ptaskonabtonkowym niz

wielkokomorkowym (p=0,028).
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W opublikowanych badaniach typ utkania nablonkowego i migsakowatego nie miat
zwigzku z przezyciem catkowitym oraz przezyciem wolnym od choroby czy progresji (9), (12)
(18). Czeg$¢ badaczy obserwowata jednak krotsze przezycie pigcioletnie w  grupie
z komponentem raka wielkokomérkowego oraz dluzsze przy utkaniu raka gruczotowego,
ale réznice nie byly znamienne statystycznie (9), (16), (24). Z kolei w badaniach Veira i wsp.
komponent inny niz ptaskonabtonkowy byt zwigzany z dtuzszym OS (HR=2,51; 95%CI,1,24-
5,06, p=0,01) (17).

W przedstawianym badaniu mediana przezycia catkowitego byta najwyzsza w grupie
z komponentem raka gruczotowego, a najnizsza w grupie z mieszanym komponentem
gruczotowo-ptaskonabtonkowym (6 vs 0,34 lata) (p=0,006). Natomiast mediana DFS byla
najnizsza w grupie z komponentem wielkokomérkowym, a najwyzsza z komponentem
ptaskonablonkowym (0,35 vs 3,98 lat), ale roznica nie byta znamienna statystycznie (p>0,05).
Obserwowano takze tendencj¢ do krotszego przezycia catkowitego 1 przezycia wolnego od
choroby w guzach z utkaniem olbrzymiokomérkowym wobec guzéw z innymi typami utkania

migsakowatego, odpowiednio: OS 0,52 vs 2,79 lat oraz DFS 0,64 vs 3,98lat (p>0,05).

Z przeprowadzonej analizy wynika, ze pomimo trudnosci diagnostycznych konieczne
jest okreslenie typu histologicznego komponentu nabtonkowego i migsakowatego, gdyz moze
to mie¢ znaczenia dla rokowania i dalszych decyzji terapeutycznych. Jednak wiarygodne
okreslanie rozlegto$ci poszczegdlnych komponentow nie jest mozliwe, a dodatkowo nie ma

istotnego znaczenia klinicznego.

6.1.3 Badania immunohistochemiczne

Badania immunohistochemiczne mogg by¢ bardzo pomocne w diagnostyce podtypow
raka w PC oraz w diagnostyce r6znicowej. W omawianym badaniu, podobnie jak w innych
doniesieniach (12), (23), (33), (34), (35), zaobserwowano silng ekspresj¢ AE1/AE3 nieco
czesciej w komponencie nabtonkowym (100%) niz migsakowatym (84%). Dodatnia ekspresja
AE1/AE3 ulatwiata zlokalizowanie komponentu nabtonkowego, trudnego do odrdznienia
w badaniu HE. Ponadto reakcja z cytokeratyng byla bardzo pomocna w réznicowaniu utkania
wrzecionowatokomorkowego od nasilonego wtoknienia, czesto spotykanego w raku

wielopostaciowym, co podkreslali w swoim opracowaniu takze Fishback i wsp. (18) (fot. 20).
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Fot. 20 Dodatnia reakcja AE1/AE3 w komponencie wrzecionowatym utatwia roznicowanie
z reakcjq desmoplastyczng podscieliska. Barwienie HE i barwienie IHC: AE1/AE3, pow. x200

Ekspresja E-kadheryny byta wyraznie stabsza i rzadsza w komponencie migsako-
watym niz nabtonkowym. Reakcje silnie nasilong stwierdzono w 94% przypadkoéw
w komponencie nablonkowym i w 30% w komponencie migsakowatym. Uwaza sie, ze jest to
wyrazem zachodzacych w guzie procesow transformacji nabtonkowo-mezenchymalnej (4),
(28), (77). Ekspresja E-kadheryny byla réwniez pomocna w roznicowaniu komponentu

nabtonkowego i mezenchymalnego (fot. 21).

AEI1/AE3 E-kadheryna

Fot. 21 Dodatnia reakcja z cytokeratynami pomaga odnalez¢é komponent nabtonkowy (ten
sam obszar guza). Barwienie HE i barwienie IHC: AE1/AE3 i E-kadheryna, pow. x200

Nalezy podkresli¢, ze brak ekspresji markeréw nabtonkowych, w tym cytokeratyn
o szerokim spektrum, nie wyklucza rozpoznania rakéw wielopostaciowych (3), (37).
W analizowanej grupie chorych, w 3 przypadkach zawierajacych utkanie wrzecionowato-

i olbrzymiokomorkowe, nie stwierdzono dodatniej reakcji z cytokeratynami.
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Ekspresja markerow nablonkowych specyficznych dla raka gruczotowego (TTF1)
i plaskonabtonkowego (p63/ p40) byta badana w kilku pracach w oparciu o zréznicowang liczbe
przypadkéw. Weissferdt i wsp. w grupie 86 rakéw migsakowatych w 59% guzéw wykazali
ekspresje TTF1 w komponencie nablonkowym i w 41% w komponencie mi¢sakowatym,
natomiast p40 odpowiednio w 24% i 8% przypadkéw (34). Forest i wsp., badajac
immunohistochemicznie i molekularnie 36 rakéw migsakowatych, z podobnymi typami
histologicznymi, stwierdzili dodatnig ekspresje TTF1 przede wszystkim w komponencie
nabtonkowym w 31% guzéw, a jedynie w jednym w komponencie migsakowatym. Dodatni
odczyn p40 odnotowali w 17% przypadkdbw w komponencie nablonkowym i w 11%

w komponencie migsakowatym (36).

Przeciwnie do cytowanych autoréw, w prezentowanym badaniu dodatnig ekspresj¢
TTF 1 p40 stwierdzono zard6wno w komponencie nabtonkowym, jak 1 mig¢sakowatym,
w podobnym odsetku przypadkéw: TTF1 w komponencie nabltonkowym w 45%,
a w migsakowatym w 37% przypadkdw, natomiast p40 odpowiednio w 54% i 29%
przypadkéw. Szczegdlng uwage zwraca silna ekspresja p40, pojawiajaca si¢ w przewazajacej
czg$ci przypadkéw w obu komponentach. Moze to tlhumaczy¢ wspomniany, stosunkowo
wysoki, odsetek stwierdzonych rakow ptaskonablonkowych w tym badaniu. Cytowani autorzy
przyjeli, ze dodatnia ekspresja TTF1 lub p40 kwalifikuje jednoznacznie dang zmian¢ do
okreslonej postaci morfologicznej raka, a przypadki z ekspresja obu markeréw kwalifikowano

jako raki gruczotowo-ptaskonabtonkowe.

W prezentowanym badaniu obserwowano bardziej zlozony wzor ekspresji markerow.
Dodatnig reakcj¢ z TTF1 stwierdzono zaréwno w utkaniu gruczotowym (93%), ale tez
w 6 przypadkach (15%) pierwotnie morfologicznie rozpoznanych jako ptaskonabtonkowe (fot.
22), a ekspresje p40, poza utkaniem ptaskonablonkowym (97%), w 1 przypadku raka wielkoko-

moérkowego (reakcja staba, ogniskowa) oraz w 2 przypadkach rakow gruczotowych (fot. 23).
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Fot. 22 Koekspresja TTF1 i p40 w komorkach raka morfologicznie plaskonabtonkowego.
Barwienie HE i barwienie IHC: p40 i TTF 1, pow. x200
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Fot. 23 Dodatnia ekspresja p40 w raku gruczotowym. Barwienie IHC: p40, pow. x200

Podobng ekspresje TTF1 1 p63 obserwowal Vieira i wsp. w grupie 77 pacjentow

z rakami migsakowatymi (17). Dodatkowo w biezagcym badaniu obserwowano ekspresj¢ obu
markeréow w roznych utkaniach tego samego guza: w 9 przypadkach w komponencie

nabtonkowym byta dodatnia reakcja z TTF1, a w migsakowatym z p40, w 8 przypadkach

sytuacja byla odwrotna, natomiast w jednym guzie (wylacznie o utkaniu olbrzymio-

i wrzecionowatokomoérkowym), w roznych polach, obserwowano ekspresje obu markerow. Nie

znaleziono danych literaturowych odnoszacych si¢ do takiego zjawiska. Wydaje sie, ze moze

to by¢ zwigzane z roznokierunkowym roéznicowaniem komorek rakow wielopostaciowego.

Weissferdt 1 wsp. wysuwaja teze, ze raki z dodatnig ekspresja TTF1 lub p40

w komponencie nablonkowym i migsakowatym powinny by¢ klasyfikowane odpowiednio jako

nisko zréznicowane raki gruczotowe lub ptaskonabtonkowe, a nie jako raki wielopostaciowe

&9



czy migsakowate, co pozwoli wybra¢ wilasciwa Sciezk¢ dalszego postepowania
diagnostycznego 1 terapeutycznego (34). Tezg t¢ posrednio potwierdzaja Forest 1 wsp., ktorzy
w przeprowadzonych badaniach molekularnych, w grupie rakow migsakowatych
z réznicowaniem plaskonabtonkowym nie wykazali obecnosci mutacji kwalifikujacych do
terapii celowanych (36). Pelosi i wsp. proponuja dolaczenie do badanych markerow
gruczolowych i plaskonablonkowych wimentyny, ktérej pojawienie si¢ zwigzane jest
z zachodzacymi w guzie procesami transformacji nablonkowo-mezenchymalnej, co wedlug
autorow, jest kluczowe dla rozpoznania raka wielopostaciowego. W badaniu obejmujacym 20
przypadkoéw raka wielopostaciowego i 48 przypadkow innych rakow niedrobnokomoérkowych
ptuca, w materiale oligobiopsyjnym i operacyjnym wykazali, Ze silna ekspresja wimentyny
obecna w licznych komorkach, obejmujaca cytoplazme w sposéb rozlany, a nie czesciowy,
odréznia raka wielopostaciowego od innych niemigsakowatych postaci NSCLC z obecnoscia
komorek pleomorficznych i pozwala na postawienie pewnej diagnozy PC, nawet w materiale

przedoperacyjnym (25).

W prezentowanym materiale ekspresja wimentyny byla silnie wyrazona i rozlana
w komponencie migsakowatym w 86% przypadkow, natomiast w komponencie nablonkowym
w 58%, z czego w potowie przypadkdéw nasilenie reakcji (natgzenie X rozleglos¢) bylo
wysokie. Potwierdzaja to wnioski Pelosi 1 wsp., iz rozlana dodatnia ekspresja wimentyny,
szczeg6lnie w materiale oligobiopsyjnym, moze by¢ bardzo pomocna, a w potaczeniu

z obrazem morfologicznym nawet decydujaca o ostatecznym rozpoznaniu PC.

Nalezy zauwazy¢, ze w biezacym badaniu w 15 przypadkach nie stwierdzono ekspresji
wimentyny w zadnym z komponentoéw, natomiast widoczna byta rozlana reakcja z markerami
nabtonkowymi AE1/AE3, E-kadheryna, ktorym w 3 przypadkach towarzyszyta ekspresja TTF1
iw 12 - p40. W zadnym z przypadkdéw nie zaobserwowano dodatniej reakcji z przeciwciatem
ZEBI1 - innym markerem transformacji nablonkowo-mezenchymalnej - a ekspresja TTF1 lub

p40 byta silnie wyrazona w obu komponentach (fot. 24).

90



A I Y R T el
- E-kadheryna - =" wimentyna '’ ZEBI
S RN B Cor o, B T 7 LA

Fot. 24 Przypadek z obecnoscig komorek pleomorficznych, z dodatniq ekspresjqg markerow
nabtonkowych i uyjemng markerow EMT. Barwienie HE i barwienie IHC, pow. x200

Wydaje sig, ze przypadki te rzeczywiscie powinny by¢ uznane za raki gruczotowe lub
ptaskonablonkowe, pomimo spetniania kryteriéw morfologicznych raka wielopostaciowego.
Pelosi i wsp. w innej pracy sugeruja, ze arbitralnie przyjety przez WHO poziom 10% komorek
pleomorficznych wymagany do rozpoznania raka wielopostaciowego, moze nie by¢
wystarczajacy do wyodrebnienia rakow o rzeczywiscie odmiennej biologii niz inne postacie

NCSLC (28).

W przebadanej grupie chorych nie stwierdzono réznicy w medianie OS i1 DFS
w rakach bez ekspresji wimentyny, w stosunku do rakéw z ekspresja dodatnia, ale ze wzgledu
na niewielka liczebno$¢ grupy ujemnej wynik ten moze nie by¢ miarodajny. Cytowani powyzej

autorzy nie analizowali badanych grup pod katem OS i DFS (28), (34), (36).

Rozpoznanie raka wielopostaciowego wg klasyfikacji WHO opiera sig na cechach
morfologicznych (3). Na podstawie uzyskanych wynikow wydaje si¢, ze stosowanie panelu
obejmujacego minimum trzy markery IHC: TTF1, p40 i wimentyn¢ moze by¢ szczegodlnie
pomocne w diagnostyce PC, zwlaszcza w przypadkach oceny drobnego materiatu

oligobiopsyjnego i cytobloczkow.
6.1.4 Martwica

Martwica w raku wielopostaciowym jest bardzo czestym zjawiskiem, obserwowanym
w ok. 89-100% przypadkéw. Zwykle rozlegle zajmuje guz, obejmujac ponad 25% ($rednio
40%) jego powierzchni, czgsto ma posta¢ martwicy geograficznej (9), (12), (17).

91



W prezentowanej pracy martwica $rednio obejmowata 42% guza, w 74% przypadkow
zajmowala ponad 25% powierzchni nowotworu. Wykazano znamiennie statystyczny zwigzek
rozleglo$ci martwicy ze stopniem zaawansowania patologicznego i klinicznego choroby

(p<0,05). Im wigksze byto nasilenie martwicy tym stopien zaawansowania raka byt wyzszy.

W badaniu Moschizuki i wsp. oraz Yokoyama i wsp. rozlegta martwica powyzej 25%
byta jednym z niezaleznych czynnikdéw prognostycznych przezycia catkowitego i przezycia
wolnego od choroby (9), (64). Z kolei Vieira i wsp. w podobnie liczebnej grupie nie wykazali

takiej zaleznos$ci (17).

W analizowanej grupie chorych mediany OS dla guzéw z martwicg do 25% i powyzej
byty wyrazne rézne (8,3 vs 1.55 lat), jednak nie byla to réznica znamienna statystycznie.
Natomiast rozlegta martwica > 25% byla niezaleznym predyktorem zwigkszajacym ryzyko
nawrotu choroby lub zgonu (HR=3,551; 95%CI, 1,276-9,882; p=0,015). Ocena rozlegtosci
martwicy w PC ma zatem istotne znaczenie i powinna by¢ ujeta w raporcie badania

histopatologicznego.

6.1.5 Inwazja naczyn krwionosnych i limfatycznych

Moschizuki 1 wsp. stwierdzili wigksza czgstos¢ inwazji naczyn krwiono$nych w raku
wielopostaciowym niz w innych postaciach NSCLC 86% vs 53% (p<0,05) i podobng inwazji
naczyn limfatycznych 39% vs 40% (9). Yuki i wsp. obserwowali inwazje naczyn krwiono$nych
w 64,4% 1 limfatycznych w 33,3% rakoéw wielopostaciowych. Autorzy zwrdcili uwage, ze
nawet u chorych bez przerzutow w wezlach chlonnych (NO) i przerzutow odlegtych (MO)
inwazja naczyn krwionos$nych byla obecna w 57,1% przypadkow, co moze by¢ przyczyng
gorszego przezycia catkowitego pacjentdw z rakiem wielopostaciowym i cechg NO, w stosunku

do podobnej grupy chorych z NSCLC (24).

W prezentowanej grupie inwazja naczyn krwiono$nych takze byla zjawiskiem
czgstszym niz naczyn limfatycznych: 73% vs 48%. Naciekanie naczyn krwiono$nych
stwierdzono w 70% przypadkow chorych z cechg NO, z czego w ok. 60% towarzyszyto mu
zajgcie naczyn limfatycznych. Inwazja naczyh krwiono$nych wigzata si¢ z wigkszym
wymiarem guza, wyzszym stopniem zaawansowania pT (p<0,05) oraz miata istotny
statystycznie zwigzek jedynie z OS (p=0,048). Porownywalne wyniki uzyskali Vieira i wsp.

(17). Podobnie jak w doniesieniu Moschizuki i wsp. (9), rdwniez w prezentowanej pracy chorzy
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z zaj¢ciem naczyn limfatycznych mieli gorsza mediang przezycia catkowitego oraz przezycia
wolnego od choroby (p<0,05), natomiast przeciwnie do cytowanych autorow, w analizie
wieloczynnikowej, inwazja naczyn krwiono$nych i/lub limfatycznych nie byla niezaleznym
czynnikiem prognostycznym OS i DFS. Podobne wyniki prezentuje takze Roesel i wsp. (10).
Liczba prac analizujacych znaczenie rokownicze inwazji naczyn w rakach wielopostaciowych

ptuc jest ograniczona.
6.2 Przemiana nablonkowo-mezenchymalna

Raki migsakowate pluc, w tym raki wielopostaciowe, s3 przyktadem rakow
o rozbieznym rdéznicowaniu komorek w kierunku nablonkowym i migsakowatym. Badania
molekularne wykazaty, Ze jest to zwigzane z aktywacja mechanizmow przemiany nablonkowo-
mezenchymalnej] w komodrkach raka niedrobnokomoérkowego na wczesnych etapach jego
rozwoju lub w multipotencjalnej komorce macierzystej (4), (37), (66), (67), (72). Przemiana
nabtonkowo-mezenchymalna jest indukowana w komorce przez rdzne zaburzenia molekularne
oraz inne czynniki, do ktorych nalezg: transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming
growth factor-f, TGF-B), Notch, Wnt, fibroblastyczny i nablonkowy czynnik wzrostu (ang.
fibroblast growth factor, FGF; epithelial growth factor, EGF), w czym posredniczg czynniki
transkrypcyjne takie jak: SNAIL, ZEB, SLUG, TWIST 1 inne. W wyniku tej przemiany
komorki raka tracg fenotyp nabtonkowy i zyskuja fenotyp podscieliskowy, co manifestuje si¢
utrata marker6w nabtonkowych odpowiedzialnych za adhezj¢ migdzykomoérkowa
tj. E-kadheryny, na rzecz pojawienia si¢ marker6w mezenchymalnych: wimentyny,
N-kadheryny, fascyny (4), (5), (19), (28), (65), (67), (71), (72). Manzotti i wsp. badajac szeroki
panel gené6w w rakach migsakowatych ptuc wykazali réznice w ekspresji genow zwigzanych
z EMT w komponencie mi¢sakowatym i nablonkowym, czemu towarzyszyla ekspresja
mezenchy-malnych czynnikow transkrypcyjnych TWIST1,2 i ZEB1 (66). Liu i wsp. uzyskali
podobne wyniki badan molekularnych i stwierdzili w badaniu immunohistochemicznym
wysoka ekspresje czynnikow transkrypcyjnych: TWIST1, SLUG i SNAIL w komorkach rakow
migsakowatych pluc (67).

Badania molekularne innych autoréw wskazuja, ze ZEB1 odgrywa kluczowa rolg
w procesie EMT w raku ptuca, przez co wplywa na procesy inwazji i przerzutowania, na

mikrosrodowisko guza, ekspresj¢ ujemnych punktéw kontroli immunologicznej, jak réwniez
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wplywa na oporno$¢ na leczenie inhibitorami kinazy tyrozynowej (55), (65), (72), (73), (77),
(78).

Istnieje ograniczona liczba publikacji nt. ekspresji immunohistochemicznej ZEBI
w rakach migsakowatych pluca. W badaniu Matsubara i wsp. w raku wielopostaciowym ptuca,
ZEBI1 wystepowatl czesciej niz raku gruczolowym i ptaskonabtonkowym (odpowiednio 50%,
0%, 10%), a jego ekspresja byla wyzsza w polach o niskiej lub negatywnej ekspresji
E-kadheryny (74). Wysoka ekspresja ZEB1 byta zwigzana z nizsza cz¢stos$cig inwazji naczyn
krwionosnych, a nizsza ekspresja E-kadheryny korelowala z wielkos$cia guza i wyzszym
stopniem zaawansowania. Niestety badana grupa rakow wielopostaciowych byta bardzo mata
- 10 przypadkéw - co nie pozwala na wycigganie wnioskow, czy ZEB1 moze by¢ czynnikiem
prognostycznym (74). Miyahara i wsp. badajac grup¢ 42 chorych z rakiem wielopostaciowym
phuca stwierdzili wysoka ekspresj¢ ZEB1 (> 75% komorek) w 29% przypadkow, ktora byta

czynnikiem prognostycznym (75).

W prezentowanym badaniu ekspresj¢ wimentyny obserwowano w 86% przypadkach
w komponencie migsakowatym i w 58% w komponencie nablonkowym. Natomiast ekspresja
E-kadheryny byla wyraznie stabsza i rzadsza w komponencie migsakowatym niz nablonkowym
(odpowiednio 30% vs 94% przypadkow), co wskazuje wyraznie na obecno$¢ przemiany
nabtonkowo-mezenchymalnej w badanych guzach. Dodatnig reakcje z przeciwciatem ZEBI
stwierdzono w 55% przypadkdow, a w 36% przypadkow reakcja byta silnie wyrazona (=8), przy
czym, poza 3 przypadkami, ekspresja byta wylacznie w komponencie migsakowatym. Fakt,
ze ekspresje ZEB1 stwierdzono jedynie w potowie przypadkdéw, moze wskazywac na aktywacje
proceséw EMT inng $ciezka sygnatowa, jak sugeruja niektorzy autorzy, by¢ moze zwigzang

z nadmierng ekspresja c-Jun i nadekspresja wimentyny i fascyny (28), (92).

Wykazano wyrazng ujemng korelacje pomiedzy dodatnig ekspresja ZEB1 a ujemna
E-kadheryny w utkaniu migsakowatym (fot. 25). Jedynie w 3 przypadkach obserwowano
koekspresj¢ tych markerow, ale obie reakcje byly stabe. Wyniki te koreluja z wynikami badan
innych autorow (73), (74) oraz znajduja wyttumaczenie w wynikach badan molekularnych (70),

(71), (72).
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" E-kadheryna "ot

Fot. 25 Ujemna korelacja ekspresji E-kadheryny i ZEBI: dodatnia ekspresja E-kadheryny
w komponencie nablonkowym i ujemna w migsakowatym oraz odwrotna reakcja z ZEBI.
Badanie IHC: E-kadheryna, ZEBI, pow. x200

Jak wspomniano wyzej, w omdwieniu wynikow badan immunohistochemicznych,
ujemng reakcje¢ z przeciwcialem ZEB1 obserwowano w grupie rakéw bez ekspresji wimentyny
w utkaniu migsakowatym, co §wiadczy o braku cech EMT w tych guzach. Co ciekawe,
ekspresja ZEB1 w grupie rakéw bez wyraznego komponentu nabtonkowego byla podobnie
czgsta jak w guzach z obecno$cia tego utkania. Typ utkania histologicznego komponentu
nabtonkowego i1 migsakowatego nie miat istotnego zwiazku z ekspresja ZEBI, chociaz

najczesciej dodatnia ekspresja wystgpowata w utkaniu olbrzymiokomoérkowym (71%).

Przeciwnie do innych autoréw (73), (74), nie stwierdzono, aby ekspresja ZEB1
1 E-kadheryny miata zwigzek ze stopniem zaawansowania, rozlegto$cig martwicy, naciekaniem
optucnej, inwazja naczyn limfatycznych i krwiono$nych (p>0,05). Stwierdzono natomiast,
ze cecha pNO wystepowata znamiennie rzadziej w guzach z dodatnia reakcja z ZEB1 (p=0,033).
Poréwnujac guzy o réznym stopniu zaawansowania zauwazono, ze w stopniu zaawansowania
I dodatnia ekspresja ZEB1 byta dwukrotnie czestsza niz ujemna (12 vs 6 przypadkow),
a w zmianach w II 1 III/TV stopniu zaawansowania stosunek ten wynosit odpowiednio ok. 1,4:1
i 1:1. Odwrotng korelacje stwierdzono dla E-kadheryny. Moze to posrednio potwierdzaé teze,
7e procesy rozbieznego roznicowania histologicznego w raku wielopostaciowym, zalezne od

EMT, rozpoczynaja si¢ na wczesnym etapie jego rozwoju (72).

W prezentowanym badaniu nie wykazano zwigzku mig¢dzy ekspresja markerow EMT

a ekspresja PD-L1 oraz zjawiskiem szerzenia si¢ raka przestrzeniami powietrznymi (STAS).

95



W niektorych doniesieniach badania molekularne proceséw przemiany nabtonkowo-
mezenchymalnej w rakach pluca wskazywaty na silny wplyw EMT na wielkos$¢ guza, stopien
zaawansowania, angiogeneze, tworzenie przerzutOw oraz gorsze przezycie wolne od choroby
i przezycie catkowite (5), (65), (73), (77). W innych pracach status EMT nie byl czynnikiem
prognostycznym OS i DFS w NSCLC (78), (79). W cytowanym wcze$niej badaniu Liu i wsp.,
obejmujacym raki migsakowate ptuca, dodatnia ekspresja immunohistochemiczna TWIST1
1 przerzuty byly niezaleznymi czynnikami ryzyka gorszego przezycia calkowitego (67).
W badaniu Miyahara i wsp., w jedno- i wielowariantowej analizie statystycznej, wysoka
ekspresja ZEB1 byla predyktorem gorszego przezycia wolnego od nawrotu i przezycia

catkowitego zaleznego od choroby (75).

W prezentowanej pracy nie stwierdzono istotnych roznic w przezyciu catkowitym oraz
przezyciu wolnym od choroby w zaleznosci od ekspresji E-kadheryny, wimentyny oraz ZEB1

ani od stopnia nasilenia reakcji z ZEB1 (p>0,05).

Roéznice w uzyskanych wynikach moga by¢ zwigzane, przynajmniej cze$ciowo,
z technicznymi aspektami wykonania reakcji immunohistochemicznej z przeciwcialem ZEB1,
m.in. z zastosowanym klonem i stezeniem, ktére w kazdej z cytowanych prac byly odmienne.
Przeciwciato to nie jest stosowane w codziennej praktyce i nie ma gotowych, zwalidowanych
protokotow badania. Dostgpne piSmiennictwo oparte jest glownie na przypadkach rakow
innych narzadéw. Opracowanie protokolu barwienia, okreslenie odpowiedniego ste¢zenia,
warunkoéw reakcji i kryteriow oceny, bylo bardzo czasochtonnym i wymagajacym etapem
badania. Pomimo to uzyskane wyniki ilo$ciowe wydaja si¢ zbiezne z podanymi
w pismiennictwie, co wskazuje, ze przyjete zasady wykonania i oceny badania immuno-
histochemicznego byly podobne, a ré6znice w wynikach maja inne zrédlo. Przyczyng moze by¢
odmienna liczebno$¢ badanych grup. W prezentowanej pracy przeanalizowano 107
przypadkéw, w tym 100 rakow wielopostaciowych, 5 olbrzymiokomérkowych oraz
2 wrzecionowatokomorkowe, w poroéwnaniu do znacznie mniejszej liczby guzéw
w cytowanych pracach (9), (67), (75), w ktorych badano 10, 41 i 42 przypadki rakéw.
Dodatkowo jedna z prac obejmowata przypadki migsakoraka, ktory ma inne cechy kliniczno-

patologiczne i przebieg kliniczny (67).
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6.3 Ekspresja PD-L1

Opracowanie metod leczenia opartych na stosowaniu inhibitoréw punktéw kontroli
immunologicznej stato si¢ w ostatnich latach szansa dla pacjentow z zaawansowanym NSCLC,

w tym dla chorych z rakiem wielopostaciowym.

Velcheti 1 wsp. po raz pierwszy zwrocili uwage na wysoka czgsto§¢ wystepowania
ekspresji PD-L1 na komodrkach rakéw migsakowatych pluc, wyzsza niz w innych postaciach
NSCLC, odpowiednio 69,2% vs 27,4% (48). Podobnie w badaniach innych autoréow ekspresja
PD-L1, oceniana metodg immunohistochemiczng na komoérkach rakow migsakowatych, w tym
raka wielopostaciowego, byla wysoka i wahata si¢ od ok. 50 do 90%, w zalezno$ci od
przyjetych kryteriow reakcji dodatniej i badanej populacji (38), (47), (49), (50), (52), (53), (54),
(84). Jedynie w badaniu Lococco i wsp. oraz Yang i wsp. czgsto$¢ dodatniej reakceji z PD-L1
wynosita odpowiednio 25,5% 1 36,5%, co mogto by¢ zwigzane z klonem przeciwciata (28-8)
oraz, w przypadku Yanga, z wykorzystaniem mikroskrawkow, a nie petnych preparatow (51),

(93).

W przedstawianej pracy dodatni odczyn z przeciwciatem PD-L1 obserwowano w 64%
przypadkéw, w tym w 66% odczyn byt silny - dotyczyt 50% i wigcej komorek raka. Czgstos¢
dodatniej reakcji byla nieznamiennie statystycznie wyzsza w materiatach z ostatnich 10 lat
w stosunku do materiatéw starszych niz 15 lat - odpowiednio 74% vs 42% (p=0,056). By¢ moze
réznice w ekspresji PD-L1, zwigzane z wiekiem bloczkéw parafinowych, byty spowodowane
degradacja materialu tkankowego lub zmianami technologicznymi w obrobce materiatu
w badanym okresie 2000-2019r. Badania innych autoréw obejmowaty krotsze okresy - od 7 do

18 lat - i nie publikowano takich obserwacji.

Aspekty techniczne 1 sposéb interpretacji wynikow sa przyczyna trudnosci
w porownywaniu wynikow réznych badan, a by¢ moze, czgSciowo rdwniez zrddlem
rozbiezno$ci w analizowaniu uzyskanych danych. Zastosowanie réznych przeciwciat,
zestawOw detekcyjnych i aparatury ma wpltyw na wynik reakcji barwnej z przeciwcialem.
Natomiast sposob interpretacji wynikdw zwigzany jest z roéznym odsetkiem komorek
nowotworowych uznawanym za wynik dodatni, trudno$ciami w ocenie reakcji
immunohistochemicznej, heterogennosciag guza, do§wiadczeniem oceniajacego oraz oceng

reakcji w nacieku zapalnym, a nie w komorkach nowotworowych.
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Niektorzy autorzy podkres$laja, ze na ekspresj¢ PD-L1 majg rowniez wptyw czynniki
genetyczne, epigenetyczne i mikrosrodowiskowe (93), (94). Moze to wyjasnia¢ szczegdlnie
wysoki odsetek (ok. 90%) dodatniej ekspresji PD-L1 na komoérkach rakow migsakowatych
w pracach autoréw koreanskich i japonskich (38), (49), (84). W tabeli 54 przedstawiono
poréwnanie metod i wynikow badan réznych zespotow. Rosngca liczba badan dotyczaca
punktow kontroli immunologiczne;j i ich znaczenia w biologii NSCLC pozwolila na ustalenie

kryteriow, ktére przyj¢to w biezacym badaniu.

W omawianej pracy, podobnie jak inni autorzy, obserwowano wyzsza ekspresj¢
PD-L1 w komponencie raka gruczotowego niz raka ptaskonabtonkowego (38), (50), (51), (52),
ale najczes$ciej pojawiala si¢ w raku wielkokomérkowym (100% przypadkéw). W odrdznieniu
od prac niektorych autorow (47), (49), nie zanotowano réznic w czestosci i nasileniu ekspresji
pomiedzy komponentem nabtonkowym 1 migsakowatym. Roéwniez typ komponentu

migsakowatego nie miat zwigzku z ekspresja PD-L1.

W prezentowanym badaniu dodatni odczyn PD-L1 byt znamiennie czg¢$ciej silnie
dodatni w guzach z intensywnym naciekiem zapalnym. W raku wielopostaciowym bardzo
czgsto obserwuje si¢ mniej lub bardziej intensywny naciek z komorek limfo-plazmatycznych
lub neutrofili co wskazuje na istnienie lokalnej odpowiedzi immunologicznej na komorki guza
i powinno wptywaé na ograniczenie wzrostu nowotworu. Cze$¢ autoroOw uwaza, ze czesta
obecno$¢ na komorkach raka wielopostaciowego ligandu aktywujacego czasteczke PD-1
limfocytéw, prowadzi do supresji i apoptozy limfocytow T, co sprzyja progresji i moze

tlumaczy¢ bardziej agresywny przebieg kliniczny choroby (45), (47), (48).
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Istniejg dwie teorie thumaczace obecno$¢ biatka PD-L1 na powierzchni komoérek
nowotworowych. Teoria wrodzonej ekspresji tej czasteczki zaktada obecnos¢ konstytutywnego
genu PD-L1 w jadrze komoérki nowotworowej i jego indukcje przez onkogenne sygnaty
transkrypcyjne. Natomiast druga uznaje adaptacyjng ekspresj¢ PD-L1 na komoérkach
nowotworowych w odpowiedzi na réznorodne czynniki stymulujace, przede wszystkim
zapalne (45). Wykazano, ze rowniez niedotlenienie jest czynnikiem powodujacym szybka
i gwaltownie zwigkszong ekspresje PD-L1 zalezng gléwnie od czynnika HIF-1a. Chang i wsp.
stwierdzili, ze wysoka ekspresja PD-L1 byta zwigzana z ekspresja HIF-1a 1 martwica, co
wedlug nich wskazuje, ze mechanizm niedotlenienia jest glowna przyczyng wystapienia

ekspresji PD-L1 (47).

W przedstawianej pracy dodatni odczyn PD-L1 byt znamiennie czg¢$ciej silnie dodatni
w guzach z rozlegla martwica obejmujaca > 50% powierzchni guza (p=0,023), co moze

potwierdzac te teorie.

Uwaza si¢, ze niedotlenienie indukuje rowniez procesy transformacji nabtonkowo-
mezenchymalnej, ktére odgrywaja istotng role w powstawaniu raka wielopostaciowego (47).
Chen i wsp. wykazali, Ze proces transformacji nablonkowo-mezenchymalnej w grupie rakéw
gruczolowych ptuca jest zwigzany z supresja limfocytow T CD8+ i zwigkszong ekspresja
PD-L1, a aktywatory procesu EMT, takie jak ZEB1, moga mie¢ wyptyw na poziom ekspresji
PD-L1 (55). W raku ptaskonablonkowym gltowy i szyi Ock i wsp. wykazali zwiazek pomigdzy
wysoka ekspresja PD-L1 a obecnoscig markerow transformacji nablonkowo-mezenchymalnej
(EMT), badanej jako dodatnia reakcja z wimentyng i ujemna z E-kadheryng. Dodatkowo
pacjenci PD-L1+/EMT+ mieli gorsze catkowite przezycie i przezycie wolne od progresji niz
chorzy PD-LI+/EMT- (76). W innych NSCLC ekspresja PD-L1 réwniez korelowala

z przewagg markerow podscieliskowych niz nabtonkowych (56).

W prezentowanym badaniu liczba przypadkéw z dodatnig ekspresja wimentyny
i dodatnig ekspresja PD-L1 byla wyzsza niz w cytowanych badaniach obejmujacych inne
postacie NSCLC, ale nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji PD-L1 pomi¢dzy grupami
immunohistochemicznymi  wydzielonymi w  zalezno$ci od ekspresji  wimentyny
w komponencie nabtonkowym i migsakowatym, w tym od grupy nie wykazujacej w ogole
dodatniej reakcji z wimentyng (p=0,401). Ekspresja PD-L1 nie miala statystycznego zwiazku
z ujemng ekspresja E-kadheryny oraz z dodatnig ekspresja ZEB-1 w komorkach raka (p=0,098
ip=0,161).

100



Podobnie jak u innych autorow, w prezentowanym materiale nie stwierdzono korelacji
pomiedzy dodatnig ekspresja PD-L a obecno$cig zatorow w naczyniach limfatycznych
1 krwiono$nych oraz stopniem zaawansowania klinicznego choroby (50), (52). W odréznieniu
od innych prac, nie obserwowano czgstszego wystepowania naciekania optucnej i przerzutéw

w weztach chlonnych (38), (51), (54).

W zwigzku z niewielka liczba badan znaczenie prognostyczne ekspresji PD-L1 w raku
wielopostaciowym i innych rakach migsakowatych pozostaje niejednoznaczne. W wigkszo$ci
prac nie stwierdzono znamiennego statystycznie zwigzku z OS i DFS lub PFS, chociaz
niektorzy badacze zauwazyli tendencje do gorszego rokowania (38), (49), (50), (51), (54).
W dwoch badaniach wykazano, ze wysoka ekspresja PD-L1 byla zwigzana z gorszym OS (47),
(52). Jedynie wg Imanishi i wsp. ekspresja PD-L1 > 15% byta zwigzana z lepszym przezyciem
catkowitym oraz przezyciem specyficznym dla raka. Badanie to obejmowato jednak niewielkg
grup¢ pacjentow z rakiem wielopostaciowym (26 przypadkdéw), a wyniki nie zostaly

potwierdzone w innych badaniach (52).

W prezentowanej pracy nie zaobserwowano réznic w przezyciu catkowitym (OS) oraz
w przezyciu wolnym od choroby (DFS) w zaleznos$ci od ekspresji PD-L1 (p>0,05). Jednak
w analizie dwuczynnikowej obejmujacej ekspresj¢ PD-L1 i rozleglo$¢ martwicy, przezycie
wolne od choroby w grupie z dodatnig ekspresja PD-L1 i martwicg obejmujacg > 25% guza
byto najkrotsze (mediana 0,7 lat) oraz istotnie gorsze w stosunku do guzéw z martwica < 25%
i ujemng ekspresja (mediana 8,3 lata) (p=0,023). Moze to by¢ istotnym dodatkowym
czynnikiem wyodrgbniajacym grupe chorych z wyzszym ryzykiem nawrotu choroby, ktora
wymagataby systematycznych badan kontrolnych, w celu wezesnego wykrycia przerzutow lub
wznowy choroby i szybkiego wdrozenia terapii lekami blokujacymi punkty kontroli

immunologiczne;.
6.4 Szerzenie si¢ raka przestrzeniami powietrznymi (STAS)

Szerzenie si¢ raka ptluca (inwazja) jest definiowane jako naciekanie podscieliska
z desmoplazjg i proliferacja miofibroblastow, naciekanie naczyn krwiono$nych i limfatycznych
oraz oplucnej, typ wzrostu inny niz tapetujacy. W roku 2015 klasyfikacja WHO nowotwordéw
ptuca wprowadzila nowy typ rozprzestrzeniania si¢ raka ptuca przestrzeniami powietrznymi

nazwany STAS (ang. spread through air spaces) (11).
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Obecnos¢ komorek nowotworowych w drogach powietrznych w niektorych typach
raka byta opisywana juz wczeséniej, jednak dopiero Onozato i wsp. w 2013r. opisali tzw. wyspy
nowotworowe (ang. tumor islands, T1) i wykazali, stosujac modelowanie 3D, ze wyspy sa
powiazane wielopoziomowo ze sobg i z gtdwna masa guza (95). Na tej podstawie wysuneli
przypuszczenie, ze moze to by¢ specyficzny sposob szerzenia si¢ raka. Chorzy z obecnos$cig TI
mieli gorsze 5-letnie przezycie wolne od nawrotu, bez wzgledu na typ resekcji oraz prawie

dwukrotnie wigksze ryzyko nawrotu.

Okreslenie STAS zostalo wprowadzone przez Kadota i wsp. w 2015r. w pracy opartej
na analizie 411 operacyjnych przypadkow raka gruczotowego w I stopniu zaawansowania (60).
Autorzy zdefiniowali STAS jako wystgpowanie niezwigzanych ze $ciang pgcherzyka ptucnego
komorek raka w miazszu ptuca, poza brzegiem guza, nawet jesli jest to pierwsza przestrzen
pecherzykowa. Wyodrebnili 3 typy morfologiczne STAS: drobnobrodawkowaty, lite gniazda
1 pojedyncze komorki. Mierzyli takze odlegto§¢ STAS od brzegu guza linijka oraz liczba
przestrzeni pecherzykowych. Zdaniem badaczy, luzno lezace komorki czy grupy komorek raka
wypelniajace przestrzenie powietrzne, niezwigzane ze sobg oraz z guzem, sg manifestacja
inwazji 1 szerzenia si¢ raka wzdhuz naturalnej, specyficznej dla pluc przestrzeni, jaka jest
$wiatto pecherzykow. Analiza statystyczna wykazata, ze w grupie chorych leczonych
ograniczong resekcja obecno$¢ STAS byla niezaleznym i jedynym czynnikiem ryzyka

nawrotow (miejscowych i odlegtych).

W tym samym roku zostala opublikowana praca Warth i wsp., w ktdrej przyjeto
odmienng definicj¢ wewnatrzpgcherzykowego szerzenia si¢ raka gruczolowego oraz
wprowadzono podzial na ograniczony i rozlegly STAS, w zalezno$ci od odlegtosci komorek
raka od gléwnej masy guza. Pomimo odmiennych zalozen wyniki takze wskazywaly, ze
istnienie STAS zwigzane jest z gorszym przezyciem catkowitym oraz krotszym czasem

przezycia wolnego od nawrotow (58).

W kolejnych latach opublikowano wiele prac dotyczacych wystepowania i znaczenia

STAS w roznych typach raka pluca, w tym w raku wielopostaciowym (64).

Czestos$¢ wystepowania STAS w grupie NSCLC, wg ostatnio opublikowanych meta-
analiz, wahata si¢ w zakresie 14,8%-55,4% (96), (97). Yokoyama i wsp. badajac grupe 35
pacjentéw z rakiem wielopostaciowym pluca stwierdzili obecno$¢ STAS w 40% przypadkow.

Zmiany pojawialy si¢ pod postacig pojedynczych komorek nowotworowych, drobnych grup
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(wyjatkowo brodawkowatych) lub gniazd. Nie stwierdzili istotnej statystycznie korelacji
z typem utkania nabtonkowego 1 migsakowatego, podtypem utkania gruczolowego, stopniem
zaawansowania patologicznego i klinicznego, inwazjg optucnej oraz naczyn. Nieco czg¢sciej

obserwowali STAS w przypadkach z nasilong martwica (p=0,094) (64).

W przedstawianej pracy wystepowanie STAS bylo zblizone i wynosito 39%. Nieco
czesciej STAS stwierdzano w przypadkach z obecnoscig utkania gruczolowego, natomiast
najrzadziej w przypadkach z utkaniem wrzecionowatokomoérkowym (p>0,05). Rownie czgsto
obserwowano grupy/drobne gniazda komodrkowe jak i pojedyncze komorki, a najrzadziej
struktury brodawkowate, przy czym stwierdzane struktury nie mialy zwigzku z typem
histologicznym utkania. Podobnie jak w czg$ci prac dotyczacych rakow gruczotowych
i ptaskonabtonkowych (58), (59), (61), (62), STAS wystepowal znamiennie czgsciej u chorych
Z Wyzszym stopniem zaawansowania choroby, natomiast nie stwierdzono istotnej statystycznie
zalezno$ci z wielkos$cig zmiany, obecno$cia inwazji naczyn i oplucnej oraz rozlegtoscia
martwicy. Moze to by¢ zwigzane z faktem, ze wymienione cechy, uwazane za prognostycznie
niekorzystne, czgsciej wystepuja w raku wielopostaciowym, stad trudnosci w wykazaniu

statystycznego zwigzku.

Podejmowane sg takze proby ustalenia wskaznikow ilosciowych oceny STAS, ktore
bytyby pomocne w diagnostyce i stanowity czynnik prognostyczny. Odlegtos¢ ognisk STAS
od brzegu zmiany mierzona linijka oraz liczba przestrzeni powietrznych okazata si¢ czynnikiem
nieistotnym (58), (61), (62). Uruga i wsp. zaproponowali podzial STAS w zalezno$ci od liczby
komorek/grup komorek raka stwierdzanych w pgcherzykach ptucnych na niski (1-4 komorek
lub grup, 1s) i wysoki STAS (=5, hs) oraz wykazali, ze moze to by¢ czynnik prognostyczny
stratyfikujacy pacjentow na grupy o réznym ryzyku wystapienia wznowy i odmiennym

rokowaniu (59).

W omawianej pracy obserwowano podobny jak u Uruga i wsp. rozktad przypadkow
z niskim 1 wysokim STAS, odpowiednio: 43,6% vs 38,4% oraz 56,4% vs 61,6%. Chociaz
mediany DFS dla niskiego i wysokiego STAS nie réznily si¢ znaczaco, to przypadki
z obecnoscig hs mialy istotnie krotszy czas przezycia wolnego od choroby w stosunku do
pacjentow STAS(-), odpowiednio: 0,67 vs 3,98 lat (p=0,006). Nie wykazano réznic w przezyciu
catkowitym w zalezno$ci od kryterium ilo§ciowego. Ponadto liczebnos$¢ grup byla zbyt mata
do miarodajnej analizy statystycznej pod katem danych kliniczno-patologicznych. Ustalenie

ewentualnych kryteriow ilosciowych wydaje si¢ obiecujagcym kierunkiem, ale wymaga
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dalszych prac na wigkszych grupach pacjentow. Dla wielu patologéw koncepcja, ze nawet
jedna komorka raka w pierwszej przestrzeni powietrznej przylegajacej do guza moze
decydowa¢ o rozpoznaniu STAS 1 ewentualnym poszerzeniu resekcji lub leczeniu

adjuwantowym, jest trudna do zaakceptowania.

Dane dotyczace znaczenia prognostycznego STAS sa zréznicowane w zaleznosci od
badanej grupy, typu raka i przyjetych kryteriow diagnostycznych. Cytowane wcze$niej meta-
analizy wskazuja, ze obecno$¢ STAS byla zwigzana z gorszym przezyciem wolnym od
nawrotow w przypadkach rakéw gruczolowych, plaskonabtonkowych i wielopostaciowych
oraz gorszym przezyciem catkowitym w raku gruczolowym, ale nie ptaskonablonkowym

1 wielopostaciowym (96), (97).

W badaniu Yokoyama i wsp. w przypadkach raka wielopostaciowego obecno$¢ STAS,
w analizie jednoczynnikowej, byta zwigzana ze znamiennie statystycznie gorszym przezyciem
catkowitym 1 wolnym od nawrotu, szczeg6lnie w grupie o wyzszym zaawansowaniu (III).
W analizie wieloczynnikowej stopien zaawansowania, obecno$¢ martwicy i obecnos¢ STAS
byty istotnymi predyktorami OS i DFS, jednak badana grupa byta niewielka (14/35 chorych)
(64).

W omawianej pracy mediana przezycia catkowitego chorych STAS(+) byta nizsza niz
w grupie STAS(-) 1,43 vs 3,12 lat, ale roznica nie byla statystycznie znamienna (p=0,052).
W analizie wieloczynnikowej obecno$¢ STAS nie miata wplywu na OS, podobnie jak
w pracach innych autoréw (58), (60), (61), (95). Obecnos¢ STAS miata natomiast istotny
zwigzek z krotszym czasem przezycia wolnego od choroby (p=0,01), co koreluje z wynikami
innych autorow wlaczonych do opublikowanych meta-analiz (96), (97). W analizie
wieloczynnikowej warto§¢ prognostyczna STAS dla DFS byla zmienna w zalezno$ci od
przyjetych w analizie parametrow, co moze wskazywac, ze jest to rzeczywiscie wazny czynnik

rokowniczy, ale raczej w korelacji z innymi cechami guza.

Wiele prac dotyczacych raka gruczotowego wykazato, ze obecnos¢ STAS jest
czynnikiem ryzyka nawrotéw w przypadku ograniczonej resekcji guza i w zmianach wezesnych
(60), (62), (98). W przedstawianym badaniu tylko u jednego pacjenta wykonano miejscowg
resekcje guza, a pozostali chorzy poddani byli rozlegtym zabiegom chirurgicznym. Dodatkowo
52,5% chorych znajdowata si¢ w II1 1 IV stopniu zaawansowania. Uzyskane wyniki wskazuja,

ze takze u chorych po rozlegtej resekcji 1 z wyzszym stopniem zaawansowania, STAS moze
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mie¢ znaczenie dla okre$lenia ryzyka nawrotu choroby. Znaczenie prognostyczne STAS
w przypadku raka wielopostaciowego wymaga jednak dalszych analiz, gdyz wnioski oparte na

pojedynczych badaniach moga nie by¢ miarodajne.

Pomimo do$¢ licznych publikacji nadal istnieje wiele watpliwosci dotyczacych
kryteriow rozpoznawania STAS. W pismiennictwie widoczne s3 rozbiezno$ci w przyjetych
zasadach oceny izolowanych komorek/grup raka w przestrzeniach powietrznych, co pokazuje,
ze praktyczne zastosowanie definicji zaproponowanej w klasyfikacji WHO jest czasami trudne.
Cze$¢ autorow wiacza do oceny wigksze gniazda/wyspy komodrkowe, ktore nie s3 ujete
w definicji WHO (61), (64), inni pomijaja ogniska w pierwszej przestrzeni powietrznej chcac

unikng¢ analizowania artefaktow (99) .

W prezentowanej pracy ocena mikroskopowa STAS réwniez stwarzata wiele
probleméw dotyczacych réznicowania STAS z artefaktami, zhuszczonymi nabtonkami
pecherzykow plucnych, makrofagami i histiocytami oraz identyfikacji pojedynczych komorek,
szczeg6lnie w raku gruczolowym i olbrzymiokomérkowym. Znalezione wyspy/gniazda

komorek nowotworowych (wigksze niz kilka komorek) kwalifikowano jako grupy (fot. 26).

Fot. 26 Watpliwosci diagnostyczne - STAS? TI? Wieksze ogniska raka (czarna strzatka)
wyraznie oddalone od brzegu guza, dodatkowo o odmiennej morfologii i ekspresji
E-kadheryny niz guz (czerwona strzatka). Barwienie IHC: E-kadheryna, pow. x25

Ustalenie granicy guza czgsto byto trudne, szczegdlnie, ze w wigkszosci przypadkow

(94%) brzeg guza byl nieréwny (fot. 27).
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Fot. 27 Nierowny brzeg guza, granica trudna do jednoznacznego okreslenia.
Barwienie HE, pow. x50

Niektorzy autorzy wskazuja, ze badania immunohistochemiczne mogg pomodc
w identyfikacji komorek raka w przestrzeniach powietrznych (100). W prezentowanej pracy,
badania immunohistochemiczne rzadko byly pomocne, ze wzgledu na naktadanie si¢ ekspresji
cytokeratyny, wimentyny oraz TTF1 w komodrkach raka wielopostaciowego oraz w komodrkach
prawidtowych. Jedynie w przypadkach wiekszych grup komorek reakcje te byty diagnostyczne
(fot. 28). Ponadto zastosowanie panelu przeciwcial przy tak drobnych zmianach, lub nawet
pojedynczych komorkach, jest czesto niemozliwe, gdyz w kolejnych skrojeniach sg one juz

nieobecne. Podobng opini¢ wyrazaja tez inni autorzy (59), (64).

Fot. 28 STAS. Podobna ekspresja E-kadheryny w komponencie olbrzymiokomorkowym
i w grupach komorek poza brzegiem guza (linie zielone) bywa pomocna w rozpoznaniu STAS.
Barwienie IHC: E-kadheryna, pow. x25
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Problemy zwigzane z pozyskaniem powtarzalnego materiatu utrudniaja badania nad
mechanizmami odpowiedzialnymi za szerzenie si¢ komorek w przestrzeniach powietrznych.
Otwarte pozostaje pytanie - jak dlugo komorki raka mogag przezy¢ w pecherzykach powie-
trznych, w oderwaniu od gléwnej masy guza i od zaopatrzenia drogg naczyn krwiono$nych,
gdy wiadomo, ze w kulturach komérkowych w warunkach gtodu, $redni czas przezycia wynosi
ok. 12h (101), a odlegto$¢ od naczyn powyzej 100um powoduje apoptoze (102). Nie wiadomo
jakie mechanizmy komorkowe i biologiczne mialyby odpowiadac za ten typ rozprzestrzeniania

si¢ nowotworu.

Wydaje si¢, ze mechanizmy transformacji nablonkowo-mezenchymalnej,
odpowiedzialne za progresj¢ nowotwordw i plastyczno$¢ komorkowa, moglyby odgrywac
istotng rolg¢ w procesie szerzenia si¢ drogami powietrznymi, podobnie jak w innych,
klasycznych typach inwazji. Gdyby szerzenie si¢ droga powietrzng byto ,,$wiadoma”, a nie
przypadkowa strategia progresji nowotworu, jego komodrki powinny wykazywac cechy
pozwalajace im na przezycie w nieznanym S$rodowisku. W dostepnym pismiennictwie
znaleziono jedynie dwie prace, w ktorych badano biatka zwigzane z EMT w przypadkach
istnienia STAS. Liu 1 wsp. wykazali zwigzek pomiedzy wysoka ekspresja biatka
towarzyszacego przerzutom 1 (ang. metastasis—associated protein 1, MTA1) w komorkach
podscieliska raka gruczotowego pluc a wieksza czgstoscig STAS (99). STAS stwierdzono
w 51,4% przypadkow, z czego polowa miata wysoka ekspresj¢ MTA1. Chorzy ci, mieli gorsze
czasy przezycia catkowitego i wolnego od choroby niz pozostale grupy pacjentow ( p<0,001).
MTALI jest jednym z biatek wlaczonych w procesy EMT i wplywa na zmniejszenie ekspres;ji
E-kadheryny. Wedlug autoréw, ekspresja MTA1 moze by¢ dodatkowym czynnikiem
prognostycznym w grupie chorych STAS(+). Kadota i wsp. analizowali istnienie zaleznoS$ci
pomiedzy obecnoscia STAS a ekspresja E-kadheryny i wimentyny w komorkach raka
ptaskonablonkowego 1 nie wykazali istotnego statystycznie zwigzku, chociaz STAS

wystepowat czgsciej w guzach z ekspresja wimentyny (62).

W prezentowanej pracy STAS wystepowal czgsciej w guzach z ekspresjag wimentyny,
ale byla ona czgsta w catej badanej grupie rakéw. Analiza statystyczna nie wykazata zwigzku
ekspresji ZEB1 i1 E-kadheryny z obecno$cig STAS (p>0,05). Ze wzgledu na wysoka ekspresje
wimentyny w raku wielopostaciowym mozna byloby spodziewac¢ si¢ wysokiej czestosci STAS,
ale zarowno w omawianym badaniu, jak i w pracy Yokoyama i wsp. nie bylo to szczegolnie

czeste zjawisko (64). Powyzsze wyniki mogg $wiadczy¢ o tym, ze przemiana nablonkowo-
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mezenchymalna nie jest istotnym elementem powstawania izolowanych komorek/grup

szerzacych si¢ przestrzeniami powietrznymi.

Najwigkszymi oponentami wprowadzenia pojecia STAS byli Thunnissen
1 Blaauwgeers oraz wsp., ktoérzy utrzymywali, ze w wigkszosci przypadkow komorki raka
w przestrzeniach pgcherzykowych zwigzane sg z procedurami operacyjnymi i traumatyzacja
guza w czasie operacji, a takze z opracowaniem patomorfologicznym materiatu. Zjawisko to
okreslili mianem: szerzenia si¢ wzdluz powierzchni noza (ang. spreading through a knife
surface, STAKS). Dokonali oni przegladu réznych typow artefaktow wystepujacych
w materiale z operacji migzszu ptuca (103), przeprowadzili prospektywne wieloosrodkowe
badania materialu operacyjnego z niedrobnokomoérkowymi rakami ptuca (104) oraz dokonali
przegladu opublikowanych prac (102). Wykazali duza rozbieznos¢ w kryteriach kliniczno-
patologicznych i wynikach réznych autoréw oraz przedstawili model powstawania wolnych
ptywajacych fragmentow raka, ktore sg jedynie zanieczyszczeniami i nie powinny by¢ - wedtug
nich - interpretowane jako inwazyjne elementy wplywajace na rokowanie i postgpowanie

Z pacjentem.

Inni autorzy zwracajg uwage na powtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikow i wskazuja,
ze trudno wyjasni¢ obserwowane znaczenie prognostyczne STAS wylacznie artefaktami (96),
(100), (101). Sugeruja, ze nie jest istotne jaka jest wyjsciowa przyczyna powstawania
izolowanych komorek w przestrzeniach powietrznych, ale sam fakt, Zze ich obecno$¢

w materiale pooperacyjnym moze mie¢ zwigzek z gorszym rokowaniem.

Zjawisko szerzenia si¢ raka przestrzeniami powietrznymi wymaga dalszych badan
wyjasniajacych przyczyny i mechanizmy jego powstawania. Ponadto definicja zaproponowana
w klasyfikacji WHO nowotwordéw klatki piersiowej wymaga dopracowania z ustaleniem
precyzyjnych kryteriow réznicowania STAS od artefaktow, okresleniem znaczenia i zwigzku
wysp/gniazd komodrkowych ze STAS. Konieczne jest rdwniez ujednolicenie nazewnictwa
1 standardu raportowania oraz opracowanie kryteriow postepowania z materialem ocenianym

w czasie badania srédoperacyjnego, ktore jest kluczowe dla okreslenia zakresu resekc;ji.
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6.5 Calkowity czas przezycia, przezycie wolne od choroby i czynniki

prognostyczne

W omawianej pracy mediana przezycia catkowitego (OS) wyniosta 23 miesiace,
a S-letnie przezycie ok. 41,6%, przy srednim czasie obserwacji ok. 7,5 lat. Mediana przezycia
wolnego od choroby (DFS) siegata 18,5 miesigca, a 5-letnie przezycie 35,8%, przy $rednim
czasie obserwacji ok. 7,8lat. W prezentowanym badaniu zwraca uwage dtugi DFS i wysoki
wskaznik 5-letniego przezycia, w porOwnaniu z wynikami innych autoréw, ktore
przedstawiono zbiorczo w tabeli 55. Roznice moga mie¢ zwigzek z wihasciwa kwalifikacja
pacjentow do zabiegu operacyjnego, z zakresem wykonywanych operacji (dominowaty
lobektomie i1 bilobektomie) oraz doszcz¢tnoscia leczenia chirurgicznego (90% zabiegdw RO).
Czas przezycia catkowitego byl krotszy w pracach obejmujacych wszystkie typy raka
migsakowatego, w tym opartych na bazie SEER, ze wzgledu na obecno$¢ w grupie

mig¢sakoraka, ktory ma zdecydowanie gorsze rokowanie (8).
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W roku 2020 Krajowy Rejestr Nowotworéw opublikowatl raport dotyczacy rakow
phuca diagnozowanych w Polsce w latach 2014-2016 (106). Tabela 56 przedstawia poréwnanie
przezy¢ z biezacego badania i danych KRN, dotyczacych wszystkich rakow phuca, leczonych
radykalnie. Dane te nie mogg by¢ porownywane wprost, gdyz dotycza nieco innych grup
pacjentéw, ale poniewaz zdecydowang wigkszo$¢ pacjentow z rakiem ptuca leczonych
radykalnie stanowig chorzy z NSCLC, a liczba rakéw migsakowatych zarejestrowanych
w Rejestrze byta niewielka (180 przypadkow w okresie 2000-2017), moga one stanowi¢ pewne

odniesienie do prezentowanego badania.

Tabela 56. Porownanie przezycia I- i 3-letniego wzglednego z badania biezgcego z danymi
z KRN za okres 2014-2016

Przezycie wzgledne - metoda Hakulinena [lata]
T
P 1 3 5
Prezentowana praca 69,73% 49,87% 48.,00%
KRN - chorzy leczeni 75,00% 47,00% brak danych
radykalnie

Wzgledne przezycia 1- i 3-letnie w badanej grupie pacjentéw byty zblizone do
wynikéw leczenia radykalnego rakéw pluca w Polsce, co moze wskazywaé, ze rokowanie
w operacyjnych rakach migsakowatych ptuc nie jest gorsze od innych rakéw. Niestety, dane
w KRN dotyczace raka wielopostaciowego i innych rakoéw migsakowatych sa niekompletne,
co utrudnia analiz¢ poréwnawcza. Yin i wsp. w oparciu o baz¢ SEER roéwniez nie wykazali
réznic w przezyciu catkowitym miedzy rakiem wielopostaciowym a innymi NSCLC (7).
Przeciwne wyniki przedstawil Martin i wsp., ktoérzy poréwnywali raki migsakowate ptuc
z niemigsakowatymi NSCLC, taczac zmiany o podobnych cechach klinicznych. Stwierdzili
wyrazne roznice pomi¢dzy rakami migsakowatymi i innymi postaciami NSCLC w medianie
przezycia catkowitego: 17,4 vs 79,1 miesiace, przezyciu 5-letnim: 24,5% vs 46,3% 1 w czasie

wolnym od nawrotu: 11,3 vs 61,4 miesigce (15).

Dane dotyczace czynnikow prognostycznych analizowanych w wigkszos$ci prac sa
zréznicowane (tabela 55) i zaleza od liczebno$ci badanej grupy, przyjetych parametrow
1 zastosowanych metod statystycznych. Cechy od dawna uwazane za istotne prognostycznie
takie jak: wielko$¢ zmiany, cecha T, N i M oraz - zwigzany z nimi - stopien zaawansowania,

powtarzaja si¢ w wielu badaniach zard6wno w analizie jednoczynnikowej jak 1 wieloczynni-
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kowej, co potwierdza ich znaczenie zaréwno dla OS i DFS. Czeg$¢ autoréw zwraca uwage na

prognostyczng role rozlegtosci martwicy (9), (17), (64).

Jest to cze$ciowo zbiezne z wynikami prezentowanej pracy, w ktdérej martwica
zajmujaca > 25% byta niezaleznym predyktorem gorszego czasu przezycia wolnego od choroby
(HR=3,551; 95%ClI, 1,276-9,882; p=0,015). Co cieckawe, nie wykazano takiego zwigzku dla
martwicy > 50%, co wskazuje, ze nawet stosunkowo niewielka ilo§¢ martwicy jest czynnikiem
pogarszajagcym rokowanie. Jak wspomniano wcze$niej, guzy z rozlegla martwica i dodatnia
ekspresja PD-L1 miaty najnizszg mediang i 5-letnie przezycie wolne od choroby (p=0,023), co

moze by¢ pomocne przy planowaniu systematycznej kontroli nad pacjentem po operacji.

W przedstawianej pracy, w analizie jednoczynnikowej, istotnym czynnikiem
prognostycznym dla OS i DFS byla inwazja naczyn limfatycznych, a dla OS roéwniez inwazja
naczyn krwiono$nych, podobnie jak w badaniach innych autoréw (9), (17), ale nie byly one

niezaleznymi czynnikami rokowniczymi.

Znaczenie prognostyczne typu utkania histologicznego bylo badane jedynie
w nielicznych pracach i nie miato istotnego zwigzku z przezyciem catkowitym i wolnym od
nawrotow/progresji choroby (9), (12), (16), (24). Jedynie w jednej pracy utkanie inne niz

ptaskonablonkowe korelowato z dluzszym przezyciem catkowitym (17).

Interesujace jest, ze w prezentowanym badaniu typ utkania nablonkowego miat pewne
znaczenie rokownicze. Zaréwno w analizie jedno-, jak i wieloczynnikowej gorsze rokowanie
co do OS wystepowato w grupie rakéw o mieszanym utkaniu gruczotowo-ptaskonablonkowym
(HR=7,249; 95%CI, 1,986-26,458; p=0,003). Warto zauwazy¢, ze byl to typ histologiczny,
w ktorym najczgéciej wystgpowala inwazja naczyn limfatycznych. Natomiast utkanie
ptaskonablonkowe bylo niezaleznym predyktorem lepszego rokowania co do czasu wolnego
od nawrotu choroby, w stosunku do raka gruczotowego ( HR:0,31, 95%Cl 0,122-0,784;
p=0,013).

W badanym materiale stwierdzono aktywacj¢ procesdw przemiany nabtonkowo-
mezenchymalnej odpowiedzialnych za agresywny przebieg i tworzenie przerzutéw. Dlatego
pewnym zaskoczeniem byt brak istotnego zwigzku markeréw przemiany nabtonkowo-
mezenchymalnej: wimentyny, E-kadheryny i ZEB1 z OS i DFS. Dodatkowo grupa, w ktorej

nie stwierdzono aktywacji EMT (ujemna ekspresja wimentyny i ZEB1, wysoka ekspresja
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E-kadheryny w komorkach obu komponentdw) okazata si¢ niezaleznym czynnikiem
rokowniczym gorszego przezycia wolnego od choroby (HR:4,888; Cl195% 1,26-18,964;
p=0,022). Na podstawie uzyskanych wynikow, wydaje si¢, ze ekspresja markerow EMT ma
przede wszystkim znaczenie diagnostyczne, a nie rokownicze. Prace innych autoréw wskazuja,
ze w rakach migsakowatych ptuca moze to by¢ jednak dodatkowy czynnik prognostyczny (67),

(75). Zbyt mata liczba prac nie pozwala na wyciagnigcie jednoznacznych wnioskow.

W prezentowanym badaniu wykazano, ze szerzenie si¢ raka przestrzeniami
powietrznymi jest zwigzane w gorszym czasem przezycia wolnego od choroby (p=0,01), ale
nie byl to niezalezny czynnik prognostyczny (p=0,085), jak omdéwiono w czeéci poswigconej
STAS. W pracy Yokoyama i wsp. (64), jedynej opisujacej to zjawisko w raku
wielopostaciowym, wystapienie STAS bylo negatywnym czynnikiem rokowniczym DFS i OS,
ale mediany przezycia catkowitego i wolnego od choroby oraz przezycia 5-letniego byty
stosunkowo wysokie w poréwnaniu do innych opublikowanych prac (tabela 55). Chen 1 wsp.
w meta-analizie dotyczacej STAS zinterpretowali wyniki Yokoyamy i wsp. jako nieistotne dla

OS (96), natomiast Liu i wsp. nie wiaczyli tej pracy do swojej meta-analizy (97).
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7. Podsumowanie

Rak wielopostaciowy pluca jest rzadko wystepujacym nowotworem, ktéry stwarza
duze trudno$ci diagnostyczne i terapeutyczne. W polskiej literaturze nie ukazato si¢ dotychczas
zbiorcze opracowanie dotyczace cech kliniczno-patologicznych, badan immunohistochemi-

cznych, czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych tego raka.

W  prezentowanym opracowaniu, opartym na duzej grupie 107 pacjentdw,
skoncentrowano si¢ na parametrach morfologicznych raka wielopostaciowego ptuca, ktére
moglyby mie¢ znaczenie prognostyczne i predykcyjne. Obraz mikroskopowy korelowano
z danymi klinicznymi, przede wszystkim przezyciem catkowitym (OS) i wolnym od choroby
(DFS), wynikami reakcji immunohistochemicznych oraz czynnikami uznanymi za rokownicze
dla przebiegu nowotworu. Najwigksze trudno$ci na jakie natrafiono w czasie badania zwigzane

byly z ogromna réznorodnos$cia obrazu mikroskopowego, nawet w obrebie jednego guza.

Dane epidemiologiczne, lokalizacja i obraz kliniczny choroby byly podobne do
danych zawartych w pi$miennictwie. W badaniu mikroskopowym stwierdzono roéznorodne
typy utkania morfologicznego w identyfikacji, ktorych okazaly si¢ bardzo pomocne badania
immunohistochemiczne: p40, TTF1, E-kadheryna i AE1/AE3. Stwierdzono wysoka czgsto$¢
wystepowania rozleglej martwicy, naciekania optucnej, inwazji naczyn limfatycznych

1 krwiono$nych, co wigzalo si¢ z przebiegiem klinicznym choroby.

W badanych guzach stwierdzono immunohistochemicznie cechy aktywacji procesow
przemiany nablonkowo-mezenchymalnej, co miato gtownie znaczenie diagnostyczne, ale nie
rokownicze. Nie wykazano rowniez zwigzku markerow EMT z ekspresja PD-L1 1 obecnoscia

STAS.

Ekspresja PD-L1 w komorkach raka byta dodatnia w wigkszosci guzow 1 silnie
nasilona w blisko potowie przypadkow, co bylo zwigzane z intensywnym naciekiem zapalnym
w podscielisku. Nie wykazano zwigzku wystgpowania ekspresji PD-L1 z innymi badanymi

parametrami.

Opisane niedawno zjawisko STAS, obserwowane stosunkowo czg¢sto w badanej
grupie, ma istotne znaczenie prognostyczne dla DFS, jednak jego ocena jest trudna,

czasochlonna, a kryteria wymagaja dopracowania.

114



Na podstawie wykonanych badan okreslono czynniki prognostyczne dla przezycia

catkowitego 1 wolnego od choroby.

Ze wzgledu na rzadko$¢ wystepowania raka wielopostaciowego, prezentowana
analiza, podobnie jak prace innych autorow, ma charakter retrospektywny, co stanowi pewne
ograniczenie badania. Na podkreslenie zastuguje jednak fakt, ze jest to - jak dotychczas - jedyne
tak rozlegle opracowanie rakéw wielopostaciowych w Polsce, dodatkowo obejmujace

przypadki wytacznie z jednego osrodka.
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8. Wnioski

Badang grupe stanowilo 107 pacjentow. W 100 przypadkach rozpoznano raka
wielopostaciowego, w 5 raka olbrzymiokomoérkowego i w 2 raka wrzecionowatokomor-
kowego. Ze wzglegdu na podobny obraz kliniczno-patologiczny wszystkie przypadki

rozpatrywano wspolnie, jako grupe raka wielopostaciowego.

Przeprowadzone badanie pozwolito na wyciagni¢cie nastgpujacych wnioskow:

1. Dane epidemiologiczne, lokalizacja i obraz kliniczny raka wielopostaciowego sa podobne
do danych zawartych w pi$miennictwie, a czgsto$¢ wystepowania tej postaci raka

w polskim materiale operacyjnym wynosi 1,6% rakow ptuca.

2. Okreslenie typow histologicznych utkania, szczegélnie nabtonkowego, jest istotne
rokowniczo: raki o mieszanym utkaniu gruczotowo-ptaskonabtonkowym maja gorszy OS
1 czgdciej towarzyszy im inwazja naczyh limfatycznych (p<0,05), raki z utkaniem
ptaskonablonkowym maja lepszy DFS (p<0,05), raki z utkaniem wielkokomdrkowym
1 olbrzymiokomorkowym maja tendencje do gorszego OS i DFS (p>0,05).

3. Rozlegtos¢ poszczegodlnych typdéw utkania nie ma znaczenia klinicznego.

4. Badania immunohistochemiczne s3 bardzo pomocne w diagnostyce PC. Reakcje
z cytokeratyng AE1/AE3 i1 E-kadheryna pozwalaja na identyfikacje, czesto bardzo
skapego, komponentu nablonkowego. Reakcje z TTF1 i p40 pomagaja w okresleniu
réznicowania komorkowego, ale odczyny te moga mie¢ ro6znorodng ekspresje w obrgbie
tego samego guza. Rozlana cytoplazmatyczna reakcja z wimentyna, w licznych
komorkach, utatwia odroznienie PC od innych podtypéw NSCLC z obecno$cig komoérek

pleomorficznych, co moze by¢ kluczowe w diagnostyce materialdow przedoperacyjnych.

5. W badanych guzach czesto wystepuja cechy uwazane za prognostycznie niekorzystne,
takie jak: martwica (74%), inwazja naczyn krwiono$nych (73%) i limfatycznych (48%),
inwazja oplucnej (71%).

6. Rozlegto$¢ martwicy ma istotny zwigzek ze stopniem zaawansowania klinicznego
1 patologicznego (p<0,05). Martwica >25% jest niezaleznym predyktorem wystapienia

nawrotu choroby lub zgonu. Rozlegtej martwicy >50% czgsto towarzyszy wysoka

ekspresja PD-L1 (p<0,05).
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10.

1.

12.

13.

14.

Ekspresja markeréw przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej: wimentyny i ZEB1 w raku
wielopostaciowym jest wysoka, przy zmniejszonej ekspresji E-kadheryny, co potwierdza
aktywacje 1 istotng role proceséw EMT w rozwoju tego nowotworu. Ekspresja markerow
EMT wydaje si¢ mie¢ znaczenie glownie diagnostyczne. Nie wykazano jej znaczenia

prognostycznego, a takze zwigzku ze STAS i ekspresja PD-L1.

Zaobserwowano wystgpowanie grupy rakéw z elementami pleomorficznymi, ze
zrdznicowanym komponentem nabtonkowym, ktora nie wykazuje ekspresji markeréw
EMT i wigze si¢ z krotszym DFS. Wymaga ona dalszych badan w celu okreslenia jej

miejsca w klasyfikacji i znaczenia klinicznego.

W raku wielopostaciowym obserwuje si¢ wysoka czesto$¢ (64%) 1 nasilenie ekspresji

PD-L1 (TPS>50%-42%), co stanowi wazny czynnik predykcyjny.

Ekspresja PD-L1 nie ma zwigzku z OS i1 DFS, ale chorzy z martwica >25% 1 dodatnia
ekspresja PD-L1 maja najnizsza mediang DFS (p=0,023) i powinni by¢ objeci

systematyczng opieka w celu wczesnego wykrycia nawrotu choroby.

Zjawisko STAS, stwierdzone w 39% badanych guzéw (39/99 przypadkow), wystepowato
u chorych z wyzszym stopniem zaawansowania choroby (p<0,05). Nie wykazano zwigzku
pomiedzy obecnoscia STAS a inwazja naczyn, rozleglo$cia martwicy, typem
histologicznym utkania czy rozleglo$cia komponentu migsakowatego. Nie stwierdzono

réwniez zwigzku z ekspresja markeréw EMT.

Kryteria ilo§ciowe oceny STAS zaproponowane przez Uruga i wsp. - niski i wysoki STAS

- s3 obiecujacym kierunkiem rozwoju badan nad znaczeniem rokowniczym STAS.

STAS ma znaczenie prognostyczne dla DFS: chorzy z obecnoscia STAS maja gorszy DFS
w analizie jednoczynnikowej (p<0,05). W analizie wieloczynnikowe] warto§¢ progno-
styczna STAS co do nawrotu choroby jest zmienna, co przemawia za tym, ze jest to wazny
czynnik rokowniczy, ale w polaczeniu z innymi parametrami. Chorzy ze STAS maja

tendencje¢ do gorszego przezycia catkowitego (p>0,05).

Czynnikami prognostycznymi dla OS sa:

e w analizie jednoczynnikowej: stopien zaawansowania III/IV (p=0,014), inwazja
naczyn limfatycznych (p=0,028) i naczyn krwionos$nych (p=0,048), mieszany typ
komponentu nablonkowego: gruczotowo-ptaskonabtonkowy (p=0,006);
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e w analizie wieloczynnikowej niezaleznymi predyktorami s3: stopieni zaawansowania
HI/IV (p=0,037) oraz mieszany typ komponentu nabtonkowego: gruczotowo-
ptaskonablonkowy (p=0,003).

15. Czynnikami prognostycznymi dla DFS s3:

e w analizie jednoczynnikowej: stopniefi zaawansowania III/IV (p=0,011), nasilenie
martwicy (p=0,004), inwazja naczyn limfatycznych (p=0,036), obecnos¢ STAS
(p=0,01) oraz obecno$¢ wysokiego STAS (p=0,006);

e w analizie wieloczynnikowej niezaleznymi predyktorami sa: martwica >25%
(p=0,015), typ komponentu nablonkowego - utkanie ptaskonabtonkowe rokuje lepiej
(p=0,013) oraz brak ekspresji wimentyny w komponencie migsakowatym (p=0,022).
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9. Streszczenie

e Wstep

Raki migsakowate phluca (PSC) sa niejednorodna grupa rzadkich ztosliwych
nowotworow nabtonkowych, ktére charakteryzuja si¢ histologicznie obecnoscig utkania
przypominajacego ztosliwe nowotwory podscieliskowe - migsaki. Do grupy tej zaliczane sa

m.in.: raki wielopostaciowe, raki wrzecionowatokomorkowe i raki olbrzymiokomorkowe.

Raki wielopostaciowe stanowig ok. 0,1-0,75% rakéw niedrobnokomorkowych ptuca
oraz ok. 1,5-3% przypadkoéw operowanych. Wystepuja gléwnie w szdstej dekadzie zycia
(32-89 lat), czesciej u mezezyzn i maja silny zwigzek z paleniem papierosow. Objawy kliniczne
i radiologiczne sa podobne jak w innych rakach ptuca. W pordwnaniu z innymi postaciami raka
niedrobnokomorkowego ptuc, PC s3 zazwyczaj diagnozowane w wyzszym stopniu
zaawansowania, maja bardziej agresywny przebieg kliniczny oraz krotsze przezycie, takze
w grupie chorych operowanych. Charakteryzuja si¢ réwniez gorsza odpowiedzig na

standardowa chemioterapi¢ i leczenie celowane.

e Zalozenia pracy

Ze wzgledu na rzadko$¢ wystepowania raka wielopostaciowego dane dotyczace
obrazu klinicznego, morfologicznego, a takze czynnikoéw rokowniczych sa zrdéznicowane.
Wigkszo$¢ dotychczasowych badan opiera si¢ na nieduzych, maksymalnie kilkudziesigcio-
osobowych grupach chorych, co znacznie utrudnia analiz¢ danych, wnioskowanie i wypra-
cowanie strategii terapeutycznej dla tej grupy chorych. Brakuje rowniez zbiorczych danych

dotyczacych populacji polskie;.

Rozpoznanie histopatologiczne PC opiera si¢ na cechach morfologicznych nowotworu
1 nie zawsze wymaga wykonania badan immunohistochemicznych. Moga by¢ one jednak
pomocne w okresleniu podtypéw morfologicznych, co moze mie¢ wplyw na rokowanie, dalsze
postepowanie diagnostyczne z materiatem, a w konsekwencji podjecie decyzji terapeutycz-

nych. Dane literaturowe na ten temat sg bardzo zréznicowane.

Uwaza sie, ze w powstawaniu rakow wielopostaciowych kluczowa rolg odgrywaja
procesy transformacji nablonkowo-mezenchymalnej, co manifestuje si¢ zmianami w ekspresji

substancji nazywanych markerami EMT m.in. E-kadheryny, wimentyny i ZEB1. Stopniowa
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utrata E-kadheryny jest zwigzana z nasilajaca si¢ ekspresja ZEB1 1 wimentyny,
co zaobserwowano w badaniach molekularnych w rakach migsakowatych innych narzadéw
ijedynie w pojedynczych pracach dotyczacych rakéw wielopostaciowych ptuca. Nie jest jasne

czy ekspresja tych markeréw ma zwiazek z cechami kliniczno-patologicznymi i rokowaniem.

Klasyczne strategie terapeutyczne podejmowane obecnie u chorych z rakiem
wielopostaciowym tj. standardowa chemio- i radioterapia, a takze terapia ukierunkowana
molekularnie, nie przyniosty satysfakcjonujacych efektow. Obiecujaca metoda leczenia wydaje
si¢ immunoterapia oparta na lekach blokujacych ujemne punkty kontroli immunologicznej, ze
wzgledu na wysoka ekspresj¢ biatka PD-L1 na komoérkach PC. Wysoka ekspresja PD-L1 moze
mie¢ zwigzek z przemiang nablonkowo-mezenchymalng, typem réznicowania nabtonkowego
oraz z agresywniejszym przebiegiem nowotworu, ale wyniki w piSmiennictwie s3

zréznicowane.

W ostatnich latach zwrécono uwage na negatywny wplyw szerzenia si¢ raka
przestrzeniami powietrznymi (STAS) na przebieg choroby. Do tej pory ukazata si¢ jedynie
jedna praca dotyczaca STAS w raku wielopostaciowym, gdzie wykazano ujemny wplyw tego
zjawiska na rokowanie (64). Badana grupa obejmowala tylko 35 przypadkow, wylacznie
z towarzyszacym zréznicowanym komponentem nabtonkowym. Nie analizowano zwigzku
STAS z typem 1 rozlegloscia komponentu mezenchymalnego, ekspresja markeréw

nabtonkowych czy podscieliskowych, a takze z ekspresja biatka PD-L1.

e Cel pracy

Celem pracy byla retrospektywna analiza grupy chorych z rozpoznaniem raka
wielopostaciowego, raka wrzecionowatokomérkowego i olbrzymiokomodrkowego ptluca,
korelacja cech morfologicznych, immunofenotypu z danymi klinicznymi oraz okreslenie
czynnikow, ktore bytyby istotne w planowaniu dalszego leczenia pacjenta i miatyby znaczenie

dla przewidywania przebiegu choroby oraz rokowania.
W zwiagzku z tym w pracy zostala przeprowadzona:

1. Analiza morfologiczna rakow wielopostaciowych, wrzecionowatokomérkowych
1 olbrzymiokomorkowych, okreslenie cech histologicznych: rodzaju i ilosci komponentow

nabtonkowego i migsakowatego, ocena rozlegto$ci martwicy, nasilenia nacieku zapalnego,
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obecnosci zatoréw z komorek raka w $wietle naczyn krwionos$nych i limfatycznych oraz

naciekania optucne;.

2. Ocena immunofenotypu w oparciu o odczyny immunohistochemiczne: AE1/AE3, TTF1,

p40, E-kadheryna, wimentyna i ZEB1.

3. Ocena ekspresji biatka PD-L1 w komponencie nablonkowym i migsakowatym, korelacja
z typem histologicznym, immunofenotypem oraz ekspresja E-kadheryny, wimentyny

1 ZEBI.

4. Analiza zjawiska szerzenia si¢ raka przestrzeniami powietrznymi (STAS), korelacja

z ekspresja biatka PD-L1 oraz ekspresja E-kadheryny, wimentyny i ZEB1.

5. Okreslenie czynnikéw prognostycznych i predykcyjnych.

e Material i metody

Retrospektywnym badaniem objeto pacjentdéw operowanych w Instytucie Gruzlicy
1 Chordb Phuc z powodu nowotworu pluca w latach 2000- 2019, diagnozowanych w Zaktadzie
Patomorfologii IGIChP. Wybrang do badania grupg stanowito 107 pacjentow: 100 przypadkow
raka wielopostaciowego, 5 raka olbrzymiokomorkowego i 2 raka wrzecionowatokomorko-
wego, ktore ze wzgledu na podobienstwo morfologiczne i cechy kliniczne, w prezentowanej
pracy rozpatrywano wspoélnie jako grup¢ raka wielopostaciowego (PC), zgodnie z najnowsza

klasyfikacja WHO.

Dane kliniczne uzyskano z bazy informatycznej IGiChP. Dane na temat daty zgonu
uzupelniono w oparciu o informacje otrzymane z Powszechnego Elektronicznego Systemu
Ewidencji Ludno$ci. Dodatkowe informacje uzyskano z Krajowego Rejestru Raka Pluca
(KRRP) oraz Krajowego Rejestru Nowotworow. Jako wskazniki kliniczne przyjeto przezycie

catkowite (OS) i przezycie wolne od choroby (DFS).

Materiat reklasyfikowano zgodnie z klasyfikacja nowotworow pluca, optucnej,
grasicy i serca WHO z 2015r., a stopien zaawansowania choroby oceniano wg obowigzujace;j
klasyfikacji TNM z 2017r. (edycja 8). Kryteria oceny mikroskopowej nie roznilty si¢ od
zawartych w aktualnej klasyfikacji guzow klatki piersiowej z 2021r. W kazdym przypadku
zastosowano nastgpujacy panel przeciwcial immunohistochemicznych: AE1/AE3,
E-kadheryng, wimentyng, TTF1, p40, ZEB1 oraz PD-L1(klon 22C3). Dodatkowo oceniano:

typ utkania nablonkowego i migsakowatego z szacunkowa oceng ich rozlegtosci, obecnos¢
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inwazji naczyn rozumiang jako obecno$¢ zatoréw z komorek raka w naczyniach krwiono$nych
(BVI) 1 limfatycznych (LVI), rozlegto$¢ pol martwicy, naciekanie optucnej, nacieki zapalne
iich nasilenie. STAS oceniono w 99 przypadkach stosujac definicje WHO i1 dodatkowo metoda

potilosciowa zaproponowang przez Uruga i wsp.

e Wyniki

1.  Czgstos¢ wystepowania raka wielopostaciowego, na podstawie danych z KRRP, w latach

2000-2019 wyniosta 1,6% w materiale operacyjnym.

2. Rak wielopostaciowy wystepowat czesciej u mezezyzn (67M/40K), u 0sob starszych
(mediana 65lat) i u palaczy (92,6%). Najczesciej zlokalizowany byt obwodowo (78,5%)
i w ptatach gornych (51,4%). Mediana $rednicy guza wynosita 5,5cm. Wigkszo$¢ chorych
byta w II i III stopniu zaawansowania klinicznego (30,8% i 51,4%). Najczgstszym
zabiegiem operacyjnym byta lobektomia (87%), a jedynie u jednego chorego wykonano
tumorektomie. 90% wykonanych zabiegéw byto radykalnych. Dane dotyczace przebiegu
klinicznego byty dostepne u 70 chorych, z czego nawrdt choroby wystapit u 26 chorych
(3 - wznowa miejscowa, 15 - przerzuty odlegte, 3 - przerzuty i wznowa). Czas do
wystapienia wznowy wynosit §rednio 2,6 lat (SD=2,21), a do wystapienia przerzutow

1,24 lata (SD=1,63).

3. W badaniu mikroskopowym stwierdzono nast¢pujace typy utkania nabtonkowego: rak
ptaskonablonkowy (ok. 46%), rak gruczotowy (ok. 35%), rak wielkokomorkowy
(ok. 12%) 1 utkanie mieszane (gruczotowo-ptaskonabtonkowe) (ok. 7%). W 22
przypadkach (20,5%) nie znaleziono zréznicowanego komponentu nablonkowego - w tej
grupie bylo 5 przypadkéw raka olbrzymiokomodrkowego i 2 raka wrzecionowato-
komorkowego. Komponent nabtonkowy stanowit od 1% do 90% guza, $rednio ok. 36%
(mediana 30), w ok. 18% byt widoczny jedynie ogniskowo i stanowil <10%. Komponent
migsakowaty w wigkszosci przypadkow (ok. 56%) skladat si¢ z mieszanego utkania
wrzecionowato- 1 olbrzymiokomoérkowego. Utkanie wrzecionowatokomorkowe
wystepowato najczesciej w potaczeniu z rakiem ptaskonablonkowym. Poza tym nie
zaobserwowano wyraznego zwiazku typu histologicznego raka z typem komponentu
migsakowatego. Ze wzgledu na morfologiczne podobienstwo komoérek oraz ich
réznorodno$¢,  rozroznienie  poszczegdlnych  komponentdéw  nabtonkowych
1 miesakowatych oraz okreslenie ich stosunku ilo§ciowego, byto w wielu przypadkach

bardzo trudne. Jednoczynnikowa analiza statystyczna wykazata, ze obecno$¢ mieszanego
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utkania gruczotowo-ptaskonabtonkowego wigzata si¢ z czgstsza inwazja naczyn
limfatycznych oraz krotszym OS. Byta takze niezaleznym czynnikiem ryzyka krotszego
OS. Natomiast utkanie plaskonablonkowe bylo jednym z niezaleznych czynnikow
zmniejszajacych ryzyko wystapienia wznowy lub zgonu. Tendencj¢ do gorszej mediany
przezycia catkowitego obserwowano takze przy utkaniu wielkokomorkowym

1 olbrzymiokomoérkowym.

Martwica byta obecna w 90% przypadkow, w ok. 74% obejmowata ponad %4 powierzchni
wycinkow. Nasilenie martwicy miato istotny zwigzek ze stopniem zaawansowania
patologicznego pT i klinicznego. Rozlegta martwica >25% byta jednym z niezaleznych

czynnikow krotszego DFS.

Zatory z komorek raka w naczyniach krwiono$nych byly zjawiskiem czestszym
(ok. 73%) niz inwazja naczyn limfatycznych (48%). Analiza statystyczna wykazata,
ze inwazja naczyn limfatycznych byla znamiennie czgstsza w guzach z mieszanym
(gruczotowo-ptaskonabtonkowym) komponentem raka, a rzadsza w przypadkach
z utkaniem raka wielkokomoérkowego. W grupie z inwazja naczyn krwionosnych $rednica

guza byta istotnie wigksza, podobnie jak stopien pT.

W badaniach immunohistochemicznych obserwowano réznorodng ekspresj¢ markerow
nabtonkowych i mezenchymalnych. Tylko w 3 przypadkach nie stwierdzono ekspresji
jakichkolwiek  markerow  nablonkowych, a jedynie ekspresj¢ = markerow
mezenchymalnych. Markery nablonkowe (AE1/AE3 1 E-kadheryna) czesciej
wystepowaty, 1 mialy wigksze nasilenie, w komponencie nablonkowym niz
migsakowatym, przy czym ekspresja E-kadheryny byla wyraZznie stabsza i rzadsza
w komponencie migsakowatym niz AEI/AE3. Ekspresj¢ TTF1 i p40 stwierdzono
zarowno w komponencie nablonkowym, jak i migsakowatym w zblizonej liczbie
przypadkéw. Reakcja z przeciwcialem przeciwko wimentynie byla dodatnia
w komponencie nabtonkowym w ok. 58% przypadkow z obecnoscia tego komponentu,
natomiast ujemna w komponencie migsakowatym w 15 przypadkach. W tych
przypadkach stwierdzono réwniez ujemng ekspresj¢ ZEB1 oraz nasilong ekspresj¢
markeréw nablonkowych w obu komponentach, co wskazuje na brak aktywacji procesow

EMT w tych guzach.

Dodatnig reakcj¢ z przeciwciatem ZEB1 obserwowano w utkaniu migsakowatym w ok.

55% guzow, a w komponencie nabtonkowym w 3 przypadkach (reakcja staba).
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Z dodatnig ekspresja ZEB1 korelowato zmniejszenie ekspresji E-kadheryny. Ekspresja
markeré6w przemiany nablonkowo-mezenchymalnej: wimentyny, ZEB1 i E-kadheryny

nie mialy istotnego zwigzku z innymi badanymi parametrami oraz z OS i DFS.

Dodatni odczyn z PD-L1 obserwowano w ok. 64% przypadkéow, w ok. 42% guzow
odczyn byt silny (TPS> 50%). Odsetek dodatnich odczynow byt wyzszy (ok. 73%) wsrod
pacjentdow operowanych w okresie 2010-2019 niz w catej badanej grupie (p=0,056).
Nie zaobserwowano istotnych réznic w ekspresji PD-L1 w komponencie nabtonkowym
1 migsakowatym. Najczesciej dodatnig i silng ekspresje PD-L1 stwierdzano w guzach
z utkaniem raka wielkokomodrkowego, a najrzadziej w guzach z utkaniem mieszanym
(gruczotowo-ptaskonabtonkowym) (p<0,05). Dodatni odczyn obserwowano istotnie
czg¢Sciej w utkaniu raka gruczotowego niz ptaskonablonkowego. Silna ekspresja
wystepowata czesciej w guzach z rozlegla martwica >50%, oraz z intensywnym
naciekiem zapalnym w obrgbie guza (p<0,05), ale nie miata zwigzku z nasileniem
wloknienia w obrebie guza. Poza wyzej wymienionymi analiza statystyczna nie wykazata
istotnego zwigzku ekspresji PD-L1 z innymi parametrami, w tym z ekspresja markerow

EMT, STAS, OS i DFS.

Obecnos¢ cech szerzenia si¢ przestrzeniami powietrznymi stwierdzono w ok. 39% (18
kobiet 1 21 mgzczyzn). STAS wystepowal nieco czesciej w gruczolakorakach i rakach
mieszanych niz w raku plaskonabtonkowym, ale nie byly to roznice istotne statystycznie.
Stwierdzono rézne typy morfologiczne ognisk raka w przestrzeniach powietrznych, ktore
w zaleznosci od liczby, zakwalifikowano jako STAS o nasileniu niskim - 1Is (56,4%)
1 wysokim - hs (43,6%). STAS wystepowat znamiennie czg¢sciej u chorych z wyzszym
stopniem zaawansowania choroby, ale nie stwierdzono istotnego zwiazku z innymi
badanymi parametrami. W analizie jednoczynnikowej obecno$¢ STAS miata istotny
zwigzek z krotszym czasem przezycia wolnego od choroby (p=0,01), ale w analizie
wieloczynnikowej warto$¢ prognostyczna STAS byla zmienna w zaleznos$ci od
przyjetych w analizie kryteriow. Mediana OS chorych STAS(+) byta niZsza niz w grupie
STAS(-), ale roznica nie byla statystycznie znamienna (p=0,052). W analizie

wieloczynnikowej obecno$¢ STAS nie miata wptywu na OS.

Dane dotyczace przezycia catkowitego (OS) byty dostepne u wszystkich chorych, w tym
36 chorych zyto w momencie zakonczenia badania (30.06.2020r.). Czas obserwacji tych

chorych wynosit §rednio 7,43 lata (SD=4,77) i wahat si¢ od 0,56 do 16,95 lat. Mediana
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10.

OS w badanej grupie wyniosta 1,92 lata, a przezycie catkowite w horyzoncie 1 roku,

3 lat 1 5 lat odpowiednio: 67,99%, 46,22% 1 41,62%.

Nie zaobserwowano istotnych réznic w przezyciu catkowitym dla kobiet i m¢zczyzn
(p=0,805). W analizie jednoczynnikowej przezycia catkowite mialy znamienny
statystycznie zwigzek ze stopniem zaawansowania (p=0,014), inwazja naczyn
limfatycznych i (p=0,028) krwionosnych (p=0,048), typem utkania nablonkowego
(najdluzsza mediana przezycia dla gruczolakorakow, a najkrétsza dla rakow mieszanych;
p=0,006). Zaobserwowano réznice w medianach przezycia calkowitego pomigdzy
guzami z niewielkg martwica (do 25% powierzchni) a rozlegta martwica (8,3 vs 1,55 lat),
w grupie guzow z utkaniem olbrzymiokomérkowym a innym utkaniem mig¢sakowatym
(0,52 vs 2,79 lat), w grupie STAS(+) w stosunku do grupy STAS(-) (1,43 vs 3,12 lat) oraz
w grupie z wysokim STAS (hs) w stosunku do grupy STAS(-) (1,19 vs 3,12 lat), ale nie

byly to réznice znamienne statystycznie (p>0,05).

Nie wykazano zwiazku OS z ekspresja marker6w mezenchymalnych, rozleglo$cia

komponentu migsakowatego, ekspresja PD-L1.

Analiza wieloczynnikowa wykazata, ze istotnymi (p<0,05) niezaleznymi predyktorami
przezycia calkowitego byly: stopien zaawansowania III/IV oraz typ mieszany
komponentu nablonkowego (tj. rak gruczotowo-ptaskonablonkowy lub kolizyjny rak

gruczotowy 1 ptaskonabtonkowy).

Do analizy czasu wolnego od choroby wiaczono 70 chorych. 24 pacjentdw z tej grupy
zytlo w momencie zakonczenia obserwacji (30.06.2020r.), $redni czas obserwacji w tej
grupie wynosit srednio 7,77 lata (SD=4,99) 1 wahat si¢ od 0,56 do 15,64 lat. Mediana
DFS wynosita 1,54 lat, przezycie wolne od choroby w horyzoncie 1 roku, 3 lat i 5 lat
wynosito odpowiednio: 63,90%, 44,12% 1 35,75%. Nie zaobserwowano r6znic w DFS

dla kobiet i me¢zczyzn (p=0,934).

W analizie jednoczynnikowej, przezycia wolne od choroby mialy znamienny
statystycznie zwigzek ze: stopniem zaawansowania (p=0,011), nasileniem martwicy
(p=0,004), inwazja naczyn limfatycznych (p=0,036), obecnoscia STAS (p=0,01)
1 obecnoscig licznych ognisk STAS (wysoki STAS) (p=0,006).
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Obserwowano roznice w medianie DFS pomigdzy chorymi z komponentem raka
wielkokomorkowego a ptaskonablonkowego (0,35 vs 3,98 lat), z utkaniem
migsakowatym olbrzymiokomoérkowym, w stosunku do utkania wrzecionowato-
komoérkowego (0,64 vs 3,98 lat) oraz grupa guzow bez i z obecno$cig utkania
nabtonkowego (4,68 vs 1,17 lat), ale r6znice nie byly znamienne statystycznie (p>0,05).
Nie wykazano istotnych rdznic w czasie przezycia wolnego od choroby w zaleznosci od
rozleglo$ci komponentu migsakowatego, ekspresji markerow mezenchymalnych,

ekspresji i nasilenia PD-L1 oraz pomig¢dzy grupa z niskim i wysokim STAS.

Analiza wieloczynnikowa wykazata, Ze istotnymi (p<0,05) niezaleznymi predyktorami
DFS sa: martwica >25%, typ komponentu nabtonkowego oraz brak ekspresji wimentyny

w komponencie migsakowatym.

Whioski

Przeprowadzone badanie pozwolito na wyciagnigcie nastgpujacych wnioskow:

Dane epidemiologiczne, lokalizacja i obraz kliniczny raka wielopostaciowego sa podobne
do danych zawartych w piSmiennictwie, a czesto$¢ wystepowania tej postaci raka

w polskim materiale operacyjnym wynosi 1,6% rakow ptuca.

Okres$lenie typow histologicznych utkania, szczego6lnie nabtonkowego, jest istotne
rokowniczo: raki o mieszanym utkaniu gruczolowo-ptaskonablonkowym majg gorszy OS
1 czeSciej towarzyszy im inwazja naczyn limfatycznych (p<0,05), raki z utkaniem
ptaskonablonkowym maja lepszy DFS (p<0,05), raki z utkaniem wielkokomorkowym
1 olbrzymiokomorkowym majg tendencje do gorszego OS i DFS (p>0,05).

Rozleglos$¢ poszczegodlnych typdéw utkania nie ma znaczenia klinicznego.

Badania immunohistochemiczne s3a bardzo pomocne w diagnostyce PC. Reakcje
z cytokeratyna AE1/AE3 i E-kadheryng pozwalaja na identyfikacje, czgsto bardzo
skapego, komponentu nabtonkowego. Reakcje z TTF1 i p40 pomagaja w okresleniu
réznicowania komérkowego, ale odczyny te moga mie¢ réznorodng ekspresje w obrebie
tego samego guza. Rozlana cytoplazmatyczna reakcja z wimentyng, w licznych
komorkach, utatwia odréznienie PC od innych podtypéw NSCLC z obecno$cig komorek

pleomorficznych, co moze by¢ kluczowe w diagnostyce materialdéw przedoperacyjnych.
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W badanych guzach czegsto wystepuja cechy prognostycznie niekorzystne, takie jak:
martwica (74%), inwazja naczyh krwiono$nych (73%) i limfatycznych (48%), inwazja

ophucnej (71%).

Rozleglto§¢ martwicy ma istotny zwigzek ze stopniem zaawansowania klinicznego
1 patologicznego (p<0,05). Martwica >25% jest niezaleznym predyktorem wystapienia
nawrotu choroby lub zgonu. Rozleglej martwicy >50% czesto towarzyszy wysoka

ekspresja PD-L1 (p<0,05).

Ekspresja markerow przemiany nabtonkowo-mezenchymalnej: wimentyny i ZEBI1
w raku wielopostaciowym jest wysoka, przy zmniejszonej ekspresji E-kadheryny,
co potwierdza aktywacj¢ 1 istotng role procesow EMT w rozwoju tego nowotworu.
Ekspresja markerow EMT wydaje si¢ mie¢ znaczenie glownie diagnostyczne. Nie

wykazano jej znaczenia prognostycznego, a takze zwiazku ze STAS 1 ekspresja PD-L1.

Zaobserwowano wystepowanie grupy rakow z elementami pleomorficznymi, ze
zréznicowanym komponentem nabtonkowym, ktora nie wykazuje ekspresji markerow
EMT i wiaze si¢ z krotszym DFS. Wymaga ona dalszych badan w celu okreslenia jej

miejsca w klasyfikacji i znaczenia klinicznego.

W raku wielopostaciowym obserwuje si¢ wysoka czesto$¢ (64%) 1 nasilenie ekspresji

PD-L1 (TPS>50%-42%), co stanowi wazny czynnik predykcyjny.

Ekspresja PD-L1 nie ma zwigzku z OS 1 DFS, ale chorzy z martwica >25% 1 dodatnig
ekspresja PD-L1 maja najnizszag mediang DFS (p=0,023) i powinni by¢ objeci

systematyczng opieka w celu wczesnego wykrycia nawrotu choroby.

Zjawisko STAS, stwierdzone w 39% badanych guzéw, wystepowalo u chorych
z wyzszym stopniem zaawansowania choroby (p<0,05). Nie wykazano zwigzku
pomigdzy obecnoscia STAS a inwazja naczyn, rozlegloscia martwicy, typem
histologicznym utkania czy rozleglo$cia komponentu migsakowatego. Nie stwierdzono

réwniez zwigzku z ekspresja markeréw EMT.

Kryteria iloSciowe oceny STAS zaproponowane przez Uruga i wsp. - niski 1 wysoki

STAS - sg obiecujacym kierunkiem rozwoju badan nad znaczeniem rokowniczym STAS.

STAS ma znaczenie prognostyczne dla DFS: chorzy z obecnoscia STAS maja gorszy
DFS w analizie jednoczynnikowej (p<0,05). W analizie wieloczynnikowej wartos$¢

prognostyczna STAS co do nawrotu choroby jest zmienna, co przemawia za tym, ze jest
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to wazny czynnik rokowniczy, ale w potaczeniu z innymi parametrami. Chorzy ze STAS

maj3 tendencj¢ do gorszego przezycia catkowitego (p>0,05).

14. Czynnikami prognostycznymi dla OS sa:

e w analizie jednoczynnikowej: stopien zaawansowania III/IV (p=0,014), inwazja
naczyn limfatycznych (p=0,028) i naczyn krwionos$nych (p=0,048), mieszany typ
komponentu nablonkowego: gruczotowo-ptaskonabtonkowy (p=0,006);

e w analizie wieloczynnikowej niezaleznymi predyktorami s3: stopien zaawansowania
HI/IV (p=0,037) oraz mieszany typ komponentu nabtonkowego: gruczotowo-
ptaskonablonkowy (p=0,003).

15. Czynnikami prognostycznymi dla DFS sa:

e w analizie jednoczynnikowej: stopniefi zaawansowania III/IV (p=0,011), nasilenie
martwicy (p=0,004), inwazja naczyn limfatycznych (p=0,036), obecnos¢ STAS
(p=0,01) oraz obecno$¢ wysokiego STAS (p=0,006);

e w analizie wieloczynnikowej niezaleznymi predyktorami s3: martwica >25%
(p=0,015), typ komponentu nablonkowego - utkanie ptaskonabtonkowe rokuje lepiej
(p=0,013) oraz brak ekspresji wimentyny w komponencie mi¢sakowatym (p=0,022).

Prezentowana analiza ma charakter retrospektywny, co stanowi pewne ograniczenie
badania. Na podkres$lenie zastuguje jednak fakt, Ze jest to - jak dotychczas - jedyne tak rozlegte
opracowanie rakow wielopostaciowych w Polsce, dodatkowo obejmujace przypadki wylacznie

z jednego osrodka.
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10. Summary

e Introduction

Pulmonary sarcomatoid carcinoma (PSC) is a heterogeneous group of rare epithelial
malignant tumours, which are histologically characterized by the presence of a component
resembling malignant stromal neoplasms - sarcomas. This group includes, among others:

pleomorphic carcinoma, spindle cell carcinoma and giant cell carcinoma.

Pleomorphic carcinomas constitute approx. 0.1-0.75% of non-small cell lung cancers
(NSCLC) and approx. 1.5-3% of operated cases. They occur mainly in the sixth decade of life
(32-89 years of age), are more common in men, and are strongly associated with cigarette
smoking. Clinical and radiological symptoms are similar to those in other lung cancers.
Compared to other forms of non-small cell lung cancer, PCs are usually diagnosed at a later
stage, have a more aggressive clinical course and a shorter survival, also among operated

patients. They also have a worse response to standard chemotherapy and targeted therapy.

e Assumptions

Due to the rarity of pleomorphic carcinoma, the data concerning the clinical data,
morphology and prognostic factors vary. Most of the studies conducted so far have been based
on small groups of patients, up to several dozen people, which makes data analysis, inference
and development of a therapeutic strategy for this group of patients much more difficult. There

is also no collective data on the Polish population.

Histopathological diagnosis of PC is based on the morphological features of the
tumour and does not always require immunohistochemistry. However, it may be helpful in
determining morphological subtypes, which may affect the prognosis, further diagnostic
management of the material, and, consequently, therapeutic decisions. Literature data on this

subject are very diverse.

It is believed that epithelial-mesenchymal transformation processes play a key role in
the formation of pleomorphic carcinomas, which is manifested by changes in the expression of
substances called EMT markers such as E-cadherin, vimentin, and ZEB1. A gradual loss of
E-cadherin is related to the increasing expression of ZEB1 and vimentin, which was observed

in molecular studies in pleomorphic carcinomas of other organs and only in single studies on
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lung pleomorphic carcinoma. It is unclear whether the expression of these markers is related to

clinical features and prognosis.

Classic therapeutic strategies currently undertaken in patients with pleomorphic
carcinoma, i.e. standard chemotherapy and radiotherapy, as well as molecularly targeted
therapy, do not bring satisfactory results. Immunotherapy based on drugs blocking negative
immune checkpoints seems to be a promising treatment method due to the high expression of
PD-L1 protein on PC cells. High PD-L1 expression may be related to epithelial-mesenchymal
transformation, a type of epithelial differentiation and more aggressive course of the disease,

but the results presented in the literature are varied.

In recent years, attention has been paid to the negative impact that the spread of cancer
through the air spaces (STAS) has on the course of the disease. So far, one study has been
published on STAS in pleomorphic carcinoma, showing its negative impact on the prognosis
(64). The study group included 35 cases with the accompanying differentiated epithelial
component. The relationship between STAS and the type and extent of the mesenchymal
component, the expression of epithelial or stromal markers, as well as the expression of the

PD-L1 protein has not been analysed.

e The objectives

The aim of the study is a retrospective analysis of a group of patients diagnosed with
pleomorphic carcinoma, spindle cell carcinoma and giant cell carcinoma of the lung in the
surgical material, correlation of morphological features, immunophenotype with clinical data,
and identification of factors important in planning further treatment of the patient and predicting

the course of the disease and prognosis.

Therefore, the work contains:

1.  Morphological analysis of pleomorphic carcinoma, spindle cell carcinoma and giant cell
carcinomas, determination of histological features: the type and extend of epithelial and
sarcomatoid components, assessment of the extent of necrosis, the severity of
inflammatory infiltration, the presence of blood and lymphatic vessels invasion and

pleural infiltration.
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2. Assessment of the immunophenotype based on immunohistochemical reactions:

AEI1/AE3, TTF1, p40, E-cadherin, vimentin and ZEB1.

3. Assessment of PD-L1 protein expression in epithelial and sarcomatoid components,
correlation with histological type, immunophenotype and expression of E-cadherin,

vimentin and ZEB1.

4.  Spread through air spaces (STAS) analysis, correlation with PD-L1 protein expression

and E-cadherin, vimentin and ZEB1 expression.

5. Determination of prognostic and predictive factors.

e Material and methods

The retrospective study covered patients operated on at the Institute of Tuberculosis
and Lung Diseases due to lung cancer in 2000-2019 and diagnosed at the Institute’s Department
of Pathomorphology. The group selected for the study consisted of 107 patients: 100 cases of
pleomorphic carcinoma, 5 cases of giant cell carcinoma and 2 cases of spindle cell carcinoma
which due to their morphological similarity and clinical features, are considered in the presented
study together as a group of pleomorphic carcinoma (PC), in accordance with the latest WHO

classification.

Clinical data was obtained from the IT database of the Institute of Tuberculosis and
Lung Diseases. Dates of death were completed on the basis of information received from the
Universal Electronic System for Registration of the Population. Additional information was
obtained from the National Lung Cancer Register (KRRP) and the National Cancer Register.

Overall survival (OS) and disease-free survival (DFS) were used as clinical indicators.

The material was reclassified according to the 2015 WHO classification of lung,
pleura, thymus and heart cancers, and the stage of the disease was assessed according to the
current TNM classification of 2017. (8th edition). The microscopic evaluation criteria did not
differ from those included in the current classification of chest tumours from 2021. In each case,
a panel of immunohistochemical antibodies was used, including: cytokeratin AE1/AE3,
E-cadherin, vimentin, TTF1, p40, ZEB1 and PD-L1 (clone 22C3). Additionally, the following
factors were assessed: the type of epithelial and sarcomatoid pattern with an estimate of their
extent within the cancer, the presence of blood (BVI) and lymphatic vessels (LVI) invasion, the

extent of necrosis areas, pleural infiltration, inflammatory infiltrates and their intensity. The
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occurrence of STAS was examined in 99 cases, using the WHO definition and additionally with

the semi-quantitative method proposed by Uruga et al. (59).

e Results

1. Theincidence of pleomorphic carcinoma, based on data obtained from the KRRP in 2000-

2019, was 1.6% in the operating material.

2. Pleomorphic carcinoma was more common in men (67M/40F), in the elderly (median
65) and in smokers (92.6%). It was most often localized peripherally (78.5%) and in the
upper lobes (51.4%). The median diameter of the tumour was 5.5 cm. Most of the patients
were with stage II and II1 (30.8% and 51.4%). The most common surgical procedure was
lobectomy (87%), and only one patient underwent tumourectomy. 90% of the procedures
were radical. The clinical course data were available for 70 patients; 26 relapsed (3 local
recurrence, 15 distant metastases, 3 metastases and recurrence). Relapse occurred on

average after 2.6 years (SD = 2.21), and metastasis after 1.24 years (SD = 1.63).

3. The squamous cell carcinoma component was found in about 46% of cases,
adenocarcinoma in about 35%, large cell carcinoma in about 12% and mixed type
(glandular-squamous cells) in about 7%. In 22 cases (20.5%), no differentiated epithelial
component was found. This group included 5 cases of giant cell carcinoma and 2 cases
of spindle cell carcinoma. The epithelial component comprised 1 to 90% of the tumour,
on average approx. 36% (median 30), in approx. 18% it was visible only focally and
accounted for <10%. The sarcomatoid component in most cases (approx. 56%) consisted
of a mixed spindle and giant cells. The spindle cell pattern was most commonly associated
with squamous cell carcinoma. Moreover, no clear relationship between the histological
type of cancer and the type of the sarcomatoid component was observed. Due to the
morphological similarity of cells and their diversity, distinguishing individual epithelial
and sarcomatoid components and determining their quantitative ratio was in many cases
very difficult. A univariate statistical analysis showed that the presence of mixed
glandular and squamous cell differentiation was associated with more frequent invasion
of lymphatic vessels and shorter OS. It was also an independent risk factor for shorter
OS. In contrast, squamous cell tissue was one of the independent factors that decreased
the risk of recurrence or death. A trend towards a worse median overall survival was also

observed in large cell carcinoma and in tumours with giant cell component.
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Necrosis was present in 90% of cases, in approx. 74% it covered more than 1/4 of the
area of the sections. The intensity of necrosis was significantly related to the pT and
clinical stage of advancement. Extensive necrosis> 25% was one of the independent

factors of shorter DFS.

Blood vessels invasion was a more frequent phenomenon (about 73%) than lymphatic
vessels invasion (48%). Statistical analysis showed that the invasion of lymphatic vessels
was significantly more frequent in tumours with a mixed (glandular-squamous cell)
epithelial component and less frequent in cases with large cell carcinoma. In the group
with blood vessels invasion, the tumour diameter was significantly larger, as was the pT

stage.

Various expressions of epithelial and mesenchymal markers were observed in
immunohistochemical studies. In 3 cases, no expression of any epithelial markers was
found, but only the expression of mesenchymal markers. Epithelial markers (AE1/AE3
and E-cadherin) were more frequent and more intense in the epithelial component than in
the sarcomatoid component, while E-cadherin expression was clearly weaker and less
frequent in the sarcomatoid component than AE1/AE3. Expression of TTF1 and p40 was
found in both the epithelial and sarcomatoid parts in a similar number of cases. The
reaction with the anti-vimentin antibody was positive in the epithelial component in
approximately 58% of the cases with the presence of this component, and negative in the
sarcomatoid component in 15 cases. In these cases, negative expression of ZEBI and
increased expression of epithelial markers in both components were also found, which

indicates the lack of activation of EMT processes in these tumours.

A positive reaction with the ZEB1 antibody was observed in the sarcomatoid part in about
55% of tumours, and in the epithelial component in 3 cases (weak reaction). Positive
expression of ZEBI was correlated with a decrease in E-cadherin expression. The
expression of the markers of epithelial-mesenchymal transformation: vimentin, ZEB1 and

E-cadherin did not have a significant connection with other parameters, OS and DFS.

A positive reaction with PD-L1 was observed in about 64% of cases, in about 42% of
tumours the reaction was strong (TPS>50%). The percentage of positive reactions was
higher (approx. 73%) among patients operated on in the period 2010-2019 than in the
entire study group (p = 0.056). No significant differences were observed in PD-LI

expression in the epithelial and sarcomatoid components. The most common positive and
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strong expression of PD-L1 was found in tumours with a large cell carcinoma, and the
least frequent in tumours with mixed glandular-squamous cell differentiation (p<0.05).
A positive reaction was observed significantly more often in adenocarcinoma than in
squamous cell carcinoma. Strong expression was more common in cases with extensive
necrosis > 50% and with intense inflammatory infiltration within the tumour (p<0.05).
There was no correlation between PD-L1 expression and the expression of EMT markers,

STAS, OS and DFS.

Spread through air spaces (STAS) was found in approximately 39% (18 women and 21
men), slightly more often in adenocarcinomas and mixed carcinomas than in squamous
cell carcinoma, but these differences were not statistically significant. STAS was
significantly more frequent in patients with a higher stage of the disease, but no significant
relationship with other parameters studied was found. Various morphological types of
cancer foci in air spaces were found, which, depending on the number, were classified as
STAS with low - Is (56.4%) and high - hs (43.6%) severity. Median disease-free and
overall survival for the Is and hs groups did not differ significantly, but there were
differences in the median OS and DFS between the hs and STAS(-) groups. In the
univariate analysis, the presence of STAS and hs was significantly related to the shorter
disease-free survival (p=0.01 and p=0.006), but in the multivariate analysis, the
prognostic value of STAS for DFS was variable depending on the criteria adopted in the
analysis. The median OS of STAS(+) patients was lower than in the STAS(-) group, but
the difference was not statistically significant (p = 0.052). In multivariate analysis, the

presence of STAS had no effect on OS.

Overall survival (OS) data were available in all patients, including 36 patients alive at the
end of the study (June 30, 2020). The mean follow-up time was 7.43 years (SD = 4.77)
and ranged from 0.56 to 16.95 years. The median OS in the study group was 1.92 years,
and overall survival rates at 1, 3 and 5 years were 67.99%, 46.22%, and 41.62%,

respectively.

There were no significant differences in overall survival for men and women (p = 0.805).
In the univariate analysis, overall survival was statistically significantly related to the
stage (p = 0.014), lymphatic and (p = 0.028) blood vessels invasion (p = 0.048), type of
epithelial component (the longest median survival for adenocarcinomas and the shortest

for mixed cancers p = 0.006). There were differences in the median overall survival
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between tumours with small (up to 25% area) and extensive necrosis (8.3 vs 1.55 years),
in the group with giant cell component and other sarcomatoid pattern (0.52 vs 2.79 years),
in the STAS(+) group in relation to the STAS(-) group (1.43 vs 3.12 years), and in the hs
group in relation to the STAS(-) group (1.19 vs 3.12 years), but these differences were
not statistically significant (p>0.05).

There was no connection between OS with the expression of mesenchymal markers, the

extent of the sarcomatoid component, PD-L1 expression.

Multivariate analysis showed that stage III/IV and mixed type of epithelial component
(i.e. adeno-squamous carcinoma or collision adenocarcinoma and squamous cell

carcinoma) were significant (p<<0.05) independent predictors of overall survival.

Disease-free survival analysis (DFS) included 70 patients. 24 patients from this group
were alive at the end of the study (June 30, 2020), the mean follow-up time in this group
was 7.77 years (SD = 4.99) and ranged from 0.56 to 15.64 years. The median DFS was
1.54 years, the disease-free survival at 1, 3, and 5 years was 63.90%, 44.12%, and 35.75%,

respectively. There were no differences in DFS for men and women (p = 0.934).

In the univariate analysis, disease-free survival was statistically significantly associated
with: clinical stage (p = 0.011), severity of necrosis (p = 0.004), lymphatic vessels
invasion (p = 0.036), presence of STAS (p = 0.01) and the presence of multiple STAS
foci (high STAS) (p = 0.006).

There were differences in median DFS between patients with large cell carcinoma and
squamous cell carcinoma (0.35 vs 3.98 years), with giant cell as compared to spindle cell
component (0.64 vs 3.98 years) and the group of tumours with and without epithelial
component (4.68 vs 1.17 years), but the differences were not statistically significant
(p>0.05). There were no significant differences in disease-free survival depending on the
extent of the sarcomatoid component, expression of mesenchymal markers, expression

and intensity of PD-L1, and between the low and high STAS group.

Multivariate analysis showed that significant (p<0.05) independent predictors of DFS are:
necrosis >25%, type of epithelial component, and lack of vimentin expression in the

sarcomatoid component.
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e Conclusions

The conducted research allowed the following conclusions to be drawn:

Epidemiological data, localization and clinical picture of pleomorphic carcinoma are
similar to data in the literature, and the incidence of this form of lung cancer in the Polish

surgical material is 1.6%.

Determination of the morphological forms of the differentiation, epithelial in particular,
has a prognostic significance: cancers with mixed glandular-squamous cell differentiation
have worse OS and are more often accompanied by invasion of lymph vessels (p<0.05),
cancers with squamous cell carcinoma have a better DFS (p<0,05). Large cell carcinoma

and tumour with giant cell component tend to have worse OS and DFS (p>0.05).
The extent of each type of histological component is not clinically significant.

Immunohistochemical tests are very helpful in PC diagnosis. Reactions with the
cytokeratin AE1/AE3 and E-cadherin allow the identification of an often very sparse
epithelial component. The reactions with TTF1 and p40 help to define histological
differentiation, but these reactions may be expressed differently within the same tumour.
A diffuse cytoplasmic reaction with vimentin in numerous cells helps to distinguish PC
from other forms of NSCLC with pleomorphic cells, which may be crucial in the

diagnosis of preoperative materials.

In the studied group of pleomorphic carcinoma , unfavourable prognostic features

include: necrosis (74%), invasion of blood vessels (73%) and lymphatic vessels (48%).

The extent of necrosis is significantly related to the degree of clinical and pathological
advancement (p<0.05). Necrosis >25% is an independent predictor of recurrence or death.

Extensive > 50% necrosis is often accompanied by high PD-L1 expression (p<0.05).

Expression of markers of epithelial-mesenchymal transformation - vimentin and ZEB1-
in pleomorphic carcinoma is high, with decreased expression of E-cadherin, which
confirms the activation and important role of EMT processes in the development of this
tumour. Expression of EMT markers seems to be mainly of diagnostic importance. It has
not been shown to be of prognostic significance, or to be connected with STAS and

PD-L1 expression.
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There is a group of cancers with pleomorphic elements, with a differentiated epithelial
component, which do not express EMT markers and are associated with a shorter DFS. It

requires further research to determine its clinical relevance and classification.

In pleomorphic carcinoma, a high frequency (64%) and intensity of PD-L1 expression

(TPS>50%-42%) are observed, which is an important predictor.

PD-L1 expression is not related to OS and DFS, but patients with necrosis >25% and
positive PD-L1 expression have the lowest median DFS (p = 0.023) and should be

systematically followed up to detect relapse early.

The STAS found in 39% of the examined tumours, was more frequent in patients with a
higher stage of the disease (p<0.05). There was no correlation between the presence of
STAS and vascular invasion, the extent of necrosis, the histological type of
differentiation, or the extent of the sarcomatoid component. There was also no association

with the expression of EMT markers.

The quantitative criteria for STAS assessment proposed by Uruga et al. - low and high
STAS - are a promising direction in the development of research on the prognostic

significance of STAS.

STAS is prognostic for DFS: patients with STAS have worse DFS in univariate analysis,
especially patients with more STAS lesions (p<0.05). In multivariate analysis, the
prognostic value of STAS for disease recurrence is variable, indicating that it is an
important prognostic factor, but in combination with other parameters. Patients with

STAS tend to have poorer overall survival (p>0.05).
The prognostic factors for OS are as follows:
¢ in univariate analysis: stage [II/IV (p = 0.014), lymphatic vessels invasion (p = 0.028)

and blood vessels invasion (p = 0.048), mixed glandular and squamous epithelial

component (p = 0.006);

¢ in multivariate analysis, independent predictors are: stage III/IV (p = 0.037) and mixed

glandular and squamous epithelial component (p = 0.003).

The prognostic factors for DFS are:
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e in univariate analysis: stage III/IV (p = 0.011), severity of necrosis (p = 0.004),
lymphatic vessels invasion (p = 0.036), presence of STAS (p = 0.01) and the presence
of multiple STAS foci (high STAS) (p = 0.006);

¢ in multivariate analysis, the independent predictors are: necrosis > 25% (p = 0.015),
type of epithelial component - squamous cell structure has better prognosis (p =0.013)

and no vimentin expression in the sarcomatoid component (p = 0.022).

The presented analysis is retrospective in nature, which points to a certain constraint
of the study. It should be emphasized, however, that this is - so far - the only extensive study of

pleomorphic carcinomas in Poland, additionally covering the cases from only one centre.
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12. Zalaczniki
Zalacznik 1. Klasyfikacja TNM, 8 edycja UICC (27)

Cecha T

TX Guz pierwotny nie moze by¢ oceniony lub jego obecno$¢ wykazano jedynie na podstawie
obecno$ci komoérek nowotworowych w  wydzielinie oskrzelowej, bez mozliwosci
uwidocznienia w badaniu obrazowym i bronchoskopowym.

TO Nieobecno$¢ cech guza pierwotnego

Tis Rak in situ

T1 Guz o $rednicy nie wigkszej niz 3 cm, otoczony migzszem plucnym lub optucng ptucna, bez
naciekania oskrzeli gtownych

T1a(mi) Rak gruczotowy minimalnie inwazyjny - pojedynczy guz - rak gruczotowy nie wigkszy
niz 3 cm, o przewazajacym tapetujagcym typie wzrostu, z komponentem inwazyjnym nie
wigkszym niz 5 mm w najwigkszym wymiarze

Tla Guz o najwigkszym wymiarze 1 cm (rowniez rzadko wystepujacy guz pierwotny szerzacy
si¢ powierzchownie, kazdego wymiaru, ktorego sktadowa inwazyjna jest ograniczona do $ciany
oskrzela, nawet jesli wystepuje w oskrzelu gtownym)

T1b Guz o najwigkszym wymiarze przekraczajacym 1 cm, ale nie wigkszym niz 2 cm

T1c Guz o najwigkszym wymiarze przekraczajagcym 2 cm, ale nie wigkszym niz 3 cm

T2 Guz o $rednicy wigkszej niz 3 cm, ale nie wigkszej niz 5 cm lub guz z obecnoscia
przynajmniej jednej sposréd wymienionych cech: zajecie oskrzela gtownego bez zajgcia ostrogi
glownej, naciekanie oplucnej trzewnej, towarzyszaca niedodma lub zapalenie ptuc dochodzace
do okolicy wneki, obejmujace zarowno cze$¢, jak i cate ptuco

T2a Guz o $rednicy wigkszej niz 3 cm, ale nie wigkszej niz 4 cm

T2b Guz o $rednicy wigkszej niz 4 cm, ale nie wigkszej niz 5 cm

T3 Guz o $rednicy wigkszej niz 5 cm, ale nie wigkszej niz 7 cm lub guz kazdej wielkosci
z obecnos$cig naciekania jednej sposrod wymienionych okolic: §ciana klatki piersiowej (w tym
guz gbérnego otworu klatki piersiowej), nerw przeponowy osierdzie $Scienne lub guz ze
wspotwystgpowaniem zmian satelitarnych w tym samym ptacie pluca

T4 Guz o srednicy wickszej niz 7 cm lub guz kazdej wielkos$ci z obecnos$cig naciekania jedne;j
sposrod wymienionych okolic: przepone, srédpiersie, serce, wielkie naczynia, ostroge,
tchawice, przetyk, kregi, nerw krtaniowy wsteczny lub guz kazdej wielkosci ze

wspotwystepowaniem zmian satelitarnych w innym ptacie tego samego pluca
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Cecha N

NX Brak mozliwosci oceny okolicznych weztow chtonnych

NO Przerzuty w weztach chlonnych okotooskrzelowych i/lub wnegkowych po stronie guza

pierwotnego oraz wewnatrzptucnych (w tym bezposrednie zajecie przez ciaglos¢ od strony

guza pierwotnego)

N2 Przerzuty w weztach chlonnych $rédpiersia po stronie guza pierwotnego i/lub rozwidlenia

tchawicy

N3 Przerzuty w weztach chtonnych srodpiersia lub wneki po stronie przeciwnej, pod migsniem

pochylym i/lub nadobojczykowych po stronie guza pierwotnego lub po stronie przeciwnej

Cecha M

MX Brak mozliwosci oceny przerzutéw do narzadoéw odlegtych

MO Nieobecno$¢ przerzutéw odlegtych

M1 Obecnos¢ przerzutow odlegtych

Mla Zmiany satelitarne w przeciwleglym ptucu, obecnos¢ guzkow oplucnej/osierdzia lub

obecno$¢ komodrek nowotworu w ptynie z jamy optucnej/osierdzia

M1b Obecnos¢ pojedynczego przerzutu odleglego w jednym narzadzie

MI1c Mnogie przerzuty w jednym narzadzie lub przerzuty w réznych narzadach

Stopien zaawansowania choroby (ang. stage grouping).

Stage [A | T1 NO | MO Stage IIIA | Tla-c, T2a,b | N2 MO
Stage IA1 | Tlmi, Tla NO | MO T3 N1

Stage IA2 | Tlb NO | MO T4 NO, N1 | MO
Stage IA3 | Tlc NO | MO Stage IIIB | Tla-c, T2a,b | N3 MO
Stage 1B T2a NO | MO T3, T4 N2 MO
Stage IIA | Tlb NO | MO Stage I1IC | T3, T4 N3 MO
Stage IIB | Tla-c, T2a,b N1 MO Stage [V | Any T Any N | Ml

T3 NO | MO Stage IVA | Any T Any N | Mlab
Stage IVB | Any T Any N | Mlc
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