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Streszczenie
Badaniem objeto 146 kobiety z rozpoznanym inwazyjnym rakiem szyjki macicy w czterech stadiach klinicznych,
leczonych w Katedrze Onkologii i Klinice Onkologii Ginekologicznej w latach 2001-2002.
Jego celem byto przesledzenie zwiazku pomiedzy stezeniem czynnikdw prozapalnych i proangiogennych — VEGF,
STNF-R1, IL-6 w surowicy krwi chorych przed rozpoczeciem leczenia, a stadium klinicznym raka szyjki macicy
i wczesnym efektem terapii.
Wykazano zaleznos¢ znamienna statystycznie miedzy stezeniem badanych parametrow w surowicy krwi chorych
a stadium klinicznym nowotworu dla wszystkich badanych parametrdw. Istotna statystyczne byfa takze zaleznos¢
pomiedzy przedterapeutycznym stezeniem IL-6 oraz STNF-R1 a wczesnym efektem terapii. Dla przeprowadzonego
badania VEGF nie stanowit niezaleznego czynnika prognostycznego, a najmocniejszy zwigzek z procesem terapii
wystapit w odniesieniu do IL-6.

Stowa kluczowe: nowotwory szyjki macicy / markery nowotworowe biologiczne /
/ cytokiny / interleukina 6 / czynnik alfa martwicy nowotworu /

Abstract
The study encompassed 146 women with recognized invasive cervical cancer in 4 clinical stages. Patients underwent
therapy in Oncologic Gynaecology Department of Wroctaw Medical University in 2001 and 2002 years.
The correlation between pretreatment serum level of proangiogenic and inflammation factors — VEGF, sTNF-R1, IL-
6 and clinical stage or early effects of therapy were observed. The strong and statistically significant relationship
between pretreatment serum level of IL-6 and sTNF-R1 and clinical stage with early effect of treatment were found.
The statistically significant correlation between serum level of all investigated parameters and clinical stage of cervix
cancer was noticed.
VEGF wasn't an independent prognostic factor in the study, but the prognostic value of IL.-6 was demonstrated.
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Wstep

Rak szyjki macicy

W makroregionie Dolnego Slaska jest trzecim pod wzgle-
dem zachorowalnos$ci nowotworem narzadu rodnego i szd-
stym w populacji kobiet (po nowotworach piersi, ptuca, jelita
grubego, trzonu macicy oraz jajnika). Stanowi ok. 5,5%
wszystkich nowotworéw ztosliwych u kobiet w tym rejonie,
a piec lat przezywa zaledwie potowa chorych.

Od wielu lat nie udaje si¢ w znaczacy sposob zmniejszy¢
liczby zgondw z powodu raka szyjki macicy, cho¢ ilo$¢ zacho-
rowan na ten nowotwor maleje [4].

Cytokiny

Proces nowotworowy jest wynikiem ziozonych, wielopo-
ziomowych zaburzen mechanizmdéw homeostazy na poziomie
komorki, tkanki, narzadu i calego ustroju.

Biora w nim udziat biatka posiadajace zdolnos¢ kaskado-
wego oddziatywania poprzez aktywny kompleks ze swoistym
receptorem, noszace nazwe cytokin.

Najlepiej i najwczesniej poznany jest udziat cytokin w od-
powiedzi immunologicznej oraz w procesach krwiotworzenia.
Cytokiny biora réwniez udzial w regulacji namnazania si¢
1 kontroli funkgji fibroblastéw, w procesach rozwoju naczyn
krwionos$nych, w metabolizmie i przebudowie kosci, regulacji
funkcji komoérek glejowych i nerwowych oraz w regulacji cy-
klu owulacyjnego [10].

Badane cytokiny

W rzeczywistosci szereg cytokin posiada wiele réwnole-
glych funkcji, a przyktadem sa procesy angiogenezy, w kto-
rych obok naczyniowo-$rédbtonkowego czynnika wzrostu
(VEGF) uczestnicza cytokiny prozapalne, takie jak IL-1 i IL-
6 [15], czynniki martwicy nowotworéw — TNF, ktore sa takze
mediatorami reakcji zapalne;.

Interleukina 6

Charakteryzuje ja wielo$¢ oddziatywan: w odpowiedzi im-
munologicznej, reakcji zapalnej i krwiotworzeniu [18]. Produ-
kowana jest przez monocyty, makrofagi, komoérki srodbtonka,
fibroblasty, a takze limfocyty T i B oraz inne.

Ciekawe jest jej oddziatywanie na juz pobudzone limfocy-
ty B, co prowadzi do stymulacji produkcji immunoglobulin
réznego typu. Wraz z IL-1 uczestniczy w aktywacji limfocy-
tow T rozpoznajacych antygen oraz wptywa na ich réznicowa-
nie w kierunku limfocytéw T.

Wspotdziata z IL-3 w procesie krwiotworzenia: stymuluje
proliferacje 1 roznicowanie komdrek macierzystych i komoérek
progenitorowych wielu szeregéw a szczegdlnie rdéznicowanie
megakariocytow oraz powstawanie kolonii granulocytow
i makrofagow. Wraz z IL-1 oraz TNF alfa podnosi temperatu-
re ciata, wydaje si¢ tez stymulowaé wzrost keratynocytow i ko-
morek nerwowych.

Obserwowano rowniez jej produkcje przez komorki takich
nowotwordw, jak rak szyjki macicy i rak pecherza moczowe-
go, co indukowalo wystapienie zespoldw paranowotworo-
wych. Moze rowniez hamowac proliferacje niektorych komo-
rek nowotworowych: raka sutka, szyjki macicy [21] a nawet
niektorych biataczek [8].
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Rak szyjki macicy charakteryzuje si¢ ditugim okresem
wzrostu loko-regionalnego, dlatego w wyzszych stadiach kli-
nicznych masa nowotworu osiaga znaczne rozmiary, a zabu-
rzenia immunologiczne manifestuja si¢ najczesciej] w fazie
uogolnienia si¢ procesu rozrostowego (stadium IVB wg FI-
GO)[17, 23, 24]. Natomiast od wczesnych stadidow klinicznych
raka szyjki macicy obserwuje si¢ nasilony, miejscowy odczyn
zapalny, ktory w poznej fazie choroby przybiera nierzadko po-
sta¢ uogdlniong z wysoka leukocytoza i septycznym wykresem
cieptoty ciata. Celowe jest przesledzenie korelacji migdzy sta-
diami klinicznymi raka szyjki macicy, odpowiedzia na leczenie
oraz czynnikami prozapalnymi i proangiogennymi. [1, 11]

VEGF

Jednym z czynnikow regulacji angiogenezy jest naczynio-
wo-$rédbtonkowy czynnik wzrostu VEGF ( Vascular Endothe-
lial Growth Factor- Vascular permeability factor) [19].

VEGF jest glikoproteing wykazujaca zdolno$¢ wiazania
tancucha heparyny, sktadajaca si¢ przynajmniej z 5 izoform
oznaczonych jako VEGF 121, VEGF 165, VEGF 1891 VEGF
205. Piata izoforma oraz jej rola w procesie angiogenezy nie sg
do konca zbadane. Liczby te odpowiadaja ilosci aminokwa-
sow jaka dana izoforma zawiera [2]. Indukcja przenikalnosci
zalezna od VEGF wiaze si¢ z przenikaniem poszczegdlnych
izomerdw biatkowych do interstycjum, do ktorego nastgpnie
migruja komoérki endothelium [20]. Receptor dla VEGF obec-
ny na powyzszych komodrkach mozna podzieli¢ na 3 podtypy:
FLT-1, FLK-1/KDR oraz VEGFR-3/FLT-4. [7, 12].

Interakcja pomigdzy rodzing VEGF i jej receptorami ini-
cjuje wiele procesow: angiogenez¢ naczyn chtonnych i wtoso-
watych krwionosnych, aktywacj¢ enzymow na komorkach en-
dothelium odpowiedzialnych za inwazj¢ podscieliska [9], mi-
toze komorek $rédbionka i w konsekwencji tworzenie nowych
naczyn w guzie i wokdt niego na kilka réznych sposobow [3,
5]. Wiele nowotwordw szyjki macicy manifestuje wysoki po-
ziom VEGEF, w tym rzadkie raki gruczotowe [6]. Jednak rola
VEGF jako niezaleznego czynnika prognostycznego w raku
szyjki nie zostala jednoznacznie potwierdzona. [16, 23]

sTNF-R alfa

Istnieja podobne do siebie dwa czynniki: czynnik martwi-
cy nowotworu, czyli kachektyna (inaczej TNF alfa) i limfo-
toksyna (TNF beta).

TNF alfa produkowany jest przez makrofagi i monocyty.
Najsilniejszym bodzcem do jego produkcji sa lipopolisachary-
dy — LPS — $cian bakteryjnych, zwane endotoksynami, co
w ostrych stanach zapalnych moze prowadzi¢ do wstrzasu
septycznego, a w stanach przewleklych do kacheksji. TNF al-
fa wytwarzaja réwniez keratynocyty, neutrofile i komorki
tuczne. W nowotworach TNF dziata bezposrednio na komor-
ke powodujac jej cytolizg, hamujac proliferacjg lub indukujac
jej réznicowanie [14, 22].

Na naczynia krwiono$ne nowotworu dziata poprzez indu-
kowanie w nich zmian oraz pobudza odpowiedZ immunolo-
giczna poprzez proliferacjg limfocytow T i B, proliferacje i cy-
totoksycznos¢ NK a takze powstawanie LAK i limfocytow
Te. Opornos¢ niektdrych komorek nowotworowych na cyto-
toksyczne dziatanie TNF moze si¢ wigza¢ z ekspresja onkoge-
nu HER-2 neu przypominajacego receptor dla EGF.
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Niezaleznie od zmian w $rédblonku naczyn nowotworu,
moze pobudza¢ angiogenezg [13]. Przyspiesza tez odnowe he-
matologiczng po poddaniu organizmu dziataniu promienio-
wania jonizujacego, aktywuje osteoklasty, indukuje produkcje
kolagenaz 1 proteaz, dziala na OUN podnoszac temperaturg
ciala.

Na komorkach wystepuja 2 typy receptorow dla TNF:
TNF RI - CD 120a — o masie 55 kDa, oraz TNF RII - CD
120b o masie 75 kDa. Kazdy z 2 receptordw wiaze zaréwno
TNF alfa i beta.

Fibroblasty, limfocyty i komorki $rodbtonka posiadaja
oba typy receptorow. Brak jest korelacji migedzy iloscia recep-
toréow na komorce a jej odpowiedzia na TNF. W surowicy
krwi cztowieka obecne sg rozpuszczalne, zewnatrzkomorkowe
fragmenty receptorow, wiazace TNF. W matym stezeniu mo-
ga wzmagac dzialanie TNF na komorki, w duzym natomiast
to dziatanie hamowac.

Materiat i metoda

Badaniem objgto 166 kobiet:

— 146 chorych na inwazyjnego raka szyjki macicy
w wieku od 31 do 80 lat, (Srednia 53,12 o odchyleniu
standardowym 11,04).

— 20 kobiet zdrowych stanowigcych grupe kontrolng
S w wieku od 30 do 76 lat, (Srednia 49,7 o odchyleniu
standardowym 14,10).

Wiek kobiet z grupy kontrolnej byt adekwatny do badanej
grupy, podobnie jak ich socjoekonomiczne warunki zycia.
Rak szyjki macicy kwalifikowany byt do IV stadiéw zaawan-
sowania klinicznego od IB-IVB wg kryteriow International
Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO), sko-
relowanych z systemem TNM.

Stadium I obejmowato 37 przypadkow (25,34%), zas 43
chore (29,45%) zakwalifikowano do II stadium zaawansowa-
nia klinicznego. Do IIT i IV stadium — odpowiednio 59
(40,41%) oraz 7 (4,79%) przypadkéw w grupie badanej.
(Tabela I).

Stopien zaawansowania Liczebnos¢ %
klinicznego
| 37 25,34
Il 43 29,45
LIl 59 40,41
v 7 4,79

Budowe mikroskopowa guza okreslano wedtug kryteriow
klasyfikacji World Health Organisation (WHO).

Wsrdd badanych kobiet przewazat rak ptaskonabtonkowy
nierogowaciejacy, odnotowano jednak inne odmiany histolo-
giczne guza (Tabela II).

Przed rozpoczgciem terapii onkologicznej pacjentkom po-
bierano Sml. krwi z zyty tokciowej, nastepnie krew wirowano
(przy 1200 x g), a otrzymang surowicg zamrazano i przecho-
wywano w temp. -20°C. Do oznaczen poszczegdlnych protein
uzywano metod immunoenzymatycznych z wykorzystaniem
testow komercyjnych: Sweden, ELISA-kit, VEGFies-
R&D System, Quantikine, ELISA-kit, Human IL-6 Enzyme
Immunoassay (Immunotech), oraz Biotech Broma-Sweden

© 2007 Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Grupa Wynik badania histopatologicznego Licznos¢ | %
A | Ca planoepitheliale akeratodes 52 37,14
C | Ca planoepitheliale G-2 (akeratodes/keratodes) 30 21,43
F | Ca planoepitheliale (bez okreslonej budowy) 24 17,14
B | Ca planoepitheliale G-2 keratodes 15 10,71
D | Ca planoepitheliale G-3 15 10,71
(indifferentiatum/nondifferentiatum/
/maledifferentiatum)
E |Adenocarcinoma 4 2,86

dla STNF-R1. Powyzsze oznaczenia wykonano w Katedrze
i Zaktadzie Immunologii Nowotworow AM we Wroctawiu.

Pacjentki leczone w latach 2001-2002 w Katedrze
Onkologii i Klinice Ginekologii Onkologicznej AM we
Wroctawiu kwalifikowano zgodnie z obowiazujacymi zasada-
mi postgpowania z wykorzystaniem wspolczesnie dostgpnych
metod terapeutycznych:

¢ leczenie chirurgiczne (zabieg w modyfikacji Wertheim’a-
Meigs’a),

« radykalna radioterapia — brachyterapia (selektronowa Cs-
137 MDR/LDR) w potaczeniu z teleterapia 2D lub
3D (megawoltowa 4,6,9,18 MeV),

* radioterapia radykalna skojarzona z chemioterapia mono-
lekowa oparta na cisplatynie w ilosci 40 mg/ m?,

1 X w tygodniu — 6 kurséw,

* radiochemioterapia z nastgpowym leczeniem chirurgicz-
nym,

« radioterapia paliatywna.

Efekt terapii oceniano bezposrednio po jej zakonczeniu wg
obowiazujacych kryteriow: CR, PR, SD, P:

« catkowita remisja CR,

* czesciowa remisja PR,

* stan stacjonarny SD,

* progresja P.

Dla badanych parametréw sporzadzono krzywe ROC,
ustalajac poziomy odciecia: VEGF — 500pg/l, TPS — 58U/,
sIL-2R alfa-1360

Analiza statystyczna

Dla wszystkich wykonywanych testow wykreslono krzywe
ROC dla powyzszego badania klinicznego, co przy relatywnie
mato licznej grupie — 166 oznaczen — implikowato wysokie
poziomy odcigcia badanych substancji.

Do obliczen statystycznych uzyto nieparametrycznego
testu U Mann’a-Whitney’a oraz test Kruskala-Wallisa.

Wyniki
Korelacje ze stopniem zaawansowania klinicznego wykazatly
wszystkie parametry.
Niskie stopnie zaawansowania (I+1I) vs wysokie (ITT+IV)
wykazaly nastepujace roznice w poziomach stgzen:
VEGF (p=0,006063),
IL-6 (p=0,000029),
sTNF-RI (p=0,000076).
W pordédwnaniach stopnia I vs I1I:
VEGF (p=0,036715),
1L-6 (p=0,000069),
sTNF-RI (p=0,001246).
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Rycina 1. Przedterapeutyczne stezenia VEGF w surowicy chorych
na raka szyjki macicy a efekt terapii.
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Rycina 2. Przedterapeutyczne stezenia STNFR1 w surowicy chorych
na raka szyjki macicy a efekt terapii.
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Rycina 3. Przedterapeutyczne stezenia IL-6 w surowicy chorych na raka
szyjki macicy a efekt terapii.
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Dla IT vs III:
VEGF (p=0,021804),
IL-6 (p=0,001843),
sTNF-RI (p=0,008359).
Jedynie poziom sTNF-RI wykazat roznice w grupach II vs
IV (p=0,008949).
Réznice migdzy stopniem I a IV zaobserwowano w pozio-
mach sTNF-RI (p=0,002303).
W pordéwnaniach z grupa kontrolna wykazano rdznice
istotne statystycznie dla IL-6 1 sSTNF-RI:
Dla stopnia I:
IL-6 (p=0,000023),
sTNF-RI (p=0,121949)
Dla stopnia II:
IL-6 (p=0,000011),
sTNF-RI (p=0,044639)
Dla stopnia III:
IL-6 (p=0,000000),
sTNF-RI (p=0,000240),
Dla stopnia IV:
IL-6 (p=0,001947),
sTNF-RI (p=0,000739).
Dla niskich stopni zaawansowania klinicznego (I+11):
IL-6 (p=0,000002),
sTNF-RI (p=0,048956).
Dla wysokich stopni zaawansowania klinicznego (III+1V):
IL-6 (p=0,000000),
sTNF-RI (p=0,000076)

Zaobserwowano rézny pooziom stgzen w grupach o od-
miennych wczesnych efektach terapii.
(Rycina 1, 2, 3).

CR vs P: IL-6 (p=0,046421).

CR vs SD: IL-6 (p=0,038665).

W pordéwnaniu grupy kontrolnej (S) z grupami utwor-
zonymi ze wzgledu na wczesny efekt terapii poziom IL-6
wykazat rdznice istotne statystycznie (a niekiedy STNF-RI).

CR vs S: IL-6 (p=0,000001)), sTNF-RI (p=0,012819).

PR vs S: IL-6 (p=0,000000), sTNF-RI (p=0,002379).

SD vs S: IL-6 (p=0,006173).

P vs S: IL-6 (p=0,000031), sTNF-RI (p=0,031810).

Dyskuja

W raku trzonu i szyjki macicy szczegdlnie w wyzszych sta-
diach klinicznych, dochodzi zaréwno do rozsiewu komorek
nowotworowych, ich namnazania i rdznicowania, wzrasta
znaczaco liczba nowych naczyn, dochodzi do szeregu zmian
w Srodbtonku, co wiaze si¢ ze wzrostem przepuszczalnosci,
jak 1 do wystapienia zespotow paranowotworowych.

Moga wystapi¢ liczne przerzuty krwiopochodne,
a nierzadko dochodzi do rozsiewu w jamie otrzewnej droga
jajowodowa (np. w raku endometrium).

W zaawansowanych stadiach klinicznych, przy braku ma-
nifestacji rozsiewu szyjki macicy oznaczenie stezenia STNF-
R alfa moze stanowi¢ czynnik znaczacy prognostycznie.

Dla 1 z wykonywanych 3 testow (VEGF), dla ktorych wy-
kreslono krzywe ROC dla powyzszego badania klinicznego —
relatywnie niska liczebnos$¢ badanej grupy (166) implikowata
wysokie poziomy odcigcia.

Gmekl()l()gm N 972007
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Wszystkie schematy terapeutyczne zawierajace radiotera-
pie wymagaja uwzglgdnienia wezesnych i pdznych odczynow
popromiennych.

Mniej skomplikowane z punktu widzenia kliniki onkolo-
gicznej raka szyjki macicy wydaje si¢ ocenianie przezy¢ 2-, 3-
lub 5-letnich, gdyz po uptywie tego czasu wygasaja odczyny
popromienne, wyraznie maleje czgstos¢ powiktan oraz prak-
tycznie (po 5 latach), nie dochodzi do wznéw nowotworu.

Mimo Scistego powiazania ze sobg IL-6 i TNF w proce-
sach immunologicznych, zapalnych oraz czg¢sciowo mielogene-
zy 1 logicznie udokumentowanej roli VEGF w procesie vasku-
laryzacji, rola powyzszych czynnikdéw w raku szyjki macicy nie
jest do konca jasna.

Obserwacja wzajemnych korelacji w zaawansowanym no-
wotworze budzi zastrzezenia z uwagi na wielopoziomowe za-
burzenia proceséw immunologicznych wynikajace z anemiza-
cji, wyniszczenia, dtugotrwalej terapii przeciwbolowej, cze-
stych transfuzji a nierzadko sterydoterapii umozliwiajacej roz-
poczecie leczenia skojarzonego. Korzystne bytoby monitoro-
wanie badanych cytokin na tle bardzo licznych zjawisk towa-
rzyszacych wzrostowi i rozpadowi nowotworu, ktore stanowig
czgsto mechanizm regulacji zwrotnej dodatniej 1 ujemne;.

Tylko systematycznie prowadzone badania, obserwacja
zmiany parametrow w czasie trwania choroby i wybor odpo-
wiedniej sekwencji ich oznaczania moga dostarczy¢ informa-
cji istotnych dla prognozy i terapii.

Z punktu widzenia kliniki raka szyjki macicy konieczne
jest dalsze prowadzenie badan dotyczacych wptywu badanych
cytokin na apoptoze, wrazliwos¢ na cytostatyki np. cisplatyng
1 towarzyszaca terapii trombocytopenig.

Whnioski

1. IL-6 a takze sSTNF-R alfa przydatne sa zaréwno jako czyn-
niki diagnostyczne jak i1 prognostyczne w raku szyjki
macicy.

2. VEGF nie stanowi niezaleznego czynnika prognostycznego
w badanej grupie chorych.

3. sTNF-R alfa moze by¢ przydatny jako czynnik diagnostycz-
ny w wyzszych stadiach klinicznych raka szyjki macicy.

4. TL-6 jest bardzo czutym wskaznikiem skutecznosci terapii
w powyzszym badaniu.
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