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Korelacja immunoekspresji filamentow cytokeratynowych
w wezlach chlonnych z cechami morfologicznymi
guza pierwotnego w raku krtani
— Znaczenie prognostyczne klasyfikacji Annerotha, Batsakisa i Luny
w powstawaniu mikroprzerzutow

Katarzyna Starska!, Marek Lukomski!, Iwona Lewy-Trenda®

Wstep. W wezlach chionnych okreslonych w rutynowym badaniu morfologicznym jako NO mogg wystepowac utajone
ogniska komdorek nowotworowych o srednicy <2 mm, tj. mikroprzerzutow (pN+), ktore mogg by¢ przyczyng wznow
wezlowych oraz skrocenia czasu przezycia. Dlatego stale poszukuje sie nowych wykladnikow kliniczno-morfologicznych dla
wyodrebnienia cech prognostycznych w raku krtani, rowniez pod kgtem wykrywania mikroprzerzutow.

Material i metody. Dokonano analizy wynikow badari klinicznych i morfologicznych 22 pacjentow leczonych z powodu
raka ptaskonablonkowego krtani w Klinice Laryngologii i Onkologii Laryngologicznej UM w todzi w latach 1998-1999.
Zastosowano kryteria zmodyfikowanej klasyfikacji Annerotha, Batsakisa i Luny dotyczqce guza pierwotnego i reakcji na granicy
nowotworu i podscieliska. Autorzy zestawili uzyskang punktacje z wynikami immunohistoanalizy antygenow cytokeratynowych
(CK) w wezlach chtonnych dla oceny ryzyka wystgpowania mikroprzerzutow weztowych.

Wyniki. Badania wykazaly, ze suma punktow klasyfikacji oraz glebokos¢ i sposob naciekania nowotworu sq waznymi
czynnikami prognostycznymi w szacowaniu prawdopodobieristwa wystepowania utajonych ognisk komorek nowotworowych
w weztach chionnych u chorych z rakiem ptaskonablonkowym krtani.

Podsumowanie. Wykonywanie rozszerzonych badari morfologicznych w oparciu o wykladniki zmodyfikowanej klasyfikacji
Annerotha, Batsakisa i Luny u pacjentow z rakiem krtani moze zwiekszy¢ wykrywalnosc w ognisk mikroprzerzutow w wezlach

chtonnych.
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Wstep

Od ponad 17 lat Polska nalezy do krajow wysokiego ryzy-
ka zachorowania na raka krtani, a wspdtczynniki zachoro-
walnoSci i umieralnoSci utrzymuja si¢ na wysokim pozio-
mie. Wyniki leczenia, mierzone liczba wznéw miejsco-
wych i weztowych oraz 3- i 5-letnim czasem przezycia, sa
nadal dalekie od oczekiwan. Dlatego stale poszukuje si¢
nowych wyktadnikéw kliniczno-morfologicznych, w opar-
ciu o doktadne badania utkania nowotworowego i we-
zlow chtonnych z zastosowaniem technik immunohisto-
chemicznych i metod biologii molekularnej, dla wyod-
rebnienia cech prognostycznych w raku krtani. Dyskusyjne
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pozostaja nadal wskazania do elektywnej operacji wezto-
wej u chorych z zaawansowanymi zmianami nowotworo-
wymi, z wezlami klinicznie okre§lonymi jako c¢NO oraz
rokowanie u pacjentdéw z niepotwierdzonymi w konwen-
cjonalnym badaniu histopatologicznym przerzutami
w usunietych weztach chtonnych pNO. Problem dotyczy
mozliwo$ci wystepowania utajonych ognisk komorek
nowotworowych o Srednicy <2 mm w wezle tj. mikro-
przerzutoéw (pN+), ktdre moga by¢ przyczyna wznéw we-
zlowych oraz skrdcenia czasu przezycia. Jedna z metod
w wykrywaniu utajonych ognisk komorek nowotworo-
wych w weztach chfonnych jest oznaczanie antygenéw cy-
tokeratynowych. Cytokeratyny to polipeptydy nalezace
do rodziny filamentéw poSrednich o Srednicy 7-11 nm
i duzym cigzarze czasteczkowym (40-68 kDa), ktdre stano-
wia markery réznicowania komorek nabtonkowych.

W literaturze podkre§la si¢ rowniez rokownicze zna-
czenie cech morfologicznych frontu guza pierwotnego,
najbardziej inwazyjnej i najmniej zréznicowanej czesci
nowotworu, ktdra determinuje agresywny wzrost nacieku
nowotworowego, a tym samym moze zwi¢kszaé ryzyko
powstawania mikroprzerzutow.



Celem pracy byta:

1. Analiza cech morfologicznych nowotworu pierwot-
nego, podscieliska guza oraz weztow chlonnych oce-
nianych wg zmodyfikowanej klasyfikacji Annerotha,
Batsakisa i Luny,

2. Ocena zwiazku miedzy tymi wykladnikami, a eks-
presja antygenow cytokeratynowych w weztach
chionnych z histopatologicznie niepotwierdzonymi
przerzutami dla okreslenia ryzyka wystepowania
mikroprzerzutow.

Materiat i metody

Badaniami obj¢to 22 chorych, w tym 17 mezczyzn i 5 ko-
biet, w wieku 58-87 lat (Sr. 635 lat), ktdrzy zostali podda-
ni leczeniu chirurgicznemu z powodu raka ptaskonan-
btonkowego krtani w Klinice Laryngologii i Onkologii
Laryngologicznej Uniwersytetu Medycznego w Fodzi
w latach 1998-1999. U wszystkich chorych wykonano cal-
kowitg laryngektomi¢ oraz jedno- lub obustronna ope-

racje usunigcia wezlow chtonnych szyi (limfadektomie
lub operacje Crile’a). Rozlegto§¢ zmian nowotworowych
oceniono uwzgledniajac kryteria TNM.

Materiat tkankowy bezposrednio po wykonanym za-
biegu operacyjnym byl utrwalany w roztworze 10% zbufo-
rowanej formaliny. Wycinki z guza pierwotnego do ba-
dania mikroskopowego byly pobierane standardowo. Jako
miejsce reprezentatywne dla okreSlenia glebokosci na-
cieku nowotworowego wybierano punkt najglebszego na-
ciekania Sciany krtani i tkanek otaczajacych. Z kazdego
wezla pobierano jeden lub dwa wycinki, po uprzednim
przecigciu wezla w jego najwickszym wymiarze. Wycinki
pobrane do badania zatopione byly w bloczki parafinowe
i rutynowo krojone na skrawki grubosci 4-5 um (co naj-
mniej 3-4 z guza pierwotnego i kazdego wezta chtonnego),
przyklejane na szkietka podstawowe i dalej poddane zwy-
kiej procedurze barwienia H&E. Oceng histopatologicz-
na preparatow guza pierwotnego wykonywano w oparciu
o kryteria, zmodyfikowanej wg wlasnego pomystu, klasy-
fikacji Annerotha, Batsakisa i Luny (Tab. I). Oceniano

Tab. I. Zmodyfikowana klasyfikacji Annerotha, Batsakisa i Luny

Cecha

Opis Skala

Stopien rogowacenia

wysoce rogowaciejacy (>50% kom.)
srednio rogowaciejacy (20-50% kom.)
minimalnie rogowaciejacy (5-20% kom.)
brak rogowacenia (<5% kom.)

B R S

Pleomorfizm jader

niewielki (>75% dojrzatych)

umiarkowany (50-75%)

znaczny (25-50%)
wybitny (0-25%)

B R S

Liczba figur podziatu

1-2 mitozy w polu widzenia

2-3 mitozy wpw)
3-4 mitozy wpw
=5 mitoz wpw

B R S

Typ inwazji

dobrze odgraniczone marginesy
naciek litymi sznurami i wstggami
naciek matymi grupami (>15 kom.)
naciekanie pojedynczymi komdrkami

S R S

Glegbokosc¢ inwazji

inwazja do lamina propria

—_

inwazja do tkanki mi¢Sniowe;j 2

gleboka inwazja do periosteum

w

Naciek limfoidalny

znaczny
umiarkowany
niewielki

brak nacieku

B R S

Naciek eozynofilowy

21-30 kom. wpw
11-20 kom. wpw
3-10 kom. wpw
0-2 kom. wpw

B R S

Komorki wrzecionowate

brak
obecne

—_

Zatory naczyniowe

brak
obecne

Mikroprzerzuty

brak
obecne
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10 wyktadnikéw opisujacych cechy histopatologiczne
nowotworu (stopien rogowacenia, pleomorfizm jader,
figury podziatu) oraz rodzaj reakcji guz — tkanki otaczaja-
ce (sposob i stadium naciekania, obecno$¢ nacieku limfo-
idalnego i eozynofilowego, komorek wrzecionowatych,
inwazje¢ naczyn, obecno$¢ mikroprzerzuéw). Preparaty
oceniano w mikroskopie §wietlnym (pow. 200x, liczbe¢ mi-
toz pow. 400x). Ocena guza zostala przedstawiona jako
suma uzyskanych punktéw. Odczyny immunohistoche-
miczne z przeciwcialami poliklonalnymi (NCL-C11 Multi-
-Cytokeratin 4/5/6/8/10/13/18, RTU-D Novostatin Uni-
versal Detection Kit, NCL-L-DAB Liquid DAB Sub-
strate Kit) firmy Novocastra, UK wykonano na 2-3
roznych skrawkach pochodzacych z tego samego wezla
(skrawki o grubosci 3-4 um przyklejano na szkietko pod-
stawowe powleczone polysing) Scile wediug wskazowek
producenta, dotaczonych do kazdego z odczynnikow.
W badaniach morfologicznych weztéow chionnych za
mikroprzerzut przyjeto ognisko o Srednicy =3 mm. Uzy-
skane wyniki ekspresji filamentéw cytokeratynowych
w weztach chtonnych zestawiono z wyktadnikami morfo-
logicznymi. W analizie statystycznej uzyskanych wynikow
zastosowano modelowanie za pomoca jednoczynnikowej
regresji logistycznej szacowania ryzyka wystapienia mikro-
przerzutdw, przy poziomie istotnosci p=0,05.

Wyniki

W badanym materiale przewazajaca grupe stanowili cho-
rzy z zaawansowanymi zmianami nowotworowymi (zaj-
mujacymi wszystkie pietra krtani) i wywodzacymi si¢
z okolicy nadgiosniowej — 18 chorych (81,8%). Najwicksza

grupe stanowili chorzy z II1 i IV stopniem zaawansowania
zmian — 20 pacjentow (90%).

U 16 chorych (72,7%) wykonano jednostronna limfa-
dektomieg, w tym u 2 operacj¢ Crile’a; u pozostatych 6 pa-
cjentdw (27,3%) — obustronng limfadektomi¢. W prepara-
tach histopatologicznych wszystkich usunietych weztow
chtonnych, barwionych H&E nie potwierdzono obecnosci
przerzutow. Ocena immunohistochemiczna z zastosowa-
niem poliklonalnych przeciwciata anty-CK potwierdzifa
jednak obecno$¢ ognisk z komérek nowotworowych
(mikroprzerzutow) u 11 pacjentow (50%).

Na podstawie badania patomorfologicznego guza
pierwotnego zanotowano, ze najczestszym typem histolo-
gicznym raka ptaskonabtonkowego krtani byly postaci
§redniozréznicowane G2 — 12 chorych (54,5%).

Analiza sumy punktow uzyskanych na podstawie oce-
ny guza pierwotnego wg klasyfikacji Annerotha, Batsa-
kisa i Luny wykazala, ze suma punktéw wahata si¢ od 11
do 20 (Srednio 15,6 pkt.) dla guzéw z weztami CKpoli+
oraz od 10 do 16 (Srednio 12,1 pkt.) dla guzéw z weztami
CKpoli-. Najliczniejsza grupe wsréod nowotwordw
CKpoli+ stanowily przypadki o liczbie 16+20 punktow —
7 chorych (63,6%). Dla guzoéw z wezlami CKpoli- naj-
liczniejsza grupe stanowily nowotwory o 1115 punktow
— 6 chorych (54,5%). Uwzgledniajac wybrane cechy guza
pierwotnego w zaleznos$ci od ekspresji policytokeratyn
w wezlach chtonnych zanotowano, ze najliczniejsza grupe
stanowily guzy o §rednim zr6znicowaniu komdrkowym,
odpowiednio dla guzéw CKpoli+ 9 (81,8%) i dla CKpoli-
5 (45,4%) chorych. Liczba figur podziatu w utkaniu nowo-
tworowym w wiekszosci przypadkéw wynosita 2-3 wpw
(5 0s0b — 45,4%) 1 3-4 wpw (5 0s6b — 45,4%) dla guzéw

Tab. II. Wyniki analizy ryzyka wystapienia mikroprzerzutéw w wezlach chionnych
w zalezno$ci od wybranych cech morfologicznych guza pierwotnego

Badany czynnik Wspolczynnik regresji SE Ryzyko wzgledne 95% przedziat ufnosci
dla ryzyka wzglednego

Liczba figur podziatu

1 -2 mitozy 1,000

2 - 3 mitozy 0,576 0,321 1,957 0,931 4,154

3 - 4 mitozy 0,724 0,361 2,539 1,218 5,210

5 lub wigcej mitoz 0,306 0,536 1,458 0,556 4,041
Glegbokosc¢ inwazji

in situ i do lamina propria 1,000

lamina propria + okoliczne mig$nie 0,969 0,415 2,656 1,168 5,950

gleboka inwazja z periosteum 1,428 0,343 4,349 2,090 7,999
Typ inwazji

dobrze odgraniczone marginesy 1,000

naciek litymi sznurami i wstegami -0,110 0,651 0,896 0,250 3,205

naciek malymi grupami 0,356 0,639 1,433 0,399 5,078

naciek pojedynczymi komérkami 0,511 0,861 1,657 1,308 9,014
Suma punktow klasyfikacji ABL

6-10 1,000

11-15 0,223 0,783 3,125 0,713 14,39

16-20 2,184 0,729 7,470 1,561 34,60

21-25 2,605 0,851 11,540 2,349 65,75

Wartosci ryzyka istotnie wigksze od jednosci wydrukowano pogrubiona czcionka



CKpoli+. W grupie CKpoli- najliczniej wystepowaly
nowotwory o posredniej liczbie figur podzialu — 6 cho-
rych (54,5%). W badanym materiale guzow CKpoli+ do-
minowaly raki gleboko naciekajace otaczajace tkanki ze
zniszczeniem chrzastki — 7 chorych (63,3%). W grupie
pacjentoéw z weztami CKpoli- przewazaly nowotwory cha-
rakteryzujace si¢ naciekiem podS§luzéwkowym — 6 cho-
rych (54,5%). Uwzgledniajac typ inwazji guza u pacjentow
z potwierdzonymi mikroprzerzutami zanotowano, ze naj-
liczniejsza grupe stanowily nowotwory naciekajace ma-
tymi grupami komorek — 5 pacjentow (45,4%).

W badanej grupie uzyskano 54,5% (12 chorych)
przezy¢ 3-letnich oraz 31,8% (7 chorych) przezy¢ 5-let-
nich. Zestawiajac wyniki sumy punktéw klasyfikacji Anne-
rotha, Batsakisa i Luny dla guzéw z weztami CKpoli+
stwierdzono, ze 3-letni czas przezycia zanotowano u 4
chorych (36,4%), dla ktorych srednia suma punktow wy-
nosita 16,8, podczas gdy 5-letni czas przezycia stwierdzo-
no tylko w 1 przypadku z suma 18 punktéow. W grupie
z weztami CKpoli- rozktad 3- i 5-letnich czasoéw przezycia
przedstawiat si¢ odpowiednio: 8 pacjentow (72,7%) ze
$rednia liczba 12,7 punktéw oraz 6 chorych (54,5%) z licz-
ba 11,4 punktow.

W analizie statystycznej oceny ryzyka pojawienia si¢
mikroprzerzutdw w weztach chionnych, w zaleznosci od
uzyskanych wynikéw histopatologicznych stwierdzono
najsilniejsza zaleznos¢ istotng statystycznie (p<0,0005)
dla sumy punktéw klasyfikacji powyzej 16 punktéow. Do
cech morfologicznych, dla ktérych stwierdzono najsilniej-
sza korelacje istotng statystycznie (p<0,05) nalezaly cechy
tj. sposob naciekania guza i glebokos¢ nacieku (Tab. II).

Oméowienie

Morfologiczna ocena zmian nowotworowych, szczegol-
nie obwodowej czgdci guza, stanowi jedna z metod wy-
korzystywanych w ocenie rokowania u pacjentéow leczo-
nych z powodu nowotworu zlo§liwego. Rozbieznosci
w ostatecznych wnioskach dotyczace prognozowania na
podstawie badan histopatologicznych ttumaczy si¢ istnie-
niem ro6znic w charakterze wzrostu utkania czesci cen-
tralnych i obwodowych nacieku nowotworowego [1-8].
Klasyfikacja zaproponowana przez Annerotha, Batsakisa
i Lune [9], pierwotnie dotyczaca raka ptaskonablonko-
wego jamy ustnej, uwzgledniajaca wybrane cechy histolo-
giczne guza oraz rodzaj reakcji na granicy tkanki nowo-
tworowej i podScieliska guza roéwniez stanowi podstawe do
prognozowania u tych pacjentow.

Zastosowanie klasyfikacji Annerotha, Batsakisa i Lu-
ny umozliwito autorom wskazanie grupy chorych z wy-
raznie lepszym rokowaniem (<10 punktéw). Badania
wlasne, dotyczace materialu pooperacyjnego duzej grupy
pacjentéw, oceniajace zwiazek sumy punktéw wg zmo-
dyfikowanej klasyfikacji Annerotha, Batsakisa i Luny i 5-
-letniego czasu przezycia u chorych na raka krtani wykaza-
ly, ze uzyskana punktacja ma zwiazek z prognoza.

Przedstawione wyniki badan dotyczace 22 chorych
z rakiem krtani takze potwierdzily znaczenie tej klasyfika-
cji w przewidywaniu wystapienia mikroprzerzutow do we-

zléw chlonnych. Wysoka suma punktow, przekraczajaca
warto$¢ 16, wiazala sie ze zwigkszonym ryzykiem obecno-
Sci ognisk pojedynczych komdrek nowotworowych w we-
ztach chtonnych okre§lonych w rutynowym badaniu jako
negatywne (pNO). Taka liczba punktéw korelowata row-
niez ze skroceniem czasu 3- i 5-letniego przezycia u cho-
rych z rakiem krtani.

W wielu pracach dotyczacych raka krtani autorzy
podejmowali si¢ wieloczynnikowej oceny morfologiczne;j
guza dla wyznaczenia czynnikéw prognostycznych i za-
notowali podobne spostrzezenia [4, 9, 10-20]. Jacobsson
[13] stwierdzit, ze suma punktéw w przedstawionej przez
niego skali oraz cechy tj. polimorfizm komoérkowy i sposob
naciekania nowotworu sg istotnymi czynnikami progno-
stycznymi. Rowniez klasyfikacja zaproponowana przez
Crissmana [4, 10] stanowi samodzielny czynnik rokowni-
czy. Inni autorzy, w oparciu o t¢ klasyfikacje, réwniez
stwierdzili wystgpowanie korelacji migdzy niskim stop-
niem dojrzalosci histologicznej guza, a obecnoscia zatorow
z komoérek nowotworowych w naczyniach i wystepowa-
niem klinicznie powigkszonych weztéw chionnych [15].
Do innych wyktadnikéw zebranych w system punktowy,
majacych zwiazek z czasem przezycia oraz obecnoscia
przerzutow w weztach chtonnych, nalezy sposob oceny
zlo§liwosci nowotworu przedstawiony przez Lunda [16].

Coraz czgsciej w literaturze podkresla si¢ znaczenie
wartoSci prognostycznej morfologicznej oceny obwodowej
czesci utkania guza, jako bardziej miarodajnej w progno-
zowaniu u pacjentéw z chorobg nowotworowa [5, 8]. Gu-
zy oceniane wg klasyfikacji TFG (tumor front grading),
ktore otrzymaly powyzej 14 punktéw, mialy gorsze roko-
wanie [5-7]. Welkoborsky i wsp. [8] zanotowali istotna
statystycznie korelacje sumy punktéw TFG z czasem bez-
objawowego przezycia pacjentdw, oraz obecnoscia wznow
procesu nowotworowego. Podobne wyniki uzyskat Ga-
briel i wsp. [5] potwierdzajac znaczenie rokownicze cechy
TFG, dobrze okreslajacej wg autoréw dynamike wzrostu
nowotworu, stanowigc jednoczes$nie czynnik dobrze okre-
Slajacy prawdopodobiefistwo czasu przezycia chorych.

Dyskusyjny pozostaje nadal stopiefi zroznicowania
histologicznego raka krtani tzw. grading, jeden z najcze-
Sciej okreSlanych wskaznikéw w ocenie nowotworu. Prze-
prowadzone badania wlasne nie potwierdzily znaczenia
cechy G w ocenie ryzyka wystgpowania mikroprzerzu-
tow. Badania wielu autoréw rowniez nie ujawnily zalezno-
Sci migdzy stopniem dojrzatoSci histologicznej nowotwo-
ru, a losami chorych na raka krtani [8, 15, 21, 22]. Nielicz-
ni badacze wskazuja jednak na znaczenie stopnia
zrdznicowania jako czynnika rokowniczego, podkresla-
jac, ze dotyczy to szczegblnie rakow niskozrdznicowanych
[18,23].

Niejednoznacznie okre§lona pozostaje rowniez war-
tos¢ indeksu mitotycznego jako czynnika prognostyczne-
go u chorych z rakiem krtani [14, 18]. Wyniki badan wia-
snych nie wykazaly znaczenia liczby mitoz w komorkach
nowotworowych w rokowaniu u tych chorych. Stefano-
wa-Urbaniak i wsp. [18] wykazali jednak zwiazek liczby fi-
gur podzialu na dalsze losy pacjentéw. Trzeba podkre-
§li¢, ze w pracach dotyczacych raka krtani cecha ta czesto
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pojawia si¢ jako sktadnik wielu klasyfikacji i skal oceny
morfologicznej guza i czesto nie wyodrebnia sie liczby fi-
gur podziatu jako osobnego wykfadnika, nie podajac row-
niez danych liczbowych [4, 10, 13, 15, 18]. Bardzo istotne
w okreS§laniu prawdopodobienstwa wystepowania mikro-
przerzutéw wezlowych oraz przewidywaniu dalszych losow
pacjentow sa cechy tj. gleboko$¢ i sposob naciekania $cia-
ny krtani przez nowotwor [18, 24, 25]. Nowotwory sze-
rzace si¢ w sposob rozproszony, drobnoogniskowo, czg-
Sciej wiazaly sie z niepowodzeniem zastosowanego lecze-
nia, nawrotami miejscowymi i wezlowymi.

Nasze badania wykazaly znaczenie glgbokosci na-
ciekania i typu inwazji jako istotnych dla okre§lania ryzy-
ka wystepowania utajonych ognisk komorek nowotworo-
wych w weztach chionnych. W badaniach czynnikéw pro-
gnostycznych w raku krtani histopatolodzy oceniaja
rowniez odczyny na granicy guza i otoczenia. Niestety
brak jest znaczacych doniesien o niezaleznym rokowni-
czym znaczeniu wymienionych morfologicznych wyktadni-
kow w raku krtani. CzeSciej pojawiaja si¢ one jako skfado-
wa licznych klasyfikacji i skal oceny nowotworu pierwotne-
go [4, 9-20].

Whioski

Wykonywanie rozszerzonych badan morfologicznych
w oparciu o wykladniki zmodyfikowanej klasyfikacji An-
nerotha, Batsakisa i Luny u pacjentéw z rakiem krtani
moze zwigckszy¢ wykrywalnos$¢ ognisk mikroprzerzutow
w weztach chlonnych.

Wysoka suma punktow klasyfikacji (>16 punktow)
oraz naciek nowotworowy pojedynczymi komorkami i gle-
bokie naciekanie raka obejmujace chrzastki krtani sg
czynnikami wplywajacymi na wzrost ryzyka wystepowa-
nia mikroprzerzutdw w weztach chtonnych w przebiegu
raka krtani ma.

Dr med. Katarzyna Starska

Klinika Laryngologii i Onkologii Laryngologiczne;j
Uniwersytet Medyczny

ul. Kopcinskiego 22, 90-153 £.6dz
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