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Ocena wartosci prognostycznej ekspresji kombinacji
wybranych biomarkerow u chorych na raka szyjki macicy
leczonych napromienianiem i cisplatyna

Matgorzata Klimek

Cel pracy. Celem przeprowadzonych badan byfa ocena prognostycznego znaczenia ekspresji wybranych biomarkeréw
u chorych na nieoperacyjnego raka szyjki macicy leczonych napromienianiem lub napromienieniem i cisplatyna.
Materiati metody. Przedmiotem retrospektywnej analizy byta grupa 186 chorych leczonych w latach 2003-2008. Oce-
na histologiczna uwzglednita takie parametry, jak: typ histologiczny, obecnos¢ atypowych mitoz i indeks mitotyczny.
W ocenie ekspresji EGFR, COX-2, Bax, Bcl2, P16, dwdch domen biatka P53, Ki-67 i antygenu komorek srodbtonka naczy-
niowego CD34 wykorzystano metode immunohistochemiczna. Oceniono takze znaczenie ploidii komoérek guza oraz
frakcji komorek w fazach Si S+G2M, a takze odsetka komorek aneuploidalnych w cytofluorymetrze przeptywowym.
Oceniono wptyw rokowniczy amplifikacji genu EGFR metoda FISH. Ponadto oceniono znaczenie poziomu antygenu
SCC po zakonczeniu leczenia.

Wyniki. Analiza jednocechowa wykazata, ze wiek chorych i czas leczenia jako zmienne ciggte miaty wptyw na
przezycia bezobjawowe, ponadto prognostyczne znaczenie miat stopier zaawansowania, a takze poziom Hb przed
rozpoczeciem leczenia i w trakcie jego trwania.Po przekroczeniu ustalonego punktu odciecia istotny, niekorzystny
wptyw na przezycia bezobjawowe miaty nastepujace markery: ekspresja Ki-67, indeks mitotyczny, odsetek komoérek
w fazie S+G2M, odsetek komdrek aneuploidalnych oraz obecnos¢ atypowych mitoz. Wykazano takze niekorzystny
wptyw braku normalizacji poziomu SCC-Ag po zakonczeniu leczenia. W analizie wieloczynnikowej wzrost ryzyka
nawrotu, rozsiewu lub zgonu dotyczyt chorych, ktérych guz cechowat sie gestoscig mikronaczyn i ekspresja Ki-67
przekraczajgcymi ustalone punkty odciecia oraz u ktérych utrzymywat sie po zakoriczeniu leczenia onkologicznego
podwyzszony poziom SCC-Ag.

Whioski. 1. Przeprowadzona analiza potwierdzita znaczenie klasycznych czynnikéw prognostycznych: zaawansowa-
nia raka szyjki macicy wedtug klasyfikacji FIGO i czasu leczenia, a takze wieku. 2. Informacje o gestosci mikronaczyn
i ekspresji Ki-67 w guzie pierwotnym przed leczeniem, a takze o poziomie SCC-Ag po zakonczeniu leczenia onkolo-
gicznego sa pomocne w ocenie ryzyka wystgpienia niepowodzenia leczenia.

Evaluation of the prognostic value of the expression of a combination of selected biomarkers

in patients with cervical cancer treated with radiotherapy and cisplatin

Aim. The aim of this study was to evaluate the prognostic significance of the expression of selected biomarkers in
patients with inoperable cancer of the cervix treated with irradiation only or irradiation and cisplatin.

Material and methods. The retrospective analysis included 186 patients who were treated between 2003 and
2008. Histological evaluation took into consideration parameters such as histological type, the presence of atypical
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mitosis and mitotic index. In the assessment of EGFR expression, COX-2, Bax, Bcl2, P16, two domains of P53, Ki-67,
and vascular endothelial cell antigen CD34 the immunohistochemical method was used. The importance of ploidy
of tumour cells and the S phase and S+G2M phase fractions and the percentage of aneuploid cells in the flow cyto-
fluorimeter has been assessed. The influence of prognostic significance of EGFR gene amplification by the FISH test
has been assessed. The importance of SCC antigen level after treatment was also analysed.

Results. In univariate analysis the following factors had an influence on DFS: age, total treatment time (as continuous
variables), FIGO stage and Hb levels before and during treatment. The following markers beyond the established
cut-off, had a significant, adverse effect on DFS: Ki-67, Ml, S+G2M phase cells fraction, fraction of aneuploid cells and
presence of atypical mitosis. Also, the lack of normalisation of SCC-Ag level after oncological treatment appeared to
be a significant prognostic factor. In multivariate analysis, increased risk of recurrence, metastatic spread or death,
affected patients whose tumour was characterised by microvessel density and expression of Ki-67 exceeding the
established cut-off points, and patients with elevated the SCC-Ag level after the completion of oncological treatment.
The importance of SCC antigen level after oncological treatment was also analysed.

Conclusions. 1. The analysis confirmed the importance of the classical prognostic factors: FIGO stage, total treat-
ment time and age. 2. Information about microvessel density and Ki-67 expression in the primary tumour before
treatment as well as the level of SCC-Ag after completion of oncological treatment are helpful in assessing the risk

of treatment failure.

Stowa kluczowe: rak szyjki macicy, radiochemioterapia, czynniki prognostyczne
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Wstep

Radiochemioterapia stosowana od kilkunastu lat u cho-
rych na raka szyjki macicy w stopniach zaawansowania
IB2-IVA przyczynita sie do poprawy przezy¢ piecioletnich
o kilkanascie procent w poréwnaniu z samg radioterapig,
przy czym poprawa dotyczy przede wszystkim chorych
w stopniach zaawansowania do IlA, w wyzszych stopniach
nie jest juz tak oczywista. Istotnym problemem klinicznym
jest nawrot, do ktérego dochodzi u ponad 20% chorych, jak
réwniez przetrwaty u czesci chorych po radiochemioterapii
nowotwor. Dalsza poprawa wynikéw leczenia chorych na
miejscowo zaawansowanego raka szyjki macicy wiaze sie
zwprowadzeniem nowych lekéw, w tym ukierunkowanych
molekularnie, a takze nowymi technikami napromieniania.
Znajomos¢ czynnikow prognostycznych przed leczeniem
pozwala okresli¢ ryzyko nawrotu, rozsiewu i zgonu z po-
wodu nowotworu niezaleznie od zastosowanej metody
leczenia. Systematyczne badania kontrolne po leczeniu,
zwiaszcza u chorych z niekorzystnymi czynnikami progno-
stycznymi, moga przyczynic sie do wczesniejszego wykrycia
niepowodzenia i rozwazenia leczenia chirurgicznego, syste-
mowego, rzadziej powtdrnego napromieniania. Znane od
dawna czynniki prognostyczne u chorych na nieoperacyj-
nego raka szyjki macicy to: stan ogélny, anemia, zaawan-
sowanie nowotworu, $rednica nacieku nowotworowego,
przerzuty do weztéw chtonnych. Wyniki prowadzonych od
szeregu lat prac klinicznych oceniajacych znaczenie pro-
gnostyczne czynnikédw molekularnych sa rozbiezne. Jak do
tej pory zaden z badanych markeréw molekularnych nie
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wszedt do panelu standardowych badan diagnostycznych
u chorych na raka szyjki macicy. Celem pracy byta retrospek-
tywna ocena wptywu na przezycia bezobjawowe wybranych
biomarkeréw u 186 chorych na nieoperacyjnego raka szyjki
macicy leczonych napromienianiem z cisplatyna lub bez
cisplatyny. Oceniono wptyw nastepujacych parametréw:
wieku, stopnia zaawansowania wedtug klasyfikacji FIGO,
czasu leczenia, poziomu hemoglobiny przed leczeniem, jak
réwniez w trakcie leczenia i poziomu SCC-Ag po zakoriczeniu
leczenia onkologicznego. Ponowna ocena histologiczna
uwzgledniata miedzy innymi takie parametry, jak: typ hi-
stologiczny, obecnos¢ atypowych mitoz i Ml (indeks mito-
tyczny). Wykonano badania immunohistochemiczne w celu
oznaczenia ekspresji nastepujacych biomarkeréw: P53, P16,
EGFR, Cox-2, Bax, Bcl-2, antygenu proliferacji komorkowej
Ki-67, MVD (gestos¢ mikronaczyn). Przeprowadzono flu-
orescencyjng hybrydyzacje in situ dla oceny amplifikacji
genu EGFR1 oraz ploidii chromosomu 7. Przeprowadzono
badania cytofluorometryczne dla okreslenia zawartosci DNA
w komérkach guza pierwotnego oraz oceny frakcji komérek
w fazie S i frakcji komérek w fazie S+G2M.

Materiat i metody

Przedmiotem analizy byto 186 chorych na nie-
operacyjnego raka szyjki macicy leczonych radykalnie
napromienianiem z udziatem lub bez udziatu cisplatyny
w krakowskim oddziale Centrum Onkologii — Instytutu
im. M. Sktodowskiej-Curie w latach 2003-2008. Analize
histopatologiczna, badania immunohistochemiczne i cy-



Tabela I. Przeciwciata uzyte do oceny ekspresji badanych biomarkeréw

Przeciwciato przeciwko Rozcienczenie Nr katologowy Firma
COX2 1:100 M3617 DAKO
P16 RTU 9511 CINtec
Bax 1:100 A 3533 DAKO
Bcl 2 1:80 NCL-bcl-2 Novocastra
P53 BP 1:50 NCL-p53-BP Novocastra
P53 1801 1:40 NCL-p53-1801 Novocastra
CD 34 1:400 MS-363-P Lab Vision
EGFR RTU K 1492 DAKO
Ki-67 1:100 M 7240 DAKO
VEGF 1:100 NCL-L- VEGFR-3 Novocastra

tofluorymetryczne przeprowadzono w oparciu o dostep-
ne archiwalne kostki parafinowe, w znacznej czesci wy-
pozyczone z 18 pracowni histopatologicznych z Krakowa
i Matopolski. Do przeprowadzenia ponownej oceny histo-
logicznej, a takze badan immunohistochemicznych, testu
FISH, badan cytometrycznych zakwalifikowano materiat
186 chorych. Ocena zaawansowania nowotworu ustalana
byta na podstawie badania ginekologicznego oraz w oparciu
o wyniki badan obrazowych: zdjecia rentgenowskiego klatki
piersiowej, ultrasonografii i/lub tomografii komputerowe;j
i/lub rezonansu magnetycznego. U 125 chorych (67,2%)
przeprowadzono napromienianie od zewnatrz technika 3D
konformalng, u 61 chorych (32,8%) napromienianie w tech-
nice 2D. Analizowang grupe chorych napromieniano dawka
50 Gy, podang w 25 frakcjach na obszar miednicy mniej-
szej, w technice czteropolowej. Chemioterapie (cisplatyna
w dawce 40 mg/m? podawana raz w tygodniu) w trakcie na-
promieniania od zewnatrz przeprowadzono u 131 chorych
(70,4%), u 55 chorych (29,6%) napromienianie prowadzone
byto bez chemioterapii. W grupie otrzymujacych cisplatyne
121 chorych (84,7%) otrzymato od 4 do 6 serii chemioterapii,
20 chorych (15,3%) z powodu ztej tolerancji otrzymato 3 lub
mniejszg ilos¢ serii chemioterapii. U 171 chorych (91,9%)
stosowano brachyterapie o niskiej mocy dawek (LDR),
u 11 chorych (5,9%) brachyterapie o wysokiej mocy dawki
(HDR) i u 4 chorych (2,2%) — brachyterapie z wykorzysta-
niem zrodia PDR (pulse dose rate: napromienianie impulsami
z zaplanowana przerwa).

Metodyka badan immunohistochemicznych
Badania przeprowadzono w Pracowni Immunohistoche-
micznej i Technik Specjalnych Zakfadu Patologii Nowotwo-
réw (dr n. med. Anna Kruczak). Badania immunohistoche-
miczne wykonano na skrawkach utrwalonych w formalinie,
zatopionych w parafinie. Preparaty odparafinowano w ksy-
lenie, uwadniano w malejacych stezeniach etanolu, po czym
blokowano endogenng peroksydaza w 2-procentowym
nadtlenku wodoru. Po wyptukaniu preparaty inkubowano

w buforze cytrynianowym o pH 6,0, w kuchence mikrofa-
lowej o mocy 60 W, 2 X po 10 min. Preparaty wystudzono,
wyptukano w buforze TRIS, po czym blokowano w surowicy
blokujacej przez 10 min w temp. pokojowej. Z preparatéw
odsgczano nadmiar buforu i nakrapiano roztwory suro-
wic pierwotnych w rozcienczeniach, jak podano w tabeli I.
Preparaty ptukano w buforze TRIS i nakrapiano surowice
wigzace z UltraVision Detection System Anti Polyvalent, HRP
RTU LabVision i przeprowadzono inkubacje zgodnie z pro-
tokotem. Preparaty wyptukano i nakrapiano roztwér DAB
(diaminobenzidin). Przeprowadzano inkubacje, kontrolujac
wynik barwienia w mikroskopie swietlnym. Preparaty wyptu-
kano w wodzie destylowanej, podbarwiano hematoksylina,
odwadniano i zamykano w balsamie kanadyjskim. Oceny
reakcji barwnych dokonywato dwéch niezaleznych patolo-
gow. Przy ocenie ekspresji bcl-2, bax, COX-2, EGFRi P16 oce-
niano intensywnos¢ reakcji w skali od 0 do 3 (0 — brak
reakcji, 1 — reakcja staba, 2 — umiarkowana i 3 — silna)
oraz odsetek zabarwionych komérek. Przy ocenie reakgcji
immunohistochemicznych z przeciwciatem przeciwko biat-
ku P53 wykorzystano skale Remmelego i Stegnera [1]. Przy
ocenie ekspresji antygenu proliferacyjnego Ki-67 liczono
odsetek pozytywnie zabarwionych jader komérkowych.
Do oceny gestosci mikronaczyn w guzie wykorzystano
— jako marker komoérek endotelialnych — przeciwciato
anty-CD34 i metode streptavidynowo-biotynowa. Srednia
warto$¢ catkowitej liczby naczyn krwionosnych typu kapilar-
nego byta liczona w 5 polach widzenia pod powiekszeniem
100 X (ok. 1,43 mm?). Kazdy poprzeczny przekroj przez
naczynie wyznakowane CD34 byt traktowany jako pojedyn-
cze naczynie.W polach widzenia, w ktérych znajdowata sie
martwica, i w polach bez utkania nowotworu naczynia nie
byty liczone (tab. I).

Metodyka badania FISH
(Fluorescent in Situ Hybridization)

Badania przeprowadzono w Pracowni Immunohistoche-
micznej i Technik Specjalnych Zakfadu Patologii Nowotwo-
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réw (dr n. med. Anna Kruczak). Badania FISH (Fluorescent in
Situ Hybridization) wykonano na skrawkach grubosci 4 um
uzyskanych z tkanek utrwalonych w formalinie, zatopionych
w parafinie. Skrawki odparafinowano w ksylenie, uwadnia-
no w malejacym stezeniu etanolu, a nastepnie suszono.
Preparaty inkubowano w 0,2 NHCL przez 20 minut w tem-
peraturze pokojowej, po czym wyptukano i inkubowano
w pretreatment solution przez 30 minut w temperaturze
80°C. Po wyptukaniu w wash bufferinkubowano w roztworze
proteazy przez 30 minut w temperaturze 37°C. Preparaty
po wyptukaniu suszono i naktadano 10 ul sondy firmy Vy-
sis. Preparaty nakrywano szkietkiem nakrywkowym, ktérego
brzegi zaklejano klejem. DNA preparatu i sondy poddawano
denaturacji poprzez podgrzanie do 80°C w komorze wilgotnej
przez 10 minut i catonocnej hybrydyzacji w 37°C. Nastepne-
go dnia zdjeto szkietko nakrywkowe i wyptukano preparaty
w post-hybridization wash buffer przez 2 minuty w temp. 72°C.
Szkietka wysuszono, nakropiono roztworem DAPI, nakryto
szkietkiem nakrywkowym, a brzegi zamalowano lakierem
do paznokci. Preparaty oceniano w mikroskopie fluorescen-
cyjnym firmy Olympus. Preparaty analizowato dwdch nie-
zaleznych obserwatoréw. Uzywajac filtréw spectrum green
i spectrum orange, zliczano ilo$¢ sygnatéw pochodzacych
od sondy centromerowe;j (koloru zielonego) oraz ilo$¢ sy-
gnatéw pochodzacych od sondy komplementarnejdo genu
EGFRT1 (koloru czerwonego) w 60 komérkach raka w kazdym
badanym przypadku. Analiza dotyczyta oceny amplifikacji
genu EGFR1 oraz ploidii chromosomu 7. Amplifikacje stwier-
dzano, gdy stosunek liczby kopii genu EGFR1 do liczby ko-
pii centromeréw chromosomu 17 byt wiekszy od 2. Oprécz
amplifikacji oceniano ploidie komérek raka, badajac liczbe
kopii centromeréw chromosomu 7 i odpowiadajacych im
kopii genu EGFR1. Analizowane przypadki oceniano jako raki
z disomia, niska i wysoka trisomig, niska i wysoka polisomia.

Metodyka badar cytofluorymetrycznych

Badania wykonano w Pracowni Cytometrii Przeptywo-
wej Zaktadu Patologii Nowotworéw COOK (dr n. med. Boze-
na Lackowska). Do analizy wykorzystano wycinki z guzéw,
po wczesniejszej weryfikacji histologicznej. Zawiesine jader
uzyskano przy wykorzystaniu zmodyfikowanej metody opi-
sanej przez Hedleya i wsp. [2]. Dwa-trzy skrawki parafinowe
o grubosci 50 um poddano odparafinowaniu w ksylenie,
a nastepnie uwodnieniu poprzez przeprowadzenie przez
szereg alkoholi o malejagcym stezeniu. Tak przygotowane
skrawki trawiono w 0,5-procentowym roztworze pepsyny
przez jedna godzine i w temperaturze 37°C. Po odwirowa-
niu, zawiesine jader komoérkowych inkubowano z jodkiem
propydyny, a nastepnie z rybonukleaza. Prébki w ciggu
2 godzin analizowano w cytofluorymetrze przeptywowym
FACSCalibur (Becton-Dickinson), wyposazonym w laser ar-
gonowy o mocy 15 mW i fali $wiatta wzbudzonego o dtu-
gosci 488 nm. Ploidie oraz proliferacje oceniono przy uzyciu
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programu ModFit. Histogramy pod wzgledem ploidalnosci
klasyfikowano w oparciu o kryteria opisane przez Shankeya
i wsp. [3]. Stopien aneuploidii okreslano poprzez indeks
DNA, ktéry zdefiniowany jest jako stosunek natezenia flu-
orescencji dla komorek w fazie GO/G1 populacji badanej do
natezenia fluorescencji dla komorek w fazie GO/G1 popu-
lacji komorek prawidtowych. Dla populacji diploidalnej DI
wynosi 1,00. Zaréwno dla histogramoéw aneuploidalnych,
jak i diploidalnych podawano odsetek komorek w fazach S
i S+G2M (indeks proliferacyjny).

Metody statystyczne

Celem analizy statystycznej byta ocena wartosci pro-
gnostycznej wybranych markeréw nowotworowych. Za
kryterium oceny przyjeto czas przezycia bezobjawowe-
go. Czas przezycia obliczano metoda Kaplana-Meiera. Dla
oceny istotnosci stwierdzonych réznic postuzono sie te-
stem log-rank. Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto
p <0,05.W celu znalezienia punktéw odciecia dla przedzia-
téw zmiennosci istotnie réznicujacych przezycia zmienne
o charakterze ciggtym zostaty przetestowane zaréwno jako
zmienne ciagte i jako zmienne skokowe. Analiza krzywych
przezycia dla ré6znych wartosci réznicujacych poziomy bada-
nych zmiennych umozliwita eliminacje zmiennych nieistot-
nych oraz okreslenie optymalnych wartosci odcinajacych
dla zmiennych ciagtych.

Do analizy wptywu wybranych czynnikéw na przezycie
bezobjawowe wykorzystano model proporcjonalnego ry-
zyka Coxa: w pierwszym etapie zastosowano model jedno-
czynnikowy, a nastepnie model wieloczynnikowy. Analizie
poddano czynniki kliniczne i mikroskopowe oraz parametry
badane immunohistochemicznie i cytofluorymetrycznie.
Selekcji ostatecznych czynnikéw rokowniczych dokonano
metoda krokowa, na drodze eliminacji czynnikéw nieistot-
nych. Site wptywu badanych parametréw przedstawiono
jako wartos¢ relatywnego ryzyka hazardu (RRH). Czes¢ bada-
nych zmiennych to zmienne ciggte. Ich wptyw na przezycia
niekiedy jest istotny dopiero przy przekroczeniu pewnej
wartosci okreslonej jako punkt odciecia (cut point). W pierw-
szym etapie konstruowano modele Coxa, uwzgledniajac
zmienna jako ciggta, nastepnie poszukiwano optymalnych
punktéw odcinajacych. Moc oddzielajaca punktu odciecia
mierzona jest wartoscig prawdopodobienstwa testowego p
testu log-rank poréwnujacego krzywe przezy¢ odpowiada-
jace wartosciom powyzej i ponizej punktu odciecia.

Wyniki

Wiek chorych wynosit od 29 do 81 lat, srednia wieku
wynosita 55,7; mediana 55 lat. Ponad 60% chorych w mo-
mencie rozpoznania raka szyjki macicy nie przekroczyto
60 roku zycia. Stan sprawnosci chorych oceniony w skali
Karnofskiego wahat sie od 70 do 90 i umozliwiat zakwa-
lifikowanie wszystkich chorych do radykalnego leczenia.



U 68 chorych (36,6%) rozpoznano raka szyjki macicy
w stopniach IB i llA, u 118 (63,4%) w wyzszych stopniach
zaawansowania wedtug klasyfikacji FIGO.

Sposréd 186 przypadkéw poddanych analizie, raka
ptaskonabtonkowego rozpoznano u 170 chorych (91,4%),
raka gruczotowego u 10 chorych (5,4%) i u 6 (3,2%) raka
0 mieszanym utkaniu.

W 141 przypadkach (76,2%) stwierdzono obecnos¢
atypowych mitoz. Wartos¢ indeksu mitotycznego wahata
sie od 3,0 do 180. Wartosci srednia i medialna indeksu mi-
totycznego wynosity odpowiednio 40,1 i 38,0.

U 121 chorych ( 65,1%) poziom hemoglobiny przed
rozpoczeciem leczenia wynosit > 12 g/dl, u pozosta-
tych 65 (34,9%) byt nizszy. Dla poziomu hemoglobiny
w trakcie leczenia ustalono punkt odciecia na poziomie
11 g/dl.U 116 chorych (62,4%) poziom Hb w trakcie leczenia
byt > 11 g/dl, u 70 (37,6%) wynosit ponizej 11 g/dl. Poziom
SCC-Ag w surowicy oznaczono u 84 chorych (45,2%).

Wyniki oceny ekspresji biomarkeréw

Ekspresje epitopu BP biatka P53 stwierdzono u 158 spo-
$rod 182 (86,8%), brak ekspresji w 24 przypadkach (13,2%).
U 123 chorych (67,5%) ekspresje epitopu BP oceniono na 2-6,
u pozostatych 35 chorych (19,3%) na 9-12 w skali Remmelego.

Ekspresje epitopu 1801 biatka P53 stwierdzono
u 111 sposrod 182 chorych (61,4%), brak ekspresji u 71 (39%).
U 104 chorych (57,2%) ekspresje epitopu 1801 oceniono na
2-6, u pozostatych 7 (3,8%) na 9-12 w skali wspomnianej
powyzej.

Ekspresje biatka P16 oceniono u 178 chorych. U 6 pa-
cjentek (3,3%) stwierdzono brak ekspresji, u 40 (22,5%) wy-
stapita reakcja gtéwnie cytoplazmatyczna, u 132 chorych
(74,2%) jadrowo/cytoplazmatyczna.

Ekspresje Bcl 2 oceniono u 182 chorych. Brak ekspresji
stwierdzono u 145 chorych (79,7%). Reakcje pozytywna,
o dominujacym $rednim stopniu intensywnosci wykaza-
no u 37 chorych (20,3%). Procent komoérek wykazujacych
ekspresje Bcl 2 wahat sie od 1 do 100%. Ekspresje Bax oce-
niono u 181 chorych. Pozytywna rekcje wykazano u 54 cho-
rych (29,8%), negatywna u 127 chorych (70,2%). Odsetek
komorek wykazujacych ekspresje Bax wahat sie od 10 do
100. Silng intensywno$¢ reakgji stwierdzono u 29 chorych
(16%), umiarkowana u 13 (7,2%), staba u 12 chorych (6,6%).
W uwagi na niewielka liczebnos¢ grupy z ekspresja Bcl 2 i Bax
w dalszej analizie brano pod uwage kazdy stopien inten-
sywnosci reakcji barwnej i procent komorek wykazujacych
ekspresje biatek.

Ekspresje EGFR oceniono u 182 chorych. Obecnos¢ biat-
ka receptorowego EGFR stwierdzono u 164 chorych (90,1%),
brak obecnosci biatka stwierdzono u 18 chorych (9,9%).
Dominowat umiarkowany stopien nasilenia reakgji barwnej,
ztego wzgledu brano pod uwage jedynie odsetek komorek

wykazujacych ekspresje EGFR. Sredni odsetek komérek wy-
kazujacych ekspresje EGFR wynosit 56,7%, mediana 60,0%.

Ekspresje Cox-2 oceniono u 182 chorych. Pozytywna
reakcje stwierdzono u 140 chorych (76,9%), brak ekspresji
Cox 2 stwierdzono u 42 chorych (23,1%). Sredni odsetek ko-
morek wykazujacych ekspresje COX-2 wynosit 31,8; mediana
20,0%. Wiekszos¢ reakcji barwnych prezentowata sredni
stopien intensywnosci.

Gestos¢ mikrokapilar (MVD) oceniono u 146 chorych
(78,5%). Liczba naczyn wahata sie od 14,3 do 146,6. Srednia
wynosita 50,1; mediana 44,5.

Ekspresje antygenu proliferacyjnego Ki-67 oceniono
u 182 chorych. Odsetek komodrek wykazujacych dodatnig
reakcje jadrowa z przeciwciatem monoklonalnym skierowa-
nym przeciwko antygenowi proliferacyjnemu Ki-67 (MiB-1)
wahat sie od 3,2 do 93,4. Srednia i mediana wynosity od-
powiednio 51,2 i 51,3. U 65 chorych (77,4%) poziom SCC-
-Ag po leczeniu nie przekraczat gérnej granicy normy. Ze
wzgledu na mata liczebnos¢ ta grupa obejmowata zaréwno
chore, u ktérych poziom markera wyjsciowy i po leczeniu
byt w normie, jak i chore, u ktérych po leczeniu uzyskano
normalizacje poziomu SCC-Ag. U 19 chorych (22,6%) poziom
markera po zakoriczeniu leczenia pozostat podwyzszony.

Wynik oceny zmian ilosci kopii genu EGFR metodq
fluorescencyjnej hybrydyzacdji in situ (FISH)

Badanie wykonano u 150 chorych. Prawidtowg liczbe
kopii genu EGFR (disomia) stwierdzono u 8 chorych (5,3%),
niska i wysoka trisomig, niska i wysoka polisomie stwierdzo-
no odpowiednio u 36 (24,0%), 27 (18,0%), 45 (30,0%) oraz
24 (16,0%) chorych. Amplifikacje stwierdzono w 10 przy-
padkach (6,7%).

Wyniki badan cytometrycznych

Badania wykonano u 174 chorych. U 118 chorych (67,8%)
stwierdzono guzy diploidalne, u 56 (32,2%) aneuploidalne;
utych chorych, odsetek komoérek aneuploidalnych wahat sie
od 1,0 do 91,1, $rednia wynosita 32,9, mediana 27,7.

Odsetek komérek w fazie S wynositod 0,1 do 56,3. Sred-
nia wynosita 12,2, mediana 8,0. Odsetek komérek w fazie
G2M wynosit od 0,1 do 20,0. Srednia wynosita 3,5, a me-
diana 2,0.

Odsetek komorek w fazach S+ G2M (indeks proliferacyj-
ny) wynosit od 0,8 do 56,4. Srednia wynosita 15,7; mediana
11,5.

Analiza przezycia bezobjawowego

Prawdopodobienstwo przezycia bezobjawowego 5 lat
dla catej grupy wyniosto 58%. Wiek chorych i czas lecze-
nia jako zmienne ciggte miaty prognostyczny wptyw na
przezycie bezobjawowe, warto$¢ p wyniosta odpowiednio
0,0222i0,0287.
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Analiza jednocechowa potwierdzita ponadto pro-
gnostyczne znaczenie stopnia zaawansowania powyzej
IIA (p = 0,0002), poziomu Hb przed rozpoczeciem lecze-
nia < 12 g/dl (p = 0,0072), poziomu Hb w trakcie lecze-
nia < 11g/dl (p = 0,0022). Pozostate czynniki o istotnym
znaczeniu prognostycznym dla przezycia bezobjawowego
to MI > 40 (p = 0,0259) (ryc. 1), obecno$¢ atypowych mi-
toz (p = 0,0349), odsetek komoérek aneuploidalnych > 20
(p=0,0347), odsetek komédrek wfazie S+G2M = 20 (p=0,0346),
(ryc. 2) oraz Ki-67 > 56 (p = 0,0399), (ryc. 3). Wykazano po-
nadto niekorzystny wptyw braku normalizacji poziomu
SCC-Ag po zakoniczeniu leczenia (p = 0,0002), (ryc. 4). Dla
ekspresji szeregu badanych biomarkeréw: p53-1801, p53-
-BP, Bcl2, Bax, Cox-2, EGFR, P16, a takze dla MVD nie udato
sie znalez¢ punktu odciecia, przekroczenie ktérego miatoby
wplyw na przezycia bezobjawowe. Nie wykazano réwniez
prognostycznego wptywu zmian w liczbie kopii genu EGFR
ocenianych metodg FISH: disomia, niska i wysoka trisomia,
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Rycina 4. Przezycia bezobjawowe w grupie 186 chorych w zaleznosci
od poziomu SCC po leczeniu

niska i wysoka polisomia i amplifikacja nie wptywaty na
przezycie bezobjawowe (p > 0,05).

Wyniki analizy wieloczynnikowej Coxa

W tabeli Il przedstawiono oceny parametréw modelu
Coxa dla czynnikéow wptywajacych na przezycia bezobja-
wowe. Wykazano istotny prognostyczny wptyw na ryzyko
,zakonczenia” przezycia bezobjawowego nastepujacych
czynnikéw: wieku, czasu leczenia (jako zmienne o charak-
terze ciggtym), FIGO, MVD, ekspresji Ki-67 oraz braku nor-
malizacji poziomu SCC po leczeniu. Najsilniejszy, negatyw-
ny wptyw miat utrzymujacy sie podwyzszony po leczeniu
poziom SCC: dla tych chorych ryzyko przerzutu, wznowy
lub zgonu zwieksza sie ponad 4,9 razy. Chore na raka szyjki
macicy w stopniu zaawansowania powyzej I|A maja ponad
dwukrotnie wieksze ryzyko wspomnianych niepowodzen
w poréwnaniu z chorymi w nizszych stopniach zaawanso-
wania. Liczba mikronaczyn przekraczajaca 43 i ekspresja



Tabela Il. Cechy statystyczne modelu Coxa wptywajace na przezycia bezobjawowe

Cecha Wariant Hazard wzgledny 95% przedziat Wartos¢ p
Wiek (zmienna ilosciowa) 0,962 0,941-0,984 0,0008
Czas leczenia w dniach (zmienna ilosciowa) 1,005 1,002-1,009 0,0055
FIGO <llAvs>1IB 2,673 1,475-4,842 0,0012
CD 34 <43 vs =43 1,887 1,087-3,276 0,0240
Ki-67 <56vs>56 2,119 1,282-3,509 0,0034
SCC Niepodwyzszony vs podwyzszony po leczeniu 4,949 2,444-10,021 0,0000

Ki-67 powyzej 56 powoduja okoto dwukrotnie wieksze ry-
zyko wystapienia niepowodzenia leczenia.

Dyskusja
Stopien zaawansowania, anemia, wiek
i czas leczenia

Rokownicze znaczenie zaawansowania raka szyjki maci-
cy wedtug klasyfikacji FIGO znane jest od dawna i nie budzi
kontrowersji. Analiza grupy 186 chorych, zaréwno na pozio-
mie jedno-, jak i wieloczynnikowej potwierdzita, ze stopien
zaawansowania jest istotnym czynnikiem prognostycznym
dla przezycia bezobjawowego.

Poziom Hb zaréwno przed leczeniem, jak i w trakcie le-
czenia wptywat w istotny sposéb na przezycia bezobjawowe
na poziomie analizy jednocechowej. Wiekszos$¢ autorow
uznajacych anemie za czynnik niekorzystny rokowniczo
ttumaczy to niedotlenieniem guza i zwigzana z tym gor-
sza odpowiedzig na napromienianie. Optymalny poziom
Hb, zapewniajacy odpowiednie utlenowanie litych guzéw
u kobiet, to przedziat miedzy 12 a 14 g/dl.

Wiek jako zmienna ciggta miat prognostyczne znaczenie
dla przezycia bezobjawowego na poziomie analizy jed-
no- i wieloczynnikowej. Opinie autoréw dotyczace progno-
stycznego znaczenia wieku chorych napromienianych sa
podzielone. Cze$¢ autoréw wskazuje na gorsze przezycia
miodych chorych, co ma wynika¢ z czestszego, niskiego
stopnia dojrzatosci histologicznej, innego niz ptaskonabton-
kowy typ raka i wiekszego zaawansowania. Wartosci odci-
najace wieku spotykane w pracach mieszcza sie w szerokim
przedziale od 25 do ponad 50 lat.

Czas leczenia, to obok wieku, druga zmienna ciagta,
ktéra miata zarébwno na poziomie analizy jedno-, jak i wie-
locechowej znaczenie prognostyczne. Wydtuzajacy sie czas
napromieniania zmniejsza szanse uzyskania catkowitej
regresji z uwagi na przyspieszona repopulacje komérek
klonogennych guza. W pismiennictwie zwraca sie uwage
na niekorzystny wptyw, gtéwnie na przezycia catkowite
facznego czasu leczenia przekraczajacego 7-9 tygodni.

Antygen SCC
U 20-80% chorych na nieoperacyjnego raka szyjki ma-
cicy stwierdza sie przed leczeniem podwyzszony poziom

SCC-Ag.Wedtug niektérych autoréw wyjsciowy poziom SCC
jest czynnikiem prognostycznym niezaleznie od metody
leczenia [4-6]. Przydatno$¢ monitorowania poziomu SCC-
-Ag po leczeniu onkologicznym jest réznie oceniana [7-9].
Nieprawidtowy poziom SCC-Ag po radiochemioterapii moze
predysponowa¢ do miejscowego niepowodzenia i rozsiewu
[10]. W materiale wtasnym podwyzszony po zakonczeniu
leczenia onkologicznego poziom SCC byt niekorzystna ce-
cha prognostyczng zaréwno na etapie analizy jedno-, jak
i wieloczynnikowej. U tych chorych stwierdzono kilkakrotnie
wieksze ryzyko nawrotu, rozsiewu i zgonu. Brak jest danych
na temat celowosci kontynuowania chemioterapii w tej
grupie chorych.

Ekspresja EGFR

W pismiennictwie odsetek chorych na raka szyjki macicy
ze stwierdzong ekspresja EGFR waha sie od kilku do 100, co
zwigzane jest ze stosowaniem réznych technik i brakiem
jednolitej, powszechnie przyjetej skali oceny ekspresji EGFR.
Przyjmowane punkty odciecia dla oceny ekspresji EGFR wa-
haja sie na poziomie od > 0 do 50% [11-14]. W prezentowa-
nym materiale wtasnym ekspresja EGFR obecna u 164 cho-
rych (90,1%) nie miata wptywu na przezycia bezobjawowe
chorych: nie udato sie znalez¢ punktu odciecia, ktérego
przekroczenie miatoby wptyw na przezycia. W literaturze
nie ma zgodnej opinii co do prognostycznego znaczenia
ekspresji EGFR. W czesci prac, podobnie jak w materiale
wiasnym nie wykazano zwigzku miedzy ekspresjag EGFR
a przezyciami chorych na raka szyjki macicy [14-16]. Inni
autorzy uwazaja, ze ekspresji EGFR towarzysza nizsze prze-
zycia chorych na raka szyjki macicy leczonych napromie-
nianiem z chemioterapia lub bez chemioterapii[12, 17, 18].
W pracach, w ktérych nie wykazano wptywu ekspresji EGFR
na rokowanie, przyjmowano wysokie punkty odciecia [19].
Mechanizmy prowadzace do czestej u chorych na raka szyjki
macicy ekspresji EGFR nie sa do konca znane. Amplifika-
cja genu EGFR to jedna z drég prowadzacych do wzrostu
aktywnos$ci omawianego receptora. lida i wsp. jako jedni
z pierwszych stwierdzili, ze amplifikacja genu EGFR jest
niezaleznym, niekorzystnym czynnikiem rokowniczym
u chorych naraka szyjki macicy leczonych napromienianiem
[20]. W analizowanej grupie 186 chorych Zzadne z szesciu
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kryteriow oceny liczby kopii genu EGFR z wykorzystaniem
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (disomia, niska i wysoka
trisomia, niska i wysoka polisomia i amplifikacja) nie miaty
wptywu na przezycia bezobjawowe.

Gestos¢ mikrokapilar (MVD)

Wieloczynnikowa analiza materiatu wtasnego wykazata,
ze liczba mikronaczyn powyzej przyjetego przez nas punktu
odciecia jest czynnikiem prognostycznym dla przezycia
bezobjawowego. Wedtug czesci autorow MVD powyzej
przyjetego przez nich punktu odciecia wiaze sie z wiek-
szym ryzykiem nawrotu u chorych na raka szyjki macicy
leczonych napromienianiem z chemioterapia lub bez che-
mioterapii [21-23]. Wedtug innych autoréw duza gestos¢
mikrokapilar odpowiada dobrze unaczynionemu, dobrze
utlenowanemu guzowi i wigze sie z lepszg odpowiedzig
na napromienianie i chemioterapie [24, 25]. Szeroki zakres
przyjmowanych punktéw odciecia dla MVD (od 10 do 190)
oraz stosowanie przeciwciat przeciwko réznym antygenom
(najczesciej CD31, CD34, CD105) moze wptywac na tak roz-
biezne wyniki. Analiza materiatu wtasnego wskazuje na
wieksze ryzyko wznowy i rozsiewu u chorych, ktérych guz
pierwotny charakteryzuje sie MVD wigkszym od 43. Brak jest
danych na temat celowosci kontynuowania chemioterapii
w tej grupie chorych.

Biatko P53

Opinie o prognostycznym znaczeniu ekspresji biatka
P53 s3 podzielone. Czes¢ autoréw nie wykazata progno-
stycznego znaczenia ekspresji biatka P53 [26, 27]. Inni
autorzy w analizie jednocechowej [28-30] badz wieloce-
chowej [31] potwierdzili niekorzystne prognostyczne zna-
czenie ekspresji biatka P53. Oh i wsp. uznali, ze ten czynnik
moze by¢ pomocny w monitorowaniu chorych po leczeniu
[31]. Korzystny wptyw na przezycia niskiej ekspresji biatka
P53 ocenianej przed napromienianiem wykazali Oka i wsp.
[32]. Analiza materiatu wtasnego wykazata, ze ekspresja
epitopu BP i epitopu 1801 biatka P53 nie miaty wptywu na
przezycia bezobjawowe chorych.

Biatka Bcl-2 i Bax

Prawidtowe biatko P53 reguluje geny Bax i Bcl-2, indu-
kujac lub hamujac odpowiednio apoptoze. Zmutowana
forma biatka P53 réwniez zachowuje zdolnos¢ oddziaty-
wania na powyzsze biatka, ponadto aktywacja genéw Bax
i Bcl-2 moze sie odbywac¢ na drodze mechanizméw nieza-
leznych od biatka P53 [33, 34]. Z dostepnej literatury wynika,
ze ekspresja biatka Bcl-2 wystepuje nawet u ponad 77%
chorych naraka szyjki macicy [34-36]. Najczesciej oceniano
odsetek komoérek wykazujacych dodatnia reakcje barwna
i przyjmowano punkty odciecia od 5% do 50%. Ekspre-
sje biatka Bax przy stosowaniu réznych punktéw odciecia
stwierdzano w podobnym przedziale czestotliwosci[34, 35,
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37]. Dostepna literatura wskazuje na brak zgodnej opinii
0 znaczeniu prognostycznym biatek regulujgcych apop-
toze. Czes¢ autorow wykazata pozytywny wptyw ekspresji
biatka Bcl-2 na przezycia chorych na raka szyjki macicy,
przy braku wptywu biatka Bax [36, 37], inni — odwrotnie:
wskazuja na pozytywny prognostyczny wptyw ekspresji
Bax i niekorzystny Bcl-2 [35]. Niektdérzy autorzy wskazuja
na pozytywne znaczenie wzrostu ekspresji Bax po testowej
dawce napromieniania i negatywne wzrostu Bcl-2 [34, 38,
39]. W materiale wiasnym zaréwno dla ekspresji biatka Bax,
jak i Bcl-2 nie udato sie znalez¢ punktu odciecia, przekro-
czenie ktérego miatoby wptyw na przezycia bezobjawowe.
Brak standaryzacji interpretacji wynikéw badan immunohi-
stochemicznych przyczynia sie do niespdjnych wnioskéw
z dotychczas przedstawionych opracowan.

Cox-2

Analiza materiatu wtasnego wykazata, ze ekspresja
Cox-2 nie miata wptywu na przezycia. W dostepnej litera-
turze odsetek chorych na raka szyjki macicy wykazujacych
ekspresje Cox-2 waha sie od 24 do ponad 75% [40-43].
Odsetek chorych, u ktérych wykazano ekspresje Cox-2 w ma-
teriale wtasnym, nalezy do najwyzszych, jakie mozna spo-
tkac w literaturze. Wéréd wiekszosci autoréw oceniajacych
prognostyczne znaczenie ekspresji Cox-2, mimo stosowania
réznej klasyfikacji reakcji barwnych, panuje zgodna opinia
0 negatywnym wptywie ekspresji tego czynnika na prze-
zycia chorych na raka szyjki macicy leczonych zaréwno
operacyjnie, jak i napromienianiem z udziatem badz bez
udziatu chemioterapii [40, 41, 44-48]. Do nielicznych na-
leza prace, w ktérych nie wykazano prognostycznego zna-
czenia ekspresji Cox-2 [49-51]. Wyniki analizy materiatu
wiasnego sa zgodne z nielicznymi doniesieniami o braku
prognostycznego znaczenia ekspresji Cox-2 u chorych na
raka szyjki macicy.

P16

Przeprowadzona analiza materiatu wtasnego wykazata,
ze ekspresja biatka P16, ktéra stwierdzono u ponad 96%
chorych, nie wptywa na przezycia bezobjawowe badanej
grupy chorych.W dostepnej literaturze ekspresja biatka P16,
stwierdzana u 80-100% chorych na raka szyjki macicy, jest
uznawana za czynnik wptywajacy pozytywnie na przezycia
chorych na raka szyjki macicy zaréwno operowanych, jak
i poddawanych radiochemioterapii [52-57]. Zwiekszona
ekspresja P16 ma zwiagzek z biatkami E6 i E7 onkogennych
wiruséw HPV, ktére moga wigzac i inaktywowac biatka su-
presorowe P53 i Rb. Brak ekspresji biatka P16 w nielicznych
przypadkach raka szyjki macicy moze wynikac z jej utraty
w toku progresji zmian przedinwazyjnych i w efekcie pro-
wadzi¢ do formy raka o bardziej agresywnym przebiegu
[54]. Analiza wtasnego materiatu — w przeciwienstwie do
danych z literatury — nie wykazata prognostycznego zna-



czenia ekspresji P16. Mogfa na to wptyna¢ mata liczebnos¢
grupy chorych bez ekspresji biatka P16: nie stwierdzono jej
jedynie u 4 chorych.

Ki-67 i MI

Analiza jednocechowa materiatu wtasnego wykazata,
ze przekroczenie ustalonych punktéw odciecia dla indeksu
Ki-67 i Ml wiazato sie z istotnym, niekorzystnym wptywem
na przezycie bezobjawowe. W modelu wieloczynnikowym
dla przezycia bezobjawowego istotne znaczenie miatindeks
Ki-67.Ocena indeksu Ki-67 i Ml jest obecnie nieczesto przed-
miotem analizy u chorych na raka szyjki macicy, w przeci-
wienstwie na przykfad do chorych na raka piersi. Cze$¢ prac
z ostatnich lat nie potwierdza znaczenia prognostycznego
ekspresji Ki-67 w guzie pierwotnym [58, 59], natomiast
w przerzutowo zmienionych weztach chtonnych ekspresja
Ki-67 ma by¢ istotnym czynnikiem prognostycznym dla
przezycia bezobjawowego (58). Autorzy dwéch japonskich
doniesien z potowy lat dziewiecdziesigtych wykazali, ze rak
szyjki macicy o wysokiej wartosci Ki-67 (powyzej 33) cechuje
lepsza odpowiedzZ na napromienianie, co moze przemawiac
za wiekszg promieniowrazliwoscig guzow o wysokiej frakgji
proliferacyjnej [60, 61]. W przeciwienstwie do cytowanych
powyzej prac japonskich analiza materiatu wiasnego wy-
kazafa, ze indeks Ki-67 przekraczajacy punkt odciecia to
czynnik pogarszajacy rokowanie u chorych napromienia-
nych z udziatem lub bez udziatu cisplatyny. Do podobnego
whniosku doszli Garzettii wsp., przyjmujac punkt odciecia dla
Ki-67 na poziomie 50 [62]. W pracach, ktére nie wykazaty
wptywu indeksu Ki-67 na rokowanie u chorych naraka szyjki
macicy, przyjmowano podobne punkty odciecia; najcze-
sciej byly to wartosci srednie, rzadziej, tak jak w materiale
wiasnym, poszukiwanie krok po kroku optymalnych punk-
tow odciecia opisane w metodach statystycznych powyzej
[59, 63, 64]. Niewiele pozycji pismiennictwa dotyczy pro-
gnostycznego znaczenia MI. W dostepnej literaturze [37, 65]
wysoki MI, podobnie jak w materiale wkasnym, uwazany jest
za niekorzystny czynnik prognostyczny. Analiza materiatu
wiasnego wyraznie wskazuje na przydatnos¢ oznaczania
indeksu Ki-67 w guzie pierwotnym u chorych na raka szyjki
macicy przed leczeniem napromienianiem z chemioterapia
lub bez chemioterapii.

Ploidia DNA

Wptyw zawartosci DNA w komoérkach guza i frakgji ko-
mérek w fazie S na rokowanie chorych na raka szyjki macicy
jest przedmiotem wielu prac. Rzadziej przedmiotem analizy
jest frakcja S+G2M. Cze$¢ autoréw uwaza, ze dla chorych
na raka szyjki macicy leczonych napromienianiem z che-
mioterapia lub bez chemioterapii lub operowanych aneu-
ploidia i/lub wysoka frakcja S sa negatywnymi czynnikami
prognostycznymi [66—71]. W opinii wymienionych powyzej

autoréw cytometria przeptywowa moze by¢ przydatna do
oceny rokowania u chorych na raka szyjki macicy. Prze-
ciwnego zdania sg Pinto i wsp., Strang i wsp., a takze Davis
i wsp. i Gasinska i wsp. [72-75]. Réwniez Kristensen i wsp.
w grupie 465 chorych na raka szyjki macicy nie wykazata
prognostycznego znaczenia charakteru ploidii i frakcji S [76].
W analizie jednocechowej wtasnego materiatu klinicznego
wykazano, ze frakcja komoérek w fazie S+G2M i odsetek
komérek aneuploidalnych powyzej ustalonych punktéw
odciecia wptywaja niekorzystnie na przezycie bezobjawo-
we, nie wykazano natomiast wptywu frakcji S ani charak-
teru ploidii. Na rozbiezng ocene przydatnosci cytometrii
przeptywowej wptywaja miedzy innymi réznice w sposobie
uzyskiwania zawiesiny komorek, nastepnie jader, réznice
w minimalnej ilos¢ komédrek guza przeznaczonych do ana-
lizy, uwzglednienie badz nieuwzglednienie heterogennosci
guzai,szarej” strefy pomiedzy DNA diploidalnym i aneuplo-
idalnym, a takze przyjmowanie réznych punktéw odciecia
dla analizowanych parametrow.

Whioski

1. Przeprowadzona analiza potwierdzita znaczenie klasycz-
nych czynnikéw prognostycznych: zaawansowania raka
szyjki macicy wedtug klasyfikacji FIGO i czasu leczenia.

2. Przedterapeutyczne informacje o MVD i ekspresji
Ki-67 w guzie pierwotnym, a takze o poziomie SCC-Ag
po zakonczeniu leczenia onkologicznego sg pomocne
w ocenie ryzyka wystgpienia niepowodzenia leczenia
napromienianiem z cisplatyna lub bez cisplatyny.
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