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1 WSTEP

1.1 Migsaki tkanek mi¢kkich u dzieci

1.1.1 Epidemiologia

Migsaki tkanek migkkich (MTM) stanowig pigta co do czgstosci wystepo-
wania grupe nowotwordéw ztosliwych u dzieci — po biataczkach, guzach osrod-
kowego uktadu nerwowego (OUN), chtoniakach i zwojaku zarodkowym wspo6t-
czulnym (neuroblastoma, NBL) (ryc. 1). W populacji dziecigcej MTM stanowia
ok. 7-8% wszystkich nowotwordéw ztosliwych [139]. Szacuje sie¢, iz wskaznik
zachorowalnosci na MTM wynosi 0,2-1,0/100 000 rocznie, niezaleznie od plci
[115]. Wigkszos¢ zachorowan dotyczy dzieci w wieku 2-6 lat oraz miodziezy
powyzej 12. roku zycia; mediana wieku w momencie rozpoznania MTM wynosi
ok. 5 lat. Nieznacznie czgSciej chorujg chtopey (1,1 vs 1,0).

O Bialaczki (26,4%)
B Guzy OUN (22,2%)
O Chloniaki (15,8%)
ONBL (6,9%)
EMTM (6,6%)

O Guzy nerek (6,5%)

B Guzy zarodkowe (5,8%)

O Retinoblastoma (2,9%)

M Inne (6,9%)

Ryc. 1. Czgstos¢ wystepowania poszczegdlnych typow nowotworow u dzieci

Fig. 1. The frequency of particular types of neoplasms in children

1.1.2  Podtypy histologiczne MTM u dzieci i ich charakterystyka kliniczna

Budowa histologiczna dziecigcych MTM jest bardzo zroéznicowana, co
sprawia, ze stanowia one heterogenna grupe guzow o odmiennej symptomatolo-
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gii klinicznej, r6znym przebiegu i rokowaniu. Migsaki rozwijaja si¢ z embrio-
nalnej tkanki mezenchymalnej i neuroektodermalnej, wykazujacej cechy rozni-
cowania w kierunku tkanki migéniowej prazkowanokomorkowej, gladkokomor-
kowej, tkanki thuszczowej, wtoknistej, naczyniowej, maziowki, ostonek nerwow
obwodowych i wielu innych.

Migsaki tkanek migkkich dzieli si¢ na trzy gtowne podgrupy kliniczno-
patologiczne: migsaki prazkowanokomoérkowe (rhabdomyosarcoma, RMYS),
guzy RMS-like oraz migsaki nieprazkowanokomorkowe (non-rhabdomyo-
sarcoma-like, NRMS) [115].

U dzieci przewazaja migsaki typu RMS, stanowigc prawie 70% wszystkich
MTM. Cechuje je wysoka ztosliwos¢ i1 inwazyjnos¢, sktonno$¢ do szybkiego
wzrostu, tendencja do tworzenia wzndéw miejscowych, a takze rozsiewu do re-
gionalnych weztow chtonnych i narzadoéw odlegtych. Wyrdznia si¢ dwa gldwne
podtypy RMS u dzieci: zarodkowy (embryonal, RME) oraz pe¢cherzykowy
(alveolar, RMA). Podtypy te ro6znig si¢ znacznie pod wzgledem cech klinicz-
nych i biologicznych, oraz wykazuja odmiennosci genetyczne (tabela 1).

Zarodkowy podtyp RMS wystepuje czesciej u dzieci mtodszych, lokalizuje
si¢ gldwnie w obrebie uktadu moczowo-plciowego, oczodotu i nieokotoopono-
wych struktur gtowy i szyi. Zwykle dobrze reaguje na chemioterapi¢ (CHT) i
radioterapi¢ (RT), dzigki czemu rokowanie w RME uwaza si¢ za korzystne. Z
kolei podtyp RMA spotykany jest gtdéwnie u dzieci powyzej 10. roku zycia, do-
tyczy przewaznie konczyn, krocza, tutowia, przestrzeni zaotrzewnowej i okoto-
oponowej. Przebiega agresywnie, dajgc szybko przerzuty odlegte droga chionng
i krwiono$na. Podtyp ten cechuje gorsza odpowiedz na CHT i RT, przez co ro-
kowanie w RMA jest czesto niepomyslne [2].

Tabela 1. Podtypy migsakow typu RMS u dzieci
Table 1. Subtypes of RMS STS in children

Podtypy migsakéw typu RMS

Subtypes of RMS STS
Korzystne rokowanie Niekorzystne rokowanie
Favorable prognosis Unfavorable prognosis
typ botryoidalny RME
. typ pecherzykowy
typ kolezystokomérkowy RME facznie z tzw. wariantem litym RMS (RMA)
tzw. klasyczny typ RME

Miegsaki RMS-like to grupa guzoéw nie nalezacych do RMS, jednak o podob-
nej do RMS biologii i zblizonej wrazliwos$ci na CHT i RT, co implikuje podobna
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strategi¢ postgpowania. Jak pokazano w tabeli 2, do grupy guzow RMS-like na-
leza: pozakostny migsak Ewinga (extraskeletal Ewing sarcoma, EES), migsak
mazidéwkowy (synovial sarcoma, SS) 1 prymitywny guz neuroektodermalny
(primitive neuroectodermal tumor, PNET).

Tabela 2. Podtypy migsakow typu RMS-like u dzieci
Table 2. Subtypes of RMS-like sarcomas in children

Miesaki RMS-like
RMS-like sarcomas

Grupa pozakostnego mig¢saka Ewinga (extraskeletal Ewing sarcoma, EES)
« klasyczna posta¢ migsaka Ewinga
* atypowa posta¢ migsaka Ewinga
* prymitywny guz neuroektodermalny (primitive neuroectodermal tumor, PNET)

Migsak mazidowkowy (synovial sarcoma, SS)

Migsaki niezroznicowane (undifferentiated sarcomas, UDS)

Migsaki nie dajace si¢ sklasyfikowac (not otherwise specified sarcomas, NOS)

Migsaki typu NRMS to heterogenna grupa, do ktoérej nalezg guzy o rézno-
rodnej histologii, przedstawione w tabeli 3. Poszczegdlne podtypy NRMS ce-
chowa¢ moze odmienna charakterystyka kliniczna, przebieg choroby, chemio-
wrazliwo$¢ 1 rokowanie. Niektore typy histologiczne migsakéw typu NRMS
wystepuja gldwnie u pacjentéw dorostych, a tylko wyjatkowo rzadko u dzieci.
Wedhug wielu badaczy, uzasadnia to objecie ich nazwa ,,miesakow typu doro-
stego”. Inni autorzy podkreslaja wyrazne rdznice, jakie cechuja guzy NRMS,
ktore rozwijaja sie u niemowlat i dzieci ponizej 4. roku zycia, w pordwnaniu do
guzow stwierdzanych u dzieci starszych. Jednym z najczesciej spotykanych u
dzieci podtypow NRMS jest ztosliwy obwodowy guz z ostonek nerwowych
(malignant peripheral nerve sheath tumor, MPNST). Jest to nowotwor o agre-
sywnym przebiegu i trudnej do przewidzenia odpowiedzi na CHT. Polowa przy-
padkow MPNST wspotistnieje z nerwiakowlokniakowatoscia typu 1 (neurofi-
bromatosis type I, NF1) [213].

Tabela 3. Wybrane podtypy migsakow tkanek migkkich typu NRMS u dzieci
Table 3. Selected subtypes of NRMS STS in children

Miesaki typu NRMS
NRMS sarcomas

Migsaki nie dajace si¢ sklasyfikowacé (not otherwise specified sarcomas, NOS)

Migsak jasnokomorkowy (clear cell sarcoma, CCS)

Chrzestniakomigsak poza uktadem szkieletowym (extraskeletal chondrosarcoma, ECS)
e chrzgstniakomigsak §luzowaty (myxoid chondrosarcoma, MyxCS)
e  chrzestniakomigsak mezenchymalny (mesenchymal chondrosarcoma, MesCS)

Widkniakomigsak (fibrosarcoma, FS)
e wrodzona posta¢ widkniakomigsaka (congenital fibrosarcoma, cFS)
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Widkniakomigsak guzowaty skory (dermatofibrosarcoma protuberans, DFSP)

Desmoplastyczny guz drobnookragtokomoérkowy (desmoplastic small round cell tumor, DSRCT)

Migsak epitelioidny (nabtonkopodobny) (epitheliod sarcoma, ES)

Zapalny guz miofibroblastyczny (inflammatory myofibroblastic tumor, IMFT)
e  zapalny mig¢sak miofibroblastyczny (inflammatory myofibroblastic sarcoma, IMFS)

Migsak gtadkokomorkowy (leyomyosarcoma, LMS)

Thuszczakomigsak (liposarcoma, LPS)

Migsak widknistohistiocytarny (malignant fibrohistiocytoma, MFH)
e angiomatoid fibrohistiocytoma (AFH)

Migsak mezenchymalny (mesenchymoma malignum, MMM)

Ztosliwy guz rabdoidalny tkanek migkkich (pozanerkowy) (malignant rhabdoid tumor, MRT)

Ztosliwy obwodowy guz z ostonek nerwowych (malignant peripheral nerve sheath tumor,
MPNST); [synonimy: schwannoma malignum / neurofibrosarcoma (NFS)]

Barwnikowy guz neuroektodermalny wieku dziecigcego (retina anlage tumor, RAT)

Migsaki tkanek migkkich mogg lokalizowa¢ si¢ niemal wszg¢dzie. Najcze-
sciej spotykane umiejscowienia MTM u dzieci przedstawiono na ryc. 2. Rozwi-
jaja si¢ najczesciej gteboko w obrebie masy migsniowej, objawiajac jako niebo-
lesne uwypuklenie lub guz o pozornie wyraznych granicach. Maja pseudo-
rozpr¢zajacy sposob wzrostu i rosng naciekajaco wzdhuz przestrzeni i otworow
naturalnych. Objawy kliniczne MTM u dzieci zwigzane sg zwykle z lokalizacja
ogniska pierwotnego i/lub przerzutow odlegltych, dlatego sg roznorodne i przy-
pominajg czesto objawy innych schorzen o podobnym umiejscowieniu. Podstep-
ny przebieg i niecharakterystyczne wstepne objawy MTM u dzieci stwarzaja
duze trudno$ci diagnostyczne. Z tego powodu u wigkszos$ci pacjentdéw rozpo-
znanie stawiane jest pdzno, w zaawansowanych stadiach choroby. Az u ok. 20%
chorych w momencie diagnozy obecne sg przerzuty odlegle, najczesciej w obre-
bie pluc, kosci, szpiku kostnego oraz OUN. Uogo6lnienie choroby w sposob zna-
czacy pogarsza rokowanie [2, 115].

Glowa/szyja 25-35%

Oczodot 10%

Konczyny 18-20%

Inne 15-27%

Uktad moczowo-ptciowy 20-25%

Ryec. 2. Najczgstsza lokalizacja MTM u dzieci

Fig. 2. The most common localisation of STS in children
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1.1.3  Kliniczne czynniki prognostyczne w MTM u dzieci

W zdecydowanej wickszosci osrodkéw onkologii dziecigcej, zrzeszonych w
ramach Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia Guzow Litych (PPGLGL),
diagnostyka i leczenie MTM u dzieci prowadzone sag wg mi¢dzynarodowego
protokotu Cooperative Weichteilsarkom Studiengruppe (CWS). Dzigki wciaz
udoskonalanym metodom terapeutycznym (chirurgii, CHT i RT), na przestrzeni
kilku ostatnich dekad wyniki leczenia MTM u dzieci ulegly znaczacej poprawie.
Wg Intergroup Rhabdomyosarcoma Study (IRS) — IV prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia calkowitego (overall survival, OS) dla catej grupy MTM
wzrosto z 25% w roku 1970 do 73% w roku 2001 [117]. Dla lokalnych stadiow
zaawansowania S-letnie OS przekracza obecnie 90%, natomiast nadal pozostaje
niezadowalajace w stadiach zaawansowanych, a zwlaszcza rozsianych (10-20%)
[115].

Kolejne protokoty CWS (CWS-91, -96, -2002, -2006, -2007 oraz CWS-
Guidance) zaktadaja coraz bardziej precyzyjne dostosowanie terapii do stopnia
zaawansowania i agresywnosci nowotworu u danego pacjenta. O kwalifikacji do
poszczegdlnych grup ryzyka decyduje typ i podtyp histologiczny migsaka oraz
liczne czynniki kliniczne, takie jak: wiek dziecka w momencie rozpoznania,
lokalizacja guza pierwotnego, stadium zawansowania choroby zgodnie z klasy-
fikacja Tumor-Nodes-Metastases (TNM) oraz ocena pooperacyjna wg klasyfika-
cji IRS. Wedhug TNM szczegdlowo oceniane sg: wyjsciowa wielko$¢ 1 inwazyj-
no$¢ guza pierwotnego (cecha T), ewentualne zajecie regionalnych weztéw
chtonnych (cecha N) oraz obecnos$¢ przerzutow odlegtych (cecha M). Klasyfika-
cja IRS obejmuje oceng stadium zaawansowania choroby po przeprowadzonym
pierwotnym zabiegu operacyjnym (primary excision, PE), uwzglednia wigc bar-
dzo wazny czynnik prognostyczny, jakim jest doszczetno$¢ PE. Szczegotowe
zasady klasyfikacji pacjentow wg klasyfikacji TNM i IRS zamieszczono w za-
lacznikach 1 1 2. W przypadku migsakow nieoperacyjnych w momencie posta-
wienia rozpoznania, waznym czynnikiem prognostycznym jest odpowiedz na
neo-adjuwantowa CHT, ktorej oceny dokonuje si¢ po trzech pierwszych jej kur-
sach (migdzy 9 a 12 tygodniem terapii). Kryteria odpowiedzi catkowitej (com-
plete response, CR), dobrej czesciowej (good partial response, GPR), czescio-
wej (partial response, PR), choroby stabilnej (stable disease, SD) i progresji
choroby (progressive disease, PD) przedstawiono szczegdétowo w rozdziale 3.
,Materiat i metody”. Uzyskana dobra odpowiedz na CHT umozliwia w wielu
przypadkach przeprowadzenie odroczonej doszczetnej resekcji guza (second
look surgery, SL), co w sposdb istotny poprawia rokowanie. Dobra reakcja na
wstepng CHT identyfikuje rowniez chorych, ktérzy nie wymagaja stosowania
bardziej intensywnej CHT w dalszym leczeniu [50].

Obecnie stosowany system patologiczno-klinicznej kwalifikacji chorych z
RMS oraz NRMS do poszczegdlnych grup ryzyka przedstawiono w zataczniku
3. Z praktyki onkologicznej wiadomo, ze nie zawsze analiza wymienionych
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czynnikéw rokowniczych jest wystarczajaca dla prognozowania przebiegu i
wyniku leczenia MTM u dzieci. Mimo agresywnej wielomodalnej terapii, nadal
istniejg chorzy, u ktérych dochodzi do nawrotu lub progresji nowotworu — a co
za tym idzie — zgonu chorego dziecka.

Badania genetyczne, ukierunkowane na wykrycie translokacji typowych dla
poszczegdlnych rodzajow MTM, odgrywaja istotng role w diagnostyce migsa-
kéw [170]. Nie sg to jednak badania wykonywane rutynowo, a jedynie w przy-
padkach trudnych i niejednoznacznych. Rowniez prognostyczne znaczenie wy-
krytych translokacji i innych aberracji chromosomowych nie zostato jedno-
znacznie ustalone. Tym samym w obowigzujacych obecnie wytycznych, kwali-
fikacja dzieci z MTM do poszczegbdlnych grup ryzyka, nie opiera si¢ na wyni-
kach badan genetycznych.

W MTM u dzieci nie znaleziono réwniez ,,idealnych” prognostycznych bio-
markerow, wykrywanych w ptynach ustrojowych. W przeciwienstwie bowiem
do kilku innych nowotworéw dziecigcych, MTM nie wydzielaja swoistych bio-
markerow, mozliwych do oznaczania w surowicy, moczu lub ptynie mozgowo-
rdzeniowym (PMR), ktére korelowalyby z zaawansowaniem i aktywnos$cig pro-
liferacyjng nowotworu. Podjete dotad prace badawcze nad znaczeniem rokowni-
czym roznych markerow obecnych w surowicy pacjentow z MTM poszerzyty
wiedze na temat biologii tego nowotworu, jednak analizowane biomarkery nie
zyskaly statusu czynnikdéw przydatnych w praktyce klinicznej [15, 16].

Dlatego nie ustajg proby poznania nowych czynnikéw rokowniczych, lepiej
odzwierciedlajgcych biologiczng aktywnos¢ MTM u dzieci, ktore pozwolityby
na bardziej precyzyjne dopasowanie strategii leczenia do poszczegdlnych cho-
rych. W ostatnich latach zainteresowania naukowcoéw skierowaty si¢ ku proce-
sowi hipoksji w guzach nowotworowych, jego znaczeniu w promowaniu prolife-
racji komorek nowotworowych, zwiazku z procesem nowotworzenia naczyn
(angiogenezy), przerzutowania i opornosci na CHT i RT [89]. Markery hipoksji
staly si¢ obiecujagcym obszarem badan, zaréwno w aspekcie diagnostycznym i
prognostycznym, jak i terapeutycznym — jako potencjalne punkty uchwytu tera-
pii celowanych [53, 171, 178]. Bardzo liczne badania nad ich znaczeniem doty-
czg jednak przede wszystkim dorostych chorych z r6znymi typami nowotworow
ztosliwych [19, 122, 161, 182, 194, 222, 224, 248]. Stopien ekspresji i poten-
cjalne znaczenie prognostyczne markerow hipoksji w MTM u dzieci nie byly
dotad przedmiotem opublikowanych badan naukowych.

1.2 Hipoksja

1.2.1 Rodzaje i przyczyny hipoksji
W toku ewolucji organizmy wielokomorkowe uzaleznily si¢ od tlenu (O,) i

ich prawidlowe funkcjonowanie zalezne jest od jego niezaburzonej dostawy i
wlasciwego stgzenia. W warunkach fizjologicznych cis$nienie parcjalne O, w
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poszczegdlnych rodzajach komoérek organizmu jest rézne. W komoérkach gornej

cze¢$ci uktadu oddechowego wynosi ono 110-150 mmHg (co odpowiada st¢zeniu

0, 15-20%), zas w komorkach siatkowki czy nerki — 5 mmHg (stezenie O, 1%)

[36, 149, 203].

Stan kliniczny, w ktérym dochodzi do zmniejszenia ci$nienia parcjalnego O,
na poziomie tkankowym nazywany jest hipoksja. Dla wigkszosci komorek za
hipoksje uznawany jest spadek stezenia O, ponizej 2%, przy czym wartosci
1,2% uwaza si¢ za stan umiarkowanej hipoksji, za$ st¢zenie ponizej 0,2% to stan
hipoksji gtebokiej 1 anoksji [149].

W zaleznosci od mechanizmu powstawania wyrdznia si¢ sze$¢ rodzajow hi-
poksji:

e Hipoksja hipoksyczna — powstaje w wyniku zmniejszonej dyfuzji O, zwig-
zanej z niskim ci$nieniem parcjalnym O, w powietrzu atmosferycznym, cho-
robami serca i ptuc oraz obturacja lub niedrozno$cig drog oddechowych.

e Hipoksja histotoksyczna — powstaje w mechanizmie blokady enzymoéw,
biorgcych udzial w procesach wykorzystujacych O, na poziomie komoérko-
wym. Najczestszg przyczyna sg zatrucia (np. tlenkiem wegla i cyjankiem po-
tasu), prowadzace do nieodwracalnego zahamowania funkcji oksydazy cyto-
chromowej, ktdra jest podstawowym enzymem tancucha oddechowego.

e Hipoksja krazeniowa (zastoinowa) — powstaje w wyniku spowolnionego
przeptywu krwi przez tkanki i narzady np. w niewydolnosci migénia serco-
wego, wstrzasie, zakazeniu.

e Hipoksja wysoko$ciowa — powstaje podczas pobytu na duzych wysoko-
sciach nad poziomem morza.

e Hipoksja anemiczna — do niedotlenienia tkanek dochodzi w wyniku krwa-
wienia i zmniejszenia zawarto$ci hemoglobiny w krwinkach czerwonych,
dysfunkcji w magazynowaniu O, w erytrocytach lub na skutek zmniejszone;j
objetosci tkankowej krwi.

e Hipoksja metaboliczna — powstaje w wyniku zwigkszonego zapotrzebowa-
nia na O, w przebiegu rdéznych zaburzen metabolicznych, wystepujacych np.
W POsocznicy.

Hipoksja moze by¢ stanem fizjologicznym, badz patologicznym, wystepuja-
cym czasowo (hipoksja ostra) lub przewlekle (hipoksja chroniczna). Hipoksja
moze by¢ ograniczona do danej tkanki lub narzadu, albo moze obejmowac caty
organizm. Hipoksja chroniczna moze wystepowaé w postaci ciaglej, w ktorej
niedotlenienie wystepuje stale w jednostce czasu (np. w przebiegu niedokrwisto-
$ci) lub w postaci przerywanej, gdy u chorego w pewnym okresie czasu wyste-
puja powtarzajace si¢ epizody niedotlenienia przerywane epizodami prawidto-
wego utlenowania komoérek (np. zespot bezdechu sennego) [174].

Niezaleznie od przyczyny i postaci, tkankowy niedobor O, stanowi jeden z
najgrozniejszych czynnikow, zaburzajacych funkcje komorek. Aby przezy¢,
muszg one dostosowac si¢ do nowych warunkow, przestawiajgc si¢ na metabo-
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lizm beztlenowy i uruchamiajgc liczne mechanizmy i procesy przeciwdziatajgce
hipoksji, albo przywréci¢ odpowiednie utlenowanie tkanek. Badania ostatnich
lat wykazuja, ze hipoksja stanowi powszechne zjawisko warunkujgce wzrost
nowotworu w organizmie [89].

1.2.2 Hipoksja w tkance nowotworowej

Hipoksja stanowi jedng z cech charakterystycznych niemal wszystkich no-
wotworow litych, przy czym wielko$¢ regiondéw hipoksji 1 frakcja niedotlenio-
nych komoérek moze roézni¢ si¢ znaczaco nawet w guzach o tym samym typie
histologicznym. Hipoksja wewnatrz guza nowotworowego wywolana jest glow-
nie przez niedostateczny dowoéz O, i substancji odzywczych przez nieprawidto-
we naczynia krwionosne powstate na drodze neoangiogenezy w szybko prolife-
rujacej tkance. Dodatkowo, w tkance nowotworowej wzrasta aktywno$¢ metabo-
liczna, zwigksza si¢ zuzycie O, przez szybko dzielgce si¢ komorki, a w otaczaja-
cym komorki nowotworowe srodowisku spada pH [167]. W efekcie wszystkie te
procesy prowadza do niskiego stezenia O, wewnatrz guza i niedotlenienia ko-
morek. Pomiary utlenowania przy uzyciu mikroelektrod wykazaty, Ze cis$nienie
parcjalne O, w prawidlowej tkance waha si¢ od 40 do 50 mmHg, zas w tkance
nowotworowej — od 5 do 10 mmHg, zwykle ponizej 7 mmHg [73].

Prace nad niedotlenowaniem tkanek prowadzone byly od poczatku XX wie-
ku. Schwarz [196] jako pierwszy zauwazyl, iz prawidtowo utlenowane komoérki
skory sa bardziej wrazliwe na promieniowanie, w poréwnaniu do komorek hi-
poksycznych. Kolejne wazne prace opublikowali w 1955 roku Thomlinson i
Gray, udowadniajagc w badaniach na komorkach raka ptuca, iz hipoksja jest ce-
cha charakterystyczna komorek nowotworowych i przyczynia si¢ do powstawa-
nia opornos$ci na promieniowanie [225]. Wprawdzie stworzony przez nich mo-
del, thumaczacy rozwoj i lokalizacje regionow hipoksji w guzie nowotworowym,
okazat si¢ pdzniej nieprawidtowy, ale w swoich doswiadczeniach Thomlinson i
Gray dowiedli waznego faktu, ze komorki czegsciowo niedotlenowane (hipok-
syczne), obecne w strefie przejsciowej pomigedzy komorkami martwiczymi, a
komorkami w pelni zaopatrzonymi w O,, byty zdolne do Zycia [225].

W roku 1968 brytyjski naukowiec Tannock, na podstawie przeprowadzo-
nych badan, przedstawit model powstawania hipoksji, akceptowany i aktualny
do dnia dzisiejszego. Wg Tannocka w tkance nowotworowe;j istniejg prawidio-
wo utlenowane (normoksyczne) komorki zlokalizowane wokot naczynia krwio-
nos$nego, zaopatrujacego je w O, i $rodki odzywcze. Nastepnie, w odleglosci
100-180 um od naczynia znajduje si¢ strefa komorek hipoksycznych, a jeszcze
dalej — w odlegtosci >180 pm od naczynia krwiono$nego panuje strefa anoksji,
czyli obszar martwiczy [223].

W latach 70. XX wieku w tkance nowotworowej wyrdzniono hipoksje chro-
niczng oraz ostrg przejsciowa. Znaczna odlegtos¢ komorki nowotworowej od
naczynia krwiono$nego, uniemozliwiajaca pozyskiwanie O, i §rodkow odzyw-
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czych, prowadzi do hipoksji chronicznej. Natomiast hipoksja ostra przejsciowa
powstaje w wyniku zaburzonej perfuzji krwi niezaleznie od odlegtosci od na-
czynia krwiono$nego w guzie. Wynika to z nieprawidlowej budowy sieci naczyn
krwionosnych w obrebie nowotworu, powstajacych na drodze angiogenezy.
Efektem jest niedotlenienie nawet tych komorek, ktore znajduja si¢ w poblizu
naczyn nowotworowych [29].

1.2.3 Metody oceny hipoksji w nowotworach

Opracowano szereg metod diagnostycznych, dzigki ktérym mozliwe jest zi-
dentyfikowanie regionow, a nawet komorek hipoksycznych, w ludzkich nowo-
tworach. Metody te mozna podzieli¢ na bezposrednie i posrednie, inwazyjne i
nieinwazyjne [73].

Do metod bezposrednich naleza metody z uzyciem mikroelektrod, metody
wykorzystujace zjawisko wygaszania fluorescencji przez tlen oraz obrazowanie
obszaréw hipoksji w badaniach radiologicznych.

e Mikroelektroda Eppendorfa jest urzadzeniem stosowanym w praktyce kli-
nicznej od ponad 30. lat. Umozliwia ona pomiar stezenia O, w objetosci gu-
za, a nie w poszczegolnych komorkach, dostarcza zatem informacji o $red-
nim st¢zeniu O, w guzie nowotworowym [24]. Wprowadzenie mikroelek-
trody do guza jest zabiegiem inwazyjnym i mozliwym tylko w przypadku
guzow tatwo dostepnych [239].

e Zjawisko wygaszania fluorescencji przez O, jest nowoczesng metoda pomia-
ru stezenia O,, wykorzystujaca umieszczone w sondzie fluoryzujace kom-
pleksy rutenu. Podobnie, jak mikroelektroda Eppendorfa, wprowadzenie
sondy jest procedura inwazyjng, mozliwg do zastosowania jedynie w guzach
potozonych powierzchownie. Konieczna jest rowniez korekcja temperatury
pomiaru, a najwazniejszym ograniczeniem tej metody jest brak mozliwos$ci
scharakteryzowania natezenia hipoksji.

e (Obrazowanie obszaro6w hipoksji zwigzane jest z szybko rozwijajaca si¢
dziedzing radiologii i wykorzystuje najnowsze metody obrazowania tkanek i
narzadéw w organizmie chorego. Do najbardziej obiecujacych metod obec-
nie zalicza si¢:

e pozytonowa tomografi¢ emisyjng (positron emission tomography, PET);

e spektroskopie magnetycznego rezonansu jadrowego (nuclear magnetic

resonance, NMR);

e oraz spektroskopi¢ elektronowego rezonansu paramagnetycznego (elec-

tron paramagnetic resonance, EPR).

Badaniem stosowanym coraz czg$ciej do oceny obszaréw hipoksji jest badanie

PET. Dzi¢ki zastosowaniu specyficznych dla obszarow hipoksji radioizotopow

(fluorowanych pochodnych nitroimidazolu), PET pozwala ocenia¢ in vivo proce-

sy biochemiczne, nie zmieniajac ich przebiegu. Ocena obszaréw hipoksji jest

bardzo precyzyjna [65], a charakterystyke niedotlenienia tkanki nowotworowej
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mozna przedstawi¢ w obrazie tréjwymiarowym. Niestety badanie PET pozwala
na ocen¢ obszarow hipoksji potozonych powierzchownie (na glebokosci 5-8 mm
badane;j tkanki) [31], a koszty badania sg wysokie.

Posrednie metody oceny hipoksji obejmuja obrazowanie utlenowania hemo-
globiny oraz immunohistochemiczne (IHC) wykrywanie egzo- i endogennych
markeréw hipoksji.

Obrazowanie utlenowania hemoglobiny wykorzystuje obrazowanie rezonan-
sem magnetycznym zaleznym od poziomu utlenowania krwi (blood oxygenation
level-dependent magnetic resonance imaging, BOLD-MRI) lub spektroskopi¢ w
podczerwieni (near infrared spectroscopy, NIR).

NajczeSciej stosowanymi egzogennymi markerami hipoksji sg pimonidazol,
NITP (2-nitroimidazol zwigzany z teofiling) oraz EF5 (fluoropochodna etanida-
zolu). Ich zastosowanie w celu oceny stezenia O, jest metoda inwazyjng, gdyz sg
to substancje podawane dozylnie. W przypadku obnizonego cis$nienia parcjalne-
go O, dochodzi do ich degradacji jedynie w komorkach niedotlenionych, co
wykrywane jest metodami IHC [67].

Najcze$ciej stosowang w praktyce klinicznej metodg oceniajacg komorki hi-
poksyczne jest oznaczanie endogennych markerow hipoksji w tkance guza me-
todami IHC. Sa one proste w wykonaniu, nie wymagaja dozylnej podazy $rod-
kéw kontrastowych, ani radioizotopdw, i moglyby by¢ rutynowo stosowane w
trakcie histopatologicznej oceny tkanki nowotworowej pobranej przed lecze-
niem. Doktadna ocena IHC endogennych markeréw hipoksji umozliwia zobra-
zowanie przestrzenne niedotlenionych komorek. Jedyna trudnoscig jest wtasciwa
interpretacja barwien przez doswiadczonego patomorfologa.

Do endogennych markeréw hipoksji zaliczamy:

e czynnik indukowany przez hipoksje 1 (hypoxia-inducible factor 1, HIF-1);

e czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth
factor, VEGF);

e anhydraze weglanowa IX (carbonic anhydrase 1X, CA 1X);

e czynnik transportujacy glukoze 1 (glucose transporter 1, GLUT-1).

1.3 Czynnik indukowany przez hipoksje 1

Przetomem badan nad hipoksjg byto wykrycie czynnika, odpowiedzialnego
za utrzymywanie homeostazy tlenowej w komoérce poprzez udziat w adaptacji
do zredukowanego poziomu O, [104]. Jest nim HIF-1, wykryty w roku 1992
dzieki badaniom Semenzy i Wanga nad elementem odpowiedzi na hipoksje (4y-
poxia responsive element, HRE) w genie erytropoetyny (EPO) [204]. Obecnie
wiadomo, iz w warunkach hipoksji dochodzi do znaczacego wzrostu aktywno$ci
HIF-1. Powoduje to z kolei aktywacje licznych gendw, regulowanych przez
HIF-1, odpowiedzialnych za fizjologiczng reakcj¢ komorki na niedotlenienie
[237]. W efekcie uruchomione zostaja procesy przeciwdziatajace skutkom nie-
doboru O,, aktywne zaré6wno w stanach fizjologicznych, jak i chorobowych, w
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tym — w nowotworach. Obecnie HIF-1 uwazany jest za najwazniejszy czynnik
regulujagcy odpowiedz komorki nowotworowej na zmniejszony dostep O,, kon-
trolujacy procesy i mechanizmy adaptacji do hipoksji oraz promujacy jej prze-
trwanie, a nawet progresje [237].

1.3.1 Budowa HIF-1. Aktywacja HIF-1a

HIF-1 jest heterodimerem, ztozonym z trzech podjednostek alfa (HIF-1a,
HIF-2a i HIF-3a) oraz podjednostki beta (HIF-1P3), nazywanej wczesniej ARNT
(aryl hydrocarbon nuclear translocator) [201, 230]. Ekspresj¢ HIF-1o. wykaza-
no we wszystkich ludzkich tkankach, podczas gdy HIF-2a wystepuje gtdéwnie w
komorkach $rodbtonka, komorkach wydzielajacych katecholaminy, komorkach
ptuc, serca i makrofagach obecnych w obrebie nowotworu [222]. HIF-3a jest
najmniej poznang podjednostka, obecng w komorkach grasicy, pluc, mozgu,
serca 1 nerki [84]. Jej rola nie jest jasna, potwierdzono, iz jeden z wariantdw
splicingowych HIF-3 negatywnie reguluje¢ ekspresj¢ HIF-1 1 HIF-2.

Struktur¢ HIF-1 tworza dwie glowne podjednostki peptydowe: HIF-1a
(o masie 120 kDa) i HIF-1B (o masie 91, 93 lub 94 kDa). Obie podjednostki
zbudowane sa z domeny typu helisa-petla-helisa (basic helix-loop-helix, bHLH)
oraz domeny PAS (PER-ARNT-SIM) [230]. Zaréwno domena bHLH, jak i
PAS, biora udziat w procesie dimeryzacji i wigzaniu HIF-1 z kwasem deoksyry-
bonukleinowym (deoxyribonucleic acid, DNA). Obie podjednostki HIF-1,
oprocz domen bHLH i PAS, posiadaja domeny transaktywacji (transactivation
domains, TAD), przy czym HIF-1a posiada dwie domeny TAD (N-TAD oraz
C-TAD), a HIF-1B — jedng domene TAD [187]. Budowe HIF-1a przedstawiono
naryc. 3.

P402 P564 N803

ODDD

——

Wiazanie Domena Domena Koncowa domena
z helisa heterodimeryzacji degradacji zaleznej transaktywacyjna
DNA odpowiedzialna

za wiazanie ARNT

Ryec. 3. Schemat budowy podjednostki HIF-1o

Fig. 3. The scheme of the HIF-1 o subunit construction
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Zasadnicza rol¢ w regulacji stabilno$ci HIF-low odgrywa domena ODDD
(oxygen-dependent degradation domain), ktora w pozycji 402 oraz 564 zawiera
reszty prolinowe. Jej ubikwitynacja w warunkach tlenowych kieruje HIF-1a na
droge degradacji w proteasomie [96].

Podjednostka HIF-1p ulega statej ekspresji w komorce, niezaleznie od ste-
zenia O, natomiast aktywno$¢ HIF-1a regulowana jest przez dostep do O, [92,
96]. W warunkach prawidlowego utlenowania tkanek poziom HIF-1a jest prak-
tycznie niewykrywalny wskutek jego bardzo szybkiej ubikwitynozaleznej de-
gradacji w proteasomach. Jest to proces regulowany przez biatko supresorowe
von Hippel-Lindau (pVHL) [106]. Reszty prolinowe 402 i 564 w domenie
ODDD podjednostki HIF-1a., dzigki hydroksylazom prolinowym 1-3 (PHD 1-3),
w obecno$ci koaktywatoréw (jonow zelaza i 2-oksyglutaranu) ulegajg trans-4-
hydroksylacji, co umozliwia polaczenie podjednostki HIF-lao z pVHL [164,
195]. Powstaty kompleks jest rozpoznawany przez ligaz¢ ubikwitynowag E3, co
jest sygnatem do rozpoczgcia degradacji podjednostki HIF-1ao w proteasomach
[104; 106]. Natezenie procesu hydroksylacji reszt prolinowych domeny ODDD i
uruchomienie procesu degradacji HIF-1a jest $ci$le zalezne od stezenia O, w
komorce [118, 184].

Drugim procesem wplywajacym na aktywno$¢ podjednostki HIF-1a jest hy-
droksylacja reszty asparaginylowej (Asn803) w domenie C-TAD. Za hydroksy-
lacje odpowiada czynnik hamujacy HIF-1 (factor inhibiting HIF-1, FIH), ktory
jest aktywny w warunkach normoksji [147]. Po hydroksylacji niemozliwe jest
potaczenie transaktywacyjnego koaktywatora CBP/p300 z domeng C-TAD
[134], co prowadzi do niestabilnosci podjednostki HIF-1a i jej degradacji [118,
184].

Aktywacja HIF-1 wymaga najpierw stabilizacji HIF-1a, poprzez zahamo-
wanie jego proteolizy. W warunkach obnizonego stezenia O, w komorce docho-
dzi do zmniejszenia aktywnosci enzyméw PHDs oraz unieczynnienia czynnika
FIH, co prowadzi do stabilizacji podjednostki HIF-1a i jej kumulacji. W komor-
ce nowotworowej opisano rowniez inne mechanizmy, prowadzace do zwigksze-
nia stgzenia HIF-loa. Jednym z nich jest zahamowanie degradacji tej podjed-
nostki w przypadku utraty lub mutacji genu supresorowego 7P53. W warunkach
normoksji poziom HIF-1a wzrasta¢ moze takze pod wptywem wielu czynnikow
i cytokin, takich jak: insulina, insulinopodobny czynnik wzrostu 1 1 2 (insulin-
like growth factor, 1GF-1, IGF-2), naskorkowy czynnik wzrostu (epidermal
growth factor, EGF), czynnik wzrostu fibroblastow 2 (fibroblast growth factor
2, FGF 2), czynnik martwicy nowotworow o (tumor necrosis factor o, TNF o) i
ptytkopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor, PDGF). Praw-
dopodobnie biatka te stabilizujg poziom HIF-1a przez aktywacje kinaz na dro-
dze wigzania specyficznych receptoréw. Waznym czynnikiem stabilizujacym
HIF-1a, zarowno w warunkach normoks;ji jak i hipoksji, jest biatko szoku ciepl-
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nego (heat shock protein, Hsp90). Inhibitor tego bialka, geldanamycyna (GA),
hamuje stabilizujace dziatanie Hsp90 i sprzyja degradacji HIF-1a. w proteaso-
mie, niezaleznej od pVHL [100].

Po stabilizacji podjednostki HIF-1a jej ilo$¢ gwattownie wzrasta i biatko ule-
ga translokacji do jadra komérkowego. Tam dochodzi do potaczenia HIF-1a z
podjednostka HIF-1B, na skutek czego powstaje czynnik transkrypcyjny HIF-1.
Powstaty aktywny kompleks taczy si¢ z charakterystyczng sekwencja HRE 5°-
A/GCGTG-3" w genach docelowych HIF-1 [14, 39, 200]. W efekcie w ekspresji
tych genow zachodza zmiany, ktére uruchamiajg procesy przeciwdziatajgce
niekorzystnym efektom hipoksji i zapewniajgce przetrwanie niedotlenionych
komoérek. Wykazano, ze wigkszos¢ typow nowotworow zlosliwych wykazuje
silng ekspresje¢ HIF-1a, co sugeruje istotng role tego markera w powstawaniu i
progresji guzow. Silna tkankowa ekspresja HIF-1ow u chorych z rakiem piersi,
jajnika, szyjki macicy, przetyku, gardta, ptuc oraz u pacjentow z guzami mozgu i
MTM, wigzata si¢ z wysoce agresywnym przebiegiem choroby, ztag odpowiedzig
na leczenie 1 niekorzystnym rokowaniem [202]. Szczegdlnie wysoka $miertel-
no$¢ stwierdzono u pacjentek z rakiem jajnika, u ktorych jednoczesnie wykryto
mutacj¢ genu 7P53 i silng ekspresje HIF-1a [19]. U chorych z rakiem zotadka i
piersi potwierdzono zwigzek, pomigdzy silng ekspresja HIF-1o, a duza masg
guza nowotworowego, zajeciem weztow chlonnych i obecno$cig przerzutow
odlegtych w momencie diagnozy [41, 231]. Silna i rozlana tkankowa ekspresja
HIF-1a moze pomoéce identyfikowaé podgrupy chorych o szczegdlnie ztym ro-
kowaniu, nawet pomimo braku innych niekorzystnych czynnikow prognostycz-
nych, np. wobec niskiego stadium zaawansowania choroby (u chorych z rakiem
szyjki macicy), braku zajecia weztow chtonnych (w raku piersi) oraz niskiego
stopnia histologicznej ztosliwosci guza (u pacjentdw ze skapodrzewiakiem) [18,
20, 22]. Podkresla to istotng role procesu hipoksji i adaptacji do hipoksji w roz-
woju nowotworu i jego biologicznej agresywnosci.

14 Adaptacja komoérek nowotworowych do hipoksji

Obecnie uwaza si¢, ze HIF-1a stanowi glowny czynnik transkrypcyjny ka-
skady hipoksji, regulujacy ekspresje ponad 100 genow, ktérych produkty bial-
kowe biorg udzial w utrzymaniu homeostazy srodowiska tlenowego i sprzyjaja
przystosowaniu komorek do niedotlenienia [141, 154, 237]. Uruchamiane proce-
sy adaptacyjne mogg mie¢ zasieg ogolnoustrojowy (jak np. zwiekszenie erytro-
poezy, czestosci oddechow i wydolnosci pracy serca), lokalny (stymulacja an-
giogenezy) lub komorkowy (aktywacja procesow metabolicznych i energetycz-
nych komorki, promowanie jej przezycia, a nawet proliferacji).

Aktywacja HIF-1oo w obrgbie tkanki nowotworowej w wyniku panujacej
tam hipoksji uruchamia szereg proceséw ,.korzystnych” dla nowotworu, umoz-
liwiajacych komoérkom guza przetrwanie. Do procesow tych naleza: neoangio-
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geneza, uruchomienie beztlenowych przemian metabolicznych i utrzymanie
wewnatrzkomorkowego pH [154]. Waznym odkryciem bylo powigzanie akty-
wacji HIF-1a z hamowaniem apoptozy komorek nowotworu i aktywacja proce-
soOw opornosci wielolekowej oraz proliferacji, inwazyjno$ci i przerzutowania
nowotworu.

Nieprawidlowa sie¢ Oddalenie komoérek Szybki wzrost guza
nowotworowych guza od $wiatla i zapotrzebowania
naczyn krwionoénych naczyi krwionoénych na érodki odzyweze
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Ryc. 4. Znaczenie HIF-1o w regulacji procesdw adaptacji do niedotlenienia w chorobie

Nnowotworowej

Fig. 4. The role of HIF-1a in the regulation of the adaptation to hypoxia in cancer

Na ryc. 4 przedstawitam schemat regulowanych przez HIF-1a procesow ad-
aptacji do niedotlenienia w chorobie nowotworowej. Wyrdznione w nim zostaty
czynniki, uwazane obecnie za najwazniejsze wewnatrzkomoérkowe markery
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hipoksji. Jak juz wspomniatam, nalezg do nich: HIF-1a, VEGF, odpowiedzialny
za indukcje procesu neoangiogenezy, CA IX, regulujaca pH komorki i GLUT-1,
odpowiadajacy za zmian¢ metabolizmu komorki na beztlenowy [171, 222].

1.5 Hipoksja a angiogeneza w nowotworze

W tkance nowotworowej procesy hipoksji i angiogenezy sg nierozerwalnie
powigzane i wzajemnie si¢ nasilajg. Szybko mnozace si¢ komorki guza maja
duze wymagania co do zaopatrzenia w O, 1 srodki odzywcze. Latwo wigc ulega-
ja hipoksji, przez co dochodzi w nich do statej ekspresji HIF-1a.. Czynnik ten
przyczynia si¢ do indukcji procesu neoangiogenezy, ktéra ma na celu zapewnié¢
dostawe O, i sktadnikow odzywczych dla przetrwania niedotlenienia. Jednak
powstajaca sie¢ naczyn nowotworowych nie jest prawidtowa, moze wigc pogte-
bia¢ stan hipoksji, co nakreca btedne koto i prowadzi do aktywacji kolejnych
procesOw sprzyjajacych przezyciu komoérek nowotworowych. W efekcie prze-
zywaja komorki najlepiej zaadaptowane, czyli najbardziej ztosliwe [128].

Zgodnie z obowigzujacg obecnie definicja, angiogeneza (neowaskularyzacja)
to wieloetapowy proces powstawania nowych naczyn krwionosnych z naczyn
juz istniejacych i prekursoréw komorek endotelialnych (srodblonkowych). Pro-
ces wytwarzania nowych naczyn w §rodowisku guza nowotworowego nazywany
jest rowniez neoangiogenezg. Jest on niezbedny dla dalszego rozwoju nowotwo-
ru po osiagnigciu przez guz $rednicy 2 mm [149].

Czynniki regulujgce neoangiogenez¢ pochodzg zaréwno z komorek nowo-
tworowych, jak i komorek prawidtowych. Wzmozona synteza i aktywacja czyn-
nikow proangiogennych zachodzi w tkance nowotworowej poprzez HIF-1a-
zalezng indukcje transkrypcji gendéw kodujacych te czynniki. Do najwaznie;j-
szych czynnikow proangiogennych naleza: VEGF, biatko bogate w cysteing
(cysteine rich protein-61, Cyr61) [132], angiopoetyna 1 (angiopoietin 1, ANG 1)
i wiele innych. Sposrdd nich najlepiej poznanym czynnikiem regulujacym po-
wstawanie nowych naczyn w guzie jest VEGF [71].

1.5.1 VEGF — marker angiogenezy aktywowany przez HIF-1a

Rodzina biatek VEGF obejmuje pie¢ czynnikow wzrostu: VEGF-A, VEGF-
B, VEGF-C, VEGF-D oraz tozyskowy czynnik wzrostu (placenta growth factor,
PIGF) [57]. Sposrod nich VEGF-A odgrywa kluczowa role w angiogenezie,
laczac sie i aktywujac receptory VEGFR-1 1 VEGFR-2 [57]. Na skutek alterna-
tywnego splicingu powstaje co najmniej 9 izoform VEGF-A, z ktérych izoforma
VEGF-A165 jest najczestsza 1 najbardziej aktywna biologicznie. Jej nadekspre-
sje stwierdza si¢ w wielu nowotworach ztosliwych u ludzi [58].

VEGF-A pierwotnie zostat odkryty i opisany jako tzw. czynnik zwiekszaja-
cy przepuszczalno$¢ naczyn (vascular permeability factor, VPF) wydzielany
przez komoérki nowotworowe [205]. Poprzednia nazwa opisuje jedna z waznych
funkcji VEGF, czyli zwigkszanie przepuszczalno$ci naczyn. W efekcie dochodzi
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do obrzgku tkanki guza i wzrostu ci$nienia $rodtkankowego w nowotworze [57,
105]. Obrzek ten z jednej strony nasila hipoksje, z drugiej za§ zmniejsza doptyw
i przenikanie chemioterapeutykéw do komorek nowotworowych [220].

Na skutek aktywacji $ciezki VEGF-A/VEGFR-2 dochodzi do zwigkszonej
ekspresji wielu bialek, takich jak: biatka ukladu fibrynolizy, metaloproteinazy
(metalloproteinases, MMP), GLUT-1, syntaza tlenku azotu (nitric oxide syntha-
se, NOS), integryny oraz mitogeny. Bialka te uczestnicza w procesie degradacji
btony podstawnej i sktadnikow macierzy migdzykomorkowej, co jest niezbgdne
do odlaczenia si¢ komorek $rodbtonka od pericytéw i btony podstawnej oraz ich
migracji w kierunku stymulatorow angiogenezy [44, 69].

VEGF zwigksza przezywalnos¢ komorek $srédbtonka poprzez aktywacje an-
tyapoptotycznego szlaku sygnatowego PI3K-Akt i biatka Bel-2 [77, 78]. W re-
zultacie dochodzi do ich proliferacji i formowania $wiatta i petli nowych naczyn,
ktore zaopatrujg rosngcy guz w O, i sktadniki odzywcze, niezbedne do cigglego
wzrostu 1 ekspansji [88]. Powstaje rowniez blona podstawna i nastgpuje rekruta-
cja pericytow. Dzigki ztozonym procesom krzepnigcia i fibrynolizy nastepuje
przebudowa nowo powstatych sznuréw naczyniowych z wytworzeniem $wiatta.
Poszczegolne kapilary taczg si¢ tworzge liczne anastomozy. Jednak powstajace
W guzie nowotworowym naczynia krwionosne zdecydowanie ro6znig si¢ od na-
czyn prawidtowych. Sg nieregularne, niedojrzate, krete i chaotycznie ulozone.
Wykazuja niepetne zrdznicowanie tetniczo-zylne, a ich $ciana jest cienka i po-
zbawiona mie¢éni gtadkich [149]. Przeptyw krwi w naczyniach jest turbulentny,
czesto zwolniony, co powoduje wykrzepianie. Wykazano rowniez, ze angioge-
neza nowotworowa sprzyja przedostawaniu si¢ komorek nowotworowych do
krwiobiegu, co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do tworzenia przerzutow.
Dodatkowo VEGF hamuje przeksztatcanie si¢ makrofagow w komorki dendry-
tyczne, co uniemozliwia prezentowanie antygendw specyficznych dla guza no-
wotworowego i1 obniza odpowiedz uktadu immunologicznego [51].

Nie dziwi wiec fakt, ze zaobserwowano zwigzek, pomiedzy silng ekspresja
VEGF, a progresja nowotworu i zlg prognoza w przypadku wielu nowotwordow.
Naleza do nich migdzy innymi: rak jelita grubego [136], zotadka [146], trzustki
[99], piersi [13], gruczotu krokowego [76] i ptuc [70]. Unaczynienie nowotworu
mierzone gesto$cia mikronaczyn i zwigkszong ekspresja VEGF w wielu nowo-
tworach korelowato z wigkszym ryzykiem powstawania przerzutow odlegtych i
zmniejszong przezywalnoscia pacjentow [72]. Od czasu odkrycia VEGF w 1989
roku prowadzone sg intensywne badania nad wykorzystaniem nowych metod
diagnostycznych, jak réwniez terapeutycznych, opartych na blokowaniu angio-
genezy i progresji nowotworéw za pomoca przeciwcial monoklonalnych anty-
VEGF. W wielu typach nowotwordéw wyniki sg obiecujace.
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1.6 Hipoksja a przemiany beztlenowe w nowotworze

Szybko mnozace si¢ i migrujace komodrki nowotworowe potrzebuja statego
zrodta energii dla podtrzymania swego potencjatu proliferacyjnego. W warun-
kach hipoksji, przemiany metaboliczne komoérek nowotworowych przetaczane
sa na szlaki niezalezne od O,, ktorego brakuje. Uruchamiany jest przyspieszony
proces glikolizy (oddychania beztlenowego), czyli proces, w wyniku ktorego
glukoza jest metabolizowana do pirogronianu, a nast¢gpnie do kwasu mlekowego.
Proces ten dostarcza znacznie mniej energii, niz spalanie glukozy w warunkach
tlenowych (dwie czasteczki adenozyno trojfosforanu, ATP, vs 36 czasteczek
ATP), ale jest pewnym i dostgpnym zrodtem energii w warunkach hipoksji.
Ekspresja wszystkich enzymow szlaku glikolitycznego, a takze ekspresja trans-
porteréw glukozy GLUT-1 i GLUT-3, regulowana jest przez HIF-1o.. Wykaza-
no, iz w wielu nowotworach wysoki poziom GLUT-1 koreluje z krétszym cza-
sem wolnym od przerzutéw i gorszym catkowitym przezyciem chorych [35,
131].

1.6.1 GLUT-1 — marker przemian beztlenowych aktywowany przez HIF-
lo

Wisrod biatek, ktore transportujg glukoze przez blony komorkowe najlepiej
poznanym jest biatko GLUT-1. Transporter ten znajduje si¢ jedynie w erytrocy-
tach, komorkach $rddbtonka naczyn mozgu, komorkach oka, tozyska i migsni
[246]. W stanach przewleklego niedotlenienia komdrek i tkanek, podczas utrud-
nionego dostepu do glukozy, stwierdza si¢ statystycznie istotnie wyzsza ekspre-
sje biatka GLUT-1, dlatego czesto jego obecnos¢ stwierdza si¢ w komorkach
guzéw nowotworowych [145, 156].

Transporter GLUT-1 zlokalizowany w ludzkich komorkach ma mase cza-
steczkowa ok. 54 kDa i sktada si¢ z 492 aminokwasow. Gen SLC2A41, kodujacy
biatko GLUT-1, znajduje si¢ na krétkim ramieniu chromosomu 1 (1p35-31.3) i
ztozony jest z 10 eksondw. Transportery GLUT, niezaleznie od podtypu, posia-
daja 12 hydrofobowych domen a-heliksowych. Uwaza sie, ze przechodza one
przez btong plazmatyczng 12 razy, a duza petla znajdujaca si¢ pomiedzy 6 i 7
segmentem zlokalizowana jest wewnatrz komorki, po stronie cytoplazmatycznej.
Podobnie, wewnatrzkomodrkowo, zlokalizowane sg regiony N- oraz C-koncowe
GLUT-1.

Sugeruje sig, iz stopien ztosliwosci komorek nowotworowych koreluje ze
stopniem glikozylacji GLUT-1. Biatko GLUT-1 posiada petle z miejscem gliko-
zylacji znajdujaca si¢ zewnatrzkomorkowo, pomigedzy domeng transmembrano-
wa 112 [246]. GLUT-1 podlega zarowno N- , jak i O-glikozylacji, co zapewnia
peing aktywno$¢ transportowa i wpltywa na mas¢ molekularng biatka [190].
Transporter GLUT-1 ulega wewnatrzkomorkowej degradacji w lizosomach.
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Wspotoddziatywanie GLUT-1 z biatkami GIPC sprzyja translokacji GLUT-1 do
btony komorkowej, przez co zapobiega jego degradacji [236].

Doniesienia naukowe przekonuja, ze biatka GLUT-1 wystepujg jako dimery.
Nastegpnie dimery tacza si¢ w tetramer, w ktorym istnieje kompleks stale prezen-
tujagcy miejsca wigzania glukozy (dwa zewnetrzne i dwa wewngtrzne) [249]. Nie
zostalo jednoznacznie okre$lone, w jaki sposob transporter GLUT-1 przeprowa-
dza translokacj¢ substratu przez bton¢ komorkowa. Jednak fakt, ze komorki
nowotworowe prezentujg zwigkszone pobieranie glukozy zostal wykorzystany w
badaniu PET w diagnostyce roznych nowotwordéw ztosliwych.

W wielu typach nowotwordéw stwierdzono wysoki poziom ekspresji GLUT-1
[8, 46, 131]. W rakach Zotadka ekspresja GLUT-1 $cisle korelowata z typem
nowotworu, jego potencjatem przerzutowym i nasileniem angiogenezy [112]. W
rakach piersi, jelita grubego i nowotworach gruczotow slinowych stwierdzono
zwigzek, pomigdzy stadium zaawansowania choroby, a ekspresja GLUT-I.
Wigksza ekspresje stwierdzano u chorych w zawansowanym stadium, co prze-
ktadato si¢ na gorsze rokowanie [8, 46, 162, 183]. Minami i wsp. [158] dowiedli,
iz silna tkankowa ekspresja GLUT-1 w raku pluca wigze si¢ z agresywnym
przebiegiem choroby, pomimo niskiego stadium zaawansowania nowotworu.
Natomiast w raku szyjki macicy brak ekspresji GLUT-1 w komodrkach nowo-
tworowych wplywal korzystnie na przezycie wolne od przerzutow [1]. Chan i
wsp. [38] w swoich badaniach prowadzonych na komorkach biataczkowych
cztowieka HL-60 wykazali, ze zmniejszenie ekspresji genu GLUT-1 hamowato
proliferacje komoérek o ponad 50%. Na podstawie dostgpnych badan naukowych
mozna zaktada¢, iz GLUT-1 moze mie¢ zastosowanie w prognozowaniu stopnia
ztosliwosci nowotworu, co pozwolitoby wyrézni¢ grupg chorych wymagajaca
bardziej agresywnego leczenia.

1.7 Hipoksja a regulacja komoérkowego pH w nowotworze

Jak juz wspomniatam, w komorce nowotworowej dochodzi do nasilenia pro-
cesow glikolizy. W efekcie wzrasta stezenie kwasu mlekowego, co prowadzi do
obnizenia wewnatrzkomorkowego pH. HIF-1a przywraca prawidlowa wartos$¢
pH poprzez aktywacj¢ usuwania czasteczki kwasu mlekowego na zewnatrz ko-
morki oraz indukcje ekspresji anhydraz weglanowych. Wyrdznia si¢ co najmniej
15 izoform anhydraz weglanowych, ktore wykazuja réznorodne spektrum dzia-
fania [172]. Anhydrazy CA IX i CA XII katalizuja odwracalng reakcje powsta-
wania jonu wodoroweglanowego (HCO;5) z wody (H,O) i dwutlenku wegla
(COQ) Wg WZoru: COZ + HzO <= H+ + HCO:{.

W ten sposob CA IX i CA XII reguluja wewnatrz- i pozakomoérkowe pH.
Opisana reakcja katalizowana przez CA IX zachodzi 107 razy szybciej, niz bez
tego enzymu. Zatem dziatanie CA IX jest jedng z najszybciej przebiegajacych
poznanych dotychczas reakcji enzymatycznych [214].
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1.7.1 CA IX - marker regulacji pH aktywowany przez HIF-1q

Anhydraza weglanowa IX jest uznanym i czgsto oznaczanym endogennym
markerem poziomu niedotlenowania komorek. Gen kodujacy CA IX znajduje
si¢ na krotkim ramieniu chromosomu 9 (9p12-13) i ztoZzony jest z 11 eksondéw
[165]. CA IX jest biatkiem blonowym o masie czasteczkowej 58/54 kDa, zlozo-
nym z 459 aminokwasow, zaliczanym do rodziny metaloenzyméw z aktywnym
centrum — kofaktorem w postaci atomu cynku [171].

Ekspresja CA IX przez tkanki prawidlowe ograniczona jest do komorek
przewodu pokarmowego (Sluzéwka zotadka i jelit), pecherzyka zoélciowego,
przewodow trzustkowych oraz erytrocytdow. Wykryta po raz pierwszy przez
Pastorekova 1 wsp. [173], CA IX uznana zostata za obiecujagcy marker nowotwo-
rowy u chorych z rakiem szyjki macicy i jasnokomorkowym rakiem nerki. Wy-
kazano, ze odgrywa ona istotng rol¢ w proliferacji i transformacji nowotworo-
wej. W badaniach ostatnich lat wykazano znamienny zwigzek, pomiedzy ekspre-
sja CA IX i obecnoscia obszarow niedotlenionych lub martwiczych w tkance
nowotworowej. Wykazano, ze CA IX stanowi faktyczny endogenny marker
hipoksji nowotworowej, korelujacy z innymi jej znacznikami, takimi jak: eks-
presja HIF-1a, odlegtos¢ od naczyn krwionos$nych i ekspresja VEGF [97]. Ba-
dania sugeruja, iz CA IX pozwala komoérkom nowotworowym przystosowac si¢
do srodowiska o obnizonym ci$nieniu parcjalnym O, oraz podwyzszonej kwa-
$nosci. Wyniki badan eksperymentalnych pokazaly, ze poziom CA IX wzrasta w
pierwszej dobie niedotlenienia komorek nowotworowych, umozliwiajac adapta-
cje do przewleklej hipoksji. Sprzyja to ich proliferacji i przerzutowaniu do odle-
ghych tkanek i narzadow [171].

Doniesienia na temat prognostycznego znaczenia CA IX w nowotworach sg
rozbiezne. Silng ekspresj¢ CA IX uznano za niezalezny czynnik ztego rokowania
w takich nowotworach, jak: rak szyjki macicy, jelita grubego, niedrobnokomor-
kowy rak ptuca, rak glowy i szyi oraz nosogardta [28, 97, 107, 113, 120, 123,
125].W raku piersi kilka zespotow badawczych udowodnito, iz silna ekspresja
CA IX wiaze si¢ ze ztym rokowaniem [43, 212, 234] i krotszym przezyciem
chorych [75]. Natomiast w réznych typach raka nerki oraz w raku jajnika nie
potwierdzono, by ekspresja CA IX byta niezaleznym czynnikiem prognostycz-
nym [240]. Co wigcej, silna ekspresja CA IX u pacjentéw z rakiem jasnokomor-
kowym nerki korelowata z dobra odpowiedzia na immunoterapi¢ i korzystnym
rokowaniem [37]. Wspdtzaleznoséci pomiedzy nasleniem hipoksji tkanki nowo-
tworowej, a wzrostem masy guza oraz ekspresjg markeréw hipoksji w komor-
kach nowotworowych przedstawiono schematycznie na ryc. 5.
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Ryc. 5. Wspolzaleznosci pomigdzy nasileniem niedotlenienia w tkance guza, wzrostem masy
nowotworu i ekspresja HIF-1a i VEGF w komoérkach nowotworowych. Za Brahimi-Horn 2006
[25], w modyfikacji wlasnej

Fig. 5. Relationship between tumor hypoxia, tumor mass and expression of HIF-1a and VEGF in
tumor cells. Citing: Brahimi-Horn 2006 [25], in own modification

1.8 Hipoksja a progresja nowotworu

W ostatnich latach zmienito si¢ spojrzenie na problem hipoksji w nowotwo-
rze. Poza dobrze udokumentowanym negatywnym wplywem na skutecznos$¢
radioterapii, niedotlenienie tkanki nowotworowej uznawane jest obecnie za
gléwny czynnik przyczynowy proliferacji, inwazji i przerzutowania komorek
nowotworowych. Wykazano, ze w wyniku hipoksji, czgs¢ niedotlenionych ko-
moérek obumiera, jednak inne podlegaja wielu genetycznym i molekularnym
zmianom adaptacyjnym, majacym na celu ich przetrwanie w niesprzyjajacych
warunkach [26, 227]. Za posrednictwem aktywacji HIF-1a i kolejnych proce-
sow regulowanych przez ten czynnik, komérki nowotworowe staja si¢ zdolne do
unikania apoptozy i przezycia, a nawet intensywnej proliferacji [178]. Elimino-
wane sg komorki prawidlowe, a promowane komorki z mutacja genéw supreso-
rowych nowotworow, a wsrod nich: PTEN [250], VHL [238] 1 TP53 [193] oraz
aktywacja onkogenow, m.in. Ras [42], HER2/neu [135] i Src [110].

Hipoksja pobudza nowotworowe komorki do ekspresji roznych czynnikéw
wzrostu, miedzy innymi: EGF, insuliny, IGF-1, IGF-2 i PDGF, ktére promuja
proliferacje komérkowa [154]. Aktywowany przez hipoksje HIF-1a wywotuje
zmiany w matrix miedzykomérkowym, utatwiajac inwazje i migracje komorek
nowotworu [66]. To zwigksza potencjal przerzutowy komoérek. Szybka i niekon-
trolowana proliferacja komorek nowotworowych prowadzi do zwigkszenia
»wymagan” co do zaopatrzenia w O, i $rodki odzywcze, co poglebia hipoksje i
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stymuluje powstawanie kolejnych mutacji. W efekcie powstaje klon komorkowy
doskonale przystosowany do przetrwania w organizmie w stanie niedotlenienia.
Cechuje go bardziej ztosliwy fenotyp, opornos¢ na CHT i RT, co w efekcie po-
garsza wyniki leczenia, a nawet promuje progresj¢ guza.

Stwierdzono rowniez, ze wznowy nowotworu sg bardziej odporne na niedo-
tlenienie, niz komodrki guza pierwotnego, co przejawia si¢ zwykle mniejsza
wrazliwoscig nawrotdow nowotworu na leczenie onkologiczne. Mniejsza wrazli-
wos¢ komorek nowotworowych na RT wynika miedzy innymi z faktu, iz w na-
promienianej tkance dochodzi do obnizenia powstawania reaktywnych form O,.
Natomiast zmniejszona wrazliwo$¢ na CHT wiagze si¢ ograniczong penetracja
leku do regionow stabo unaczynionych, powstawaniem opornosci wielolekowej
w warunkach hipoksji i potrzeba dostgpu do O, do pehi dzialania wybranych
lekdéw cytostatycznych [30, 47]. W efekcie hipoksja — zamiast uszkadzac¢ ko-
morki nowotworowe — powoduje ich przezycie i aktywna proliferacje.

1.8.1 Antygen Ki-67 — marker aktywnosci proliferacyjnej nowotworu

Jednym z parametréw, okreslajacych aktywno$¢ proliferacyjng komorek
nowotworowych, jest stopien ekspresji antygenu Ki-67. Jest to nichistonowe
biatko, wchodzace w sktad macierzy jadrowej, zakodowane na chromosomie 10
(10g25) [80]. Wyrodznia si¢ dwie izoformy tej proteiny: o masie czasteczkowej
320 1 359 kD. Po raz pierwszy antygen Ki-67 zostat opisany w roku 1983, lecz
jego funkcja nie zostata dotad w petni wyjasniona.

Antygen Ki-67 wystepuje w komoérkach proliferujacych (zaréwno prawi-
dtowych jak i patologicznych), bedacych w fazie G1, S, G2 lub M cyklu komor-
kowego. Jest natomiast nieobecny w komorkach, ktore pozostaja poza cyklem
komoérkowym, czyli w fazie GO [80]. Stwierdzenie obecnosci Ki-67 w danej
komorce nie pozwala okresli¢, w jakiej fazie cyklu komoérkowego si¢ ona znaj-
duje, jednak $wiadczy, iz jest ona w fazie wzrostowej. A zatem okreslenie liczby
komoérek w guzie z dodatnig ekspresja Ki-67 dostarcza informacji o potencjale
proliferacyjnym nowotworu [64]. Ocena jest szybka, powtarzalna, a miernikiem
ilosciowym ekspresji Ki-67 jest indeks (IK67) — pozytywna reakcja na 1000
komorek [79].

Do tej pory, nie ustalono wartosci IK67, ktora w sposob jednoznaczny rdzni-
cowataby nowotwory o wysokim i niskim wspoétczynniku proliferacji (w wiek-
szo$ci prac do analizy przyjeto wartosci od 10 do 40%) [68, 158, 159]. Nieza-
leznie od przyjetej granicy, odsetek komodrek Ki-67-pozytywnych korelowat
dodatnio ze stopniem histologicznej ztosliwosci MTM, guzow kosci, glejakow
OUN, raka jajnika, nowotworéw piersi i nowotworow trzustki [5, 7, 108, 197,
219, 221]. W MTM u pacjentow dorostych wartos¢ IK67 korelowata dodatnio z
wielkos$cig nowotworu, stopniem martwicy i inwazji naczyniowej w guzie oraz
obecnoscig przerzutow odlegtych [44]. Wysoki IK67 korelowat takze z gorszym
EFS w MTM [34] i byl niezaleznym czynnikiem prognozujacym prawdopodo-
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bienstwo przezycia wolnego od zdarzen (event free survival, EFS) i OS w mig-
saku Ewinga, niezaleznie od typu zastosowanego leczenia [144]. U dzieci z
MTM badania nad znaczeniem wartosci IK67 prowadzili Kazanowska i wsp.
[116]. Najwyzszy odsetek komorek z pozytywnym barwieniem na obecnos¢
antygenu Ki-67 wystegpowat w niekorzystnym prognostycznie podtypie histolo-
gicznym, RMA, i w grupie chorych ze zta odpowiedzig na CHT. Wyzszy indeks
proliferacyjny wystepowat rowniez w grupie dzieci, ktore nastgpnie w przebiegu
choroby rozwingly wznowe oraz u tych, ktore zmarly z progresji nowotworu.
Sugeruje to obecnos$¢ zwigzku, pomigdzy wysoka wartoscig IK67 i obecnoscia
czynnikoéw niekorzystnego rokowania w MTM u dzieci. Pomimo tych danych, w
protokotach diagnostycznych stosowanych obecnie u dzieci z MTM, marker ten
nie jest uyjmowany wsréd obowigzujacych kryteriow kwalifikacji chorych do
grup ryzyka. Jego znaczenie prognostyczne u dzieci z MTM wymaga wigc dal-
szych badan.

1.9 Endogenne markery hipoksji w praktyce klinicznej

Na przestrzeni ostatnich kilku lat opublikowano wyniki wielu badan, ocenia-
jacych znaczenie endogennych markeréw hipoksji u pacjentow z chorobg nowo-
tworowa. W znakomitej wigkszo$ci prace te dotyczyly chorych dorostych z roz-
poznaniem réznych typéw nowotworow litych, takich jak: guzy moézgu, rak
nerki, pluc, jelita grubego, piersi, szyjki macicy, prostaty, pecherza moczowego,
nowotwory glowy 1 szyi i innych [19, 93, 103, 107, 122, 126, 182, 194, 210,
222, 224, 248]. W nowotworach tych stwierdzono, ze poszczegdlne endogenne
markery hipoksji wykazuja silng ekspresje w roznym stopniu, jednak w wiek-
szos$ci badan odsetek immunopozytywnych komorek byt znaczny. Co wiecej,
dowiedziono, ze poszczegdlne markery dodatnio korelowaty ze sobg wzajemnie.
Wykazano, ze silna ekspresja HIF-1a w niektérych nowotworach (m. in. gleja-
kach ztosliwych i rakach jajnika) korelowata z gesto$cig nowotworowych na-
czyn krwiono$nych oraz stezeniem czynnikow proangiogennych (m.in. VEGF).
Manipulacje genetyczne przeprowadzone na modelach zwierzgcych wykazaly,
ze zwigkszenie lub zmniejszenie aktywnos$ci HIF-1a jest zwigzane z nasileniem
lub zahamowaniem proceséw angiogenezy oraz wzrostu guza, odpowiednio
[122].

W wielu typach nowotworéw ztosliwych wykazano istotny statystycznie
zwiazek, pomiedzy stopniem ekspresji HIF-1a,, GLUT-1, CA IX i VEGF w
tkance nowotworowej, a obecnoscig czynnikOw negatywnej prognozy u po-
szczego6lnych pacjentow. Stwierdzono, ze silniejsza ekspresja markerow hipoksji
korelowala znamiennie z bardziej ztosliwym podtypem histologicznym guza
[55, 56, 119, 244], duza masa nowotworu, obecnoscia przerzutow w weztach
chtonnych i narzadach odlegtych [21, 55, 56, 112, 119, 159, 175, 188, 244],
wyzszym ryzykiem wystapienia wznowy i krotszym przezyciem catkowitym
[62, 123, 125, 138, 151, 198, 207]. Sposréd markeréw zwigzanych z adaptacja
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do hipoksji, najwigcej badan i publikacji poswigcono znaczeniu VEGF, wykazu-
jac, ze odgrywa on bezdyskusyjng rolg¢ w promocji neowaskularyzacji guzow
nowotworowych, inwazyjnosci oraz przerzutowania droga krwi i chtonki [53,
169, 241, 242].

Poza istotnym zwigzkiem tkankowe;j ekspresji markerow hipoksji z tworze-
niem odlegtych przerzutow oraz krotszym EFS i OS, opublikowano rowniez
dane, dotyczace negatywnego zwigzku ekspresji tych markeréow z odpowiedzia
na stosowane leczenie onkologiczne, a zwlaszcza skutecznoscia CHT i1 RT.
Istotnie stabszg odpowiedz na CHT stwierdzono m.in. u pacjentek z rakiem pier-
si z silng tkankowa ekspresja HIF-1a [75]. Z kolei Koukourakis i wsp. [127]
potwierdzili zlg odpowiedZz na RT w nowotworach glowy i szyi w przypadku
silnej tkankowej ekspresji CA IX. W badaniach u pacjentéw dorostych z MTM
stwierdzono, iz nadekspresja HIF-1a jest niezaleznym czynnikiem, przewiduja-
cym stabg odpowiedz na CHT w tej grupie chorych [119].

Badan oceniajgcych znaczenie prognostyczne HIF-1a, GLUT-1, CA IX i
VEGF w MTM jest niewiele, ich wyniki dotycza wytacznie pacjentow dorostych
i nie sg jednoznaczne. Shintani i wsp. [207] dowiedli, iz silna ekspresja HIF-1a
stwierdzona w tkance guza nowotworowego przed leczeniem MTM wigze si¢ z
istotnie krotszym czasem przezycia caltkowitego chorych Z kolei Smeland 1 wsp.
[209] nie wykazali takiej zalezno$ci w grupie pacjentow z MTM o budowie
innej niz stromalny guz przewodu pokarmowego (gastrointestinal stromal tu-
mor, GIST). Ostatnie badanie opublikowane przez Kim i wsp. [119] wykazalo,
ze silna ekspresja HIF-1a jest niezaleznym czynnikiem niekorzystnie zwigza-
nym z przezyciem wolnym od progresji choroby.

Znaczenie VEGF w MTM zostato potwierdzono w wielu badaniach. Wyka-
zano w nich, iz silna ekspresja VEGF w guzie nowotworowym wigzata si¢ z
gorszym rokowaniem, co przektadato si¢ na krotsze przezycie catkowite chorych
[101, 245]. Prace nad znaczeniem VEGF w nowotworach u ludzi zaowocowaty
stworzeniem inhibitorow tego proangiogennego czynnika, ktore z powodzeniem
stosowane sg juz w wielu nowotworach u pacjentow dorostych, w tym w lecze-
niu MTM. Zwiazek ekspresji GLUT-1 z rokowaniem u chorych dorostych z
MTM i migsakami ko$ci badali Endo i wsp. [63] i Smeland i wsp. [209]. Bada-
nia tych ostatnich autoréw wykazaty, iz GLUT-1 moze by¢ niezaleznym czynni-
kiem prognostycznym co do przezycia u chorych z rozpoznaniem MTM. Jedynie
pojedyncze doniesienia dotyczyly znaczenia ekspresji CA IX u pacjentéw doro-
stych z MTM. Wykazano w nich, iz obecnos¢ CA IX w komoérkach nowotwo-
rowych wigzata si¢ z gorszym rokowaniem i krétszym okresem wolnym od
przerzutdow [21, 151, 209]. W przypadku dorostych pacjentow z nieresekcyjnymi
MTM o wysokim stopniu histologicznej ztosliwosci, ekspresja CA IX w tkance
guza wigzala si¢ z nizszym prawdopodobienstwem przezycia catkowitego i wol-
nego od choroby oraz krétszym czasem do wystagpienia przerzutow odlegtych
[151].



Wstep 35

W literaturze dostepne sa tylko nieliczne prace, oceniajace kliniczng przy-
datno$¢ poszczegdlnych markerow indukowanych przez hipoksje w nowotwo-
rach typu dziecigcego Badania obejmowaty pacjentdw z rozpoznaniem nerczaka
zarodkowego, NBL, guzow kosci i retinoblastoma [54, 55, 56, 159, 180, 215].
W zadnym z tych nowotwordw nie badano ekspresji wszystkich czterech gltow-
nych endogennych markerow hipoksji. Uzyskane wyniki byly zréznicowane i
zalezaty od typu badanego nowotworu. Poza NBL, w nowotworach dziecigcych
nie wykazano istotnej prognostycznej roli markeréw hipoksji [55, 56].

Do chwili obecnej w literaturze Swiatowej nie opublikowano wynikow
badan nad znaczeniem ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF w MTM
u dzieci.

Z danych uzyskanych z badan nad wieloma typami nowotwordow, w tym nad
MTM u pacjentow dorostych wynika, ze markery hipoksji moga stanowi¢ obie-
cujace czynniki prognostyczne, zaangazowane w regulacje najistotniejszych
procesow biologicznych w rozwoju nowotworow, takich jak: proliferacja, apop-
toza, zdolno$¢ migracji komoérek guza i przerzutowania, angiogeneza, procesy
glikolizy tkankowej i inne. W wielu nowotworach stwierdzono korelacj¢ marke-
row hipoksji z wyznacznikami histologicznej ztosliwosci guzdéw, ocenianymi
rutynowo w trakcie badania histopatologicznego. W przypadku MTM u dzieci
za taki czynnik uwaza si¢ indeks Ki-67, jednak zwigzek markerow hipoksji z
warto$ciag IK67 nie zostal dotad ustalony.

Wysunetam hipotezg, iz stopien nasilenia ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX
i VEGF w tkance nowotworowej MTM u dzieci przed rozpoczeciem leczenia
onkologicznego moze korelowa¢ z aktywnoscia proliferacyjna guzéw, mierzona
warto$cia indeksu Ki-67 oraz ze badane markery hipoksji i IK67 moga progno-
zowa¢ odpowiedz na CHT, przebieg choroby i wynik leczenia.

Uznalam, ze poznanie nowych markerow MTM u dzieci moze stanowi¢
istotny wktad w wyjasnienie mechanizméw progresji w tym nowotworze i da¢
podstawe do rozwoju i zastosowania w przysztosci nowych celowanych metod
terapeutycznych.
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2

CELE PRACY

Celem pracy bylo okreslenie znaczenia ekspresji wybranych endogennych

markeréw hipoksji oraz indeksu proliferacyjnego Ki-67 u dzieci z migsakami
tkanek migkkich w ocenie aktywnosci choroby i prognozowaniu jej przebiegu.

Cel gléwny pracy realizowano poprzez:

1.

Okreslenie czestosci wystepowania 1 wzajemnej korelacji, pomigdzy bada-
nymi endogennymi markerami hipoksji (HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF)
w tkance nowotworowej MTM u dzieci.

Poszukiwanie zwigzku, pomigdzy stopniem ekspresji badanych markeréw
hipoksji, a aktywnoscig proliferacyjng MTM, mierzong wartoscig indeksu
proliferacyjnego Ki-67.

Poszukiwanie wspotzaleznosci, pomigdzy stopniem ekspresji HIF-la.,
GLUT-1, CA IX i VEGF oraz wartoscig IK67, a obecnoscig kliniczno-
patologicznych czynnikdéw, uznawanych za istotne prognostycznie w MTM
u dzieci.

Poszukiwanie odpowiedzi na pytanie, czy na podstawie stopnia ekspresji
poszczegdlnych markerow hipoksji i/lub wartosci indeksu Ki-67 w tkance
nowotworowej pobranej przed leczeniem u dzieci z MTM, mozna przewi-
dzie¢ odpowiedz na chemioterapig.

Analize zaleznosci, pomiedzy stopniem ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i
VEGF oraz warto$ciag IK67, a prawdopodobienstwem przezycia wolnego od
zdarzen 1 przezycia catkowitego u dzieci z MTM.



37

3 MATERIAL I METODY

3.1 Material

3.1.1 Charakterystyka grupy badanej

Wstepnej analizie poddano 110 dzieci z rozpoznaniem MTM, leczonych w
osrodkach onkologii dziecigcej PPGLGL w latach 1992-2013. Po wstepnej oce-
nie z badania wykluczono 19 pacjentow: 12 z powodu niewystarczajacej jakosci
technicznej materiatu tkankowego oraz siedmiu chorych z powodu braku danych
klinicznych, co do ich dalszych loséw. Ostatecznie badaniami obj¢to 91 dzieci z
MTM. U wszystkich tych pacjentow dostgpny byl archiwalny histologiczny
materiat tkankowy, pochodzacy z pierwotnego guza nowotworowego, oraz petne
dane kliniczne, obejmujace szczegdlowa charakterystyke, przebieg oraz osta-
teczny wynik leczenia. Ich dane kliniczne pozyskane zostaly z Krajowego Reje-
stru MTM u dzieci. Diagnostyka i leczenie wszystkich badanych prowadzone
byly zgodnie z protokotami CWS, obowigzujacymi w okresie terapii (CWS-91,
-96, -2002 1 -2006). We wszystkich przypadkach rozpoznania histologiczne
MTM zostaly potwierdzone przez drugiego niezaleznego patologa z doswiad-
czeniem w dziedzinie diagnostyki migsakéw u dzieci.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Niezaleznej Komisji Bioetycz-
nej ds. Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (nr
NKBBN/449/2013).

Wiek pacjentéw w momencie diagnozy wahat si¢ od 1 dnia (guz wrodzony)
do 227 miesigcy (18 lat 11 miesigcy), ze $rednig 101,1 miesigca i mediang 105,7
miesigca. Wérdd badanych byto 38 dziewczat i 53 chlopcow. W badanej grupie
chorych analizowano nastgpujace zmienne: wiek w momencie rozpoznania
MTM, typ histologiczny MTM, podtyp RMS, cechy guza pierwotnego (lokali-
zacjg, wielko$¢ i inwazyjnos¢), stadium choroby wg TNM 1 IRS, doszczgtnosé
pierwotnego i odroczonego zabiegu resekcji guza, zastosowane leczenie miej-
scowe 1 systemowe, odpowiedz na CHT indukcyjng, wystgpienie wznowy i/lub
progresji nowotworu oraz ostateczny wynik leczenia.

Cechy guza pierwotnego u dzieci z MTM:

Lokalizacja guza pierwotnego okre$lana byta zgodnie z obowiazujaca kla-
syfikacjg i wyrozniata guzy potozone w obrebie nastepujacych struktur:
e oczodot;
o glowa/szyja:
o nieokotooponowo (czepiec Sciggnisty, szyja, Slinianki, jama ustna,
krtan, gorna i dolna cze$¢ gardla, tarczyca, policzki);
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o okotooponowo (jama nosowo-gardlowa, zatoki, jama nosowa, ucho
srodkowe, dot podskroniowy, dot skrzydtowo-podniebienny, oczo-
dot z erozjg kosci podstawy czaszki oraz strop oczodotu, stok, prze-
strzen zaszczgkowa, ko$¢ klinowa, kos¢ sitowa, podstawa nosa, ero-
zja koS$ci podstawy czaszki, porazenie nerwoéw czaszkowych, obec-
no$¢ komoérek nowotworowych w PMR);

uktad moczowo-plciowy:

o pecherz moczowy i prostata;

o bez pecherza moczowego i prostaty (jadra, najadrze, okolica okoto-
jadrowa, pracie, srom, pochwa, jajnik, macica);

konczyny i obrecze (w tym migs$nie posladkowe);
inne (miednica mniejsza, jama brzuszna, tutdw, Sciana klatki piersiowej,
srodpiersie, skora, grasica).

Wielko$¢ guza pierwotnego:
<S5cmi=>5cm.

Inwazyjnos$¢ guza pierwotnego:
T1 — guz ograniczony do narzadu lub tkanki, z ktorych si¢ wywodzi,
T2 — guz wykraczajacy poza narzad lub tkanke, z ktorych si¢ wywodzi.

Stadium zaawansowania MTM u dzieci oceniano wg klasyfikacji TNM.

Przedstawiono ja w zataczniku 1.

Pierwotng resekcje guza pierwotnego (primary excision, PE) zdefiniowa-

no jako resekcje guza przeprowadzong przed jakimkolwiek innym leczeniem.

Doszczetno$¢ PE oceniano wg nastepujacych kryteriow:

RO — zabieg mikroskopowo doszczetny;

R1 — zabieg makroskopowo doszczetny, ale mikroskopowo niedoszczetnys;
R2 — zabieg makroskopowo niedoszczetny lub tylko biopsja guza nieopera-
cyjnego.

Na podstawie doszczetnosci PE, u wszystkich pacjentow okreslano poope-

racyjne stadium zaawansowania nowotworu zgodnie z klasyfikacja IRS,

przedstawiong w zataczniku 2.

Odroczona resekcja guza (second look surgery, SL) nazywano chirurgicz-

ne wycigcie guza wykonane po neo-adjuwantowej CHT lub RT.

Doszczetno$¢ SL klasyfikowano na podstawie oceny chirurgicznej i pato-

morfologicznej jako:

Ips — brak komorek nowotworowych w tkance uzyskanej podczas operacji
SL;
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e [Ips — obecnos$¢ komoérek nowotworowych w tkance uzyskanej podczas ope-
racji SL;
e [lIps — obecnos¢ makroskopowych pozostatosci guza.

Radioterapie stosowano po mikro- i makroskopowo niekompletnym wycig-
ciu guza lub w sytuacji, gdy operacja nowotworu byta niemozliwa do przepro-
wadzenia. W badanej grupie stosowano napromienianie wigzka zewngtrzna, z
konwencjonalnym frakcjonowaniem w dawce catkowitej od 45 do 76 Gy, zalez-
nej od typu MTM. Ze wzgledu na znaczng ilo$¢ niekompletnych lub niedostep-
nych danych na temat RT, w pracy nie analizowano wplywu samej RT na wynik
leczenia chorych.

Chemioterapi¢ stosowano jako neo-adjuwantowa (po niedoszczgtne] ma-
kroskopowo PE lub jedynie po diagnostycznej biopsji guza) lub/i adjuwantowa
(uzupeniajacg zabieg operacyjny). Intensywno$¢ CHT zalezata od grupy ryzy-
ka, do ktdrej zaliczony zostat pacjent na podstawie oceny czynnikow progno-
stycznych zalecanych przez protokdét CWS. Wsrod stosowanych cytostatykow
byty: winkrystyna, doksorubicyna, epirubicyna, daktynomycyna, ifosfamid,
etopozyd oraz karboplatyna.

Zasady kwalifikacji chorych do grup ryzyka w obowigzujacym do chwili
obecnej protokole CWS-2006 i CWS-Guidance przedstawiono w zataczniku 3.

Ze wzgledu na to, ze w analizowanym okresie czasu zmienily si¢ kryteria i
zasady kwalifikacji chorych do grup ryzyka, nie analizowano zwiazku badanych
markeréw z grupami ryzyka, a jedynie z poszczegdlnymi czynnikami progno-
stycznymi, wyznaczajacymi kwalifikacje do tych grup.

Odpowiedz na CHT oceniano u dzieci, u ktorych po PE stwierdzano mie-
rzalne zmiany nowotworowe (pooperacyjne stadia Il i IV wg IRS). Oceny od-
powiedzi na CHT dokonywano po pierwszym cyklu CHT (miedzy 9 a 12 tygo-
dniem leczenia chemicznego), definiujac ja nastepujaco:

e catkowita odpowiedz (complete response, CR) — catkowite zniknigcie zmian
nowotworowych;
e dobra czesciowa odpowiedz (good partial response, GPR) — zmniejszenie

objetosci guza o co najmniej 67% objetosci (ale mniej niz 100%);

e czesciowa odpowiedz (partial response, PR) — zmniejszenie objetosci guza

o co najmniej 33% jego objetosci, lecz o mniej niz 67%;

e stabilizacja choroby (stable disease, SD) — zmniejszenie objetosci guza o
mniej niz 33% wyjsciowej objetosci;

e progresja choroby (progressive disease, PD) — zwickszenie wielko$ci guza
lub wykrycie nowych zmian nowotworowych.

Zgodnie z protokotem, odpowiedz na CHT powodujgca zmniejszenie objeto-
$ci guza o co najmniej 33% jego wyjsciowej objetosci (obejmujaca odpowiedz
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CR, GPR i PR) umozliwia kontynuacje terapii [ linii bez koniecznosci zmiany
schematu leczenia na bardziej agresywny. Dlatego odpowiedzi CR, GPR i PR
w tej pracy okre$lane byly jako "dobra odpowiedz na CHT”, za$§ odpowie-
dzi SD i PD — jako ,,zla odpowiedZ na CHT”.

Wznow3a nazywano nawrdt choroby po osiggnigciu wezesniej przez chorego
klinicznej remisji. Za progresje uznawano powickszanie si¢ wymiaréw guza lub
wystgpienie nowych ognisk choroby u pacjenta, ktory wczesniej nie osiggnat
klinicznej remisji.

W zaleznosci od lokalizacji i zasiggu, wyrdzniano wznowe/progresje lokalng
(w miejscu guza pierwotnego), regionalng (w regionie guza pierwotnego z lub
bez zaj¢cia regionalnych weztow chlonnych i sgsiadujacych narzadow i tkanek),
przerzutowa (z zajeciem narzadow odleglych i/lub pozaregionalnych weztow
chtonnych) oraz mieszana.

Wynik leczenia oceniono w oparciu o dwie zmienne zalezne:

Przezycie wolne od zdarzen (event firee survival, EFS), ktore definiowano
jako czas (w miesigcach) liczony od dnia rozpoczgcia leczenia onkologicznego
do dnia rozpoznania miejscowego, regionalnego lub odlegtego nawrotu choroby
lub progresji nowotworu.

Przezycie calkowite (overall survival, OS), ktore zdefiniowano jako czas
(w miesigcach) liczony od rozpoznania nowotworu do zgonu chorego, bez
wzgledu na jego przyczyne.

3.1.2 Korzystne i niekorzystne prognostycznie czynniki w MTM u dzieci

W grupie badanej wyr6zniono podgrupy chorych, w oparciu o obecnos¢ ko-
rzystnych i niekorzystnych czynnikow prognostycznych. Czynniki te zostaty
wymienione i scharakteryzowane w tabeli 4. W kazdej z tych podgrup o ko-
rzystnym i niekorzystnym rokowaniu analizowano ekspresje IHC badanych
markerow hipoksji i wartos¢ indeksu proliferacyjnego IK-67.

Tabela 4. Charakterystyka korzystnych i niekorzystnych prognostycznie czynnikoéw u dzieci z
MTM

Table 4. Characteristics of favorable and unfavorable prognostic factors in children with STS

Czynnik Korzystny Czynnik niekorzystny pro-
prognostycznie gnostycznie
Favorable prognostic factor | Unfavorable prognostic factor

Wiek w momencie

diagnozy <10 lat >10 lat
Age at diagnosis
Lokalizacja guza glowa/szyja nieokotoopono- glowa/szyja okolooponowo

pierwotnego wo
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Primary tumor site uktad moczowo-ptciowy nie uktad moczowo-plciowy pe-
pecherz moczowy/prostata cherz moczowy/prostata
oczodot konczyny i obrecze
inne
Wielkos$¢ guza pierwot-
nego <5cm >5 cm
Primary tumor size
Inwazyjnos¢ guza
Primary tumor invasive- T1 T2
ness
Zajecie wezlow chlon-
nych NO N1
Lymph nodes involvement
Pljzerzuty odlegle MO Mi
Distant metastases
Stadium zaawansowania
wg IRS Iill mriiv
IRS stage
Histologia RME RMA i MPNST
Histology
Podtyp RMS RME RMA
RMS subtype
Doszczetnos¢ PE RO R1iR2
Completness of PE
OdpowiedZz na CHT dobra Ja
Response to CHT

3.1.3 Material tkankowy

Materiat tkankowy do badan stanowity wycinki z pierwotnych guzéw dzieci
z MTM, archiwizowane w Zaktadach Patomorfologii jednostek wspotpracuja-
cych w ramach PPGLGL: COPERNICUS Podmiotu Leczniczego w Gdansku
oraz Uniwersyteckich Szpitali Klinicznych z Gdanska, Wroctawia, Lodzi, Po-
znania 1 Warszawy. Wycinki z guzow byty utrwalone w buforowanej 10% for-
malinie, nastepnie rutynowo przeprowadzone histotechnologicznie i zatopione w
blokach parafinowych.

Grupe badana wytoniono sposrdd 103 zgromadzonych przypadkéw, na pod-
stawie reprezentatywno$ci materiatu tkankowego, a ilos¢ i jakos¢ dostgpnej
tkanki nowotworowej oceniona zostata we wstepnej selekcji histopatologicznej
preparatow. Z powodu niewystarczajacej jakos$ci materiatu odrzucono 12 przy-
padkow. Ostatecznie do badan zakwalifikowano 91 guzow MTM, ktore zostaty
skatalogowane, oznaczone numerami i opisane w podwdjnie kodowanej bazie
utworzonej w programie Excel. Calkowicie zanonimizowane zostaty dane kli-
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niczne pacjentéw, ktorych material tkankowy podlegal analizie. Byly one
umieszczone w osobnej bazie danych i nieznane wykonawcom analiz.

3.2 Metodyka

3.2.1 Badania histologiczne

Badania wykonywane byly w Zaktadzie Patologii i Neuropatologii Gdan-
skiego Uniwersytetu Medycznego (kierownik: dr hab. n. med. Ewa Izycka-
Swieszewska, prof. nadzw.). Jako autorka niniejszej pracy aktywnie uczest-
niczylam we wszystkich etapach pozyskiwania i przygotowywania materia-
lu do badan, w tym w tworzeniu mikromacierzy tkankowych i ocenie od-
czyn6é6w immunohistochemicznych.

W pierwszym etapie, na podstawie oceny preparatow wybarwionych hema-
toksyling-eozyng (H-E), dokonano weryfikacji histopatologicznej przypadkow i
wyboru reprezentatywnych wycinkéw z guzoéw. Nastepnie wyselekcjonowane
wycinki poddano szczegotowej analizie w kontekscie reprezentatywnosci pol
tkankowych do planowanych mikromacierzy tkankowych (tissue microarray,
TMA). Preferowano zywa tkanke nowotworowag bez zmian martwiczych,
uszkodzen mechanicznych i1 termicznych. Wybrane miejsce oznaczano na
szkietku podstawowym markerem i dopasowywano komplementarny obszar w
bloku parafinowym.

3.2.2 Mikromacierze tkankowe — TMA

Do utworzenia macierzy tkankowych uzyty zostat komercyjny zestaw Tissue
-Tek® Quick-Ray™ Tissue Microarray System, firmy Sakura Finetek USA, Inc.

Z wyznakowanych obszarow w blokach parafinowych za pomoca specjalne;j
igly wycinajacej (punch tip) pobierany byl fragment tkanki w postaci cylin-
drycznego rdzenia tkankowego (fissue core). Z kazdego guza wycinano 1-2
rdzenie tkankowe o $rednicy 5 mm.

Pobrane fragmenty tkankowe guzdéw przenoszono na parafinowo-
polimerowsa plytke mikromacierzy (recipient block), zawierajaca 20 dotkéw o
srednicy 5 mm. Rownolegle oznaczano na papierowym schemacie lokalizacje
konkretnych przypadkow w tworzonej macierzy, celem ich identyfikacji i pdz-
niejszej analizy. Kolejny etap stanowito scalenie bloku w cieplarce o temperatu-
rze 60°C w czasie 30 min. Nastepnie przy pomocy mikrotomu bloki tkankowe
mikromacierzy krojono na skrawki tkankowe grubosci 4 um. Umieszczano je na
silanizowanych szkietkach adhezyjnych (Microscope Slides FLEX, firmy Dako).
Na ryc. 6 przedstawitam schemat przygotowywania macierzy tkankowych, za-
czerpnigty z publikacji Giltnane i wsp. [82], w modyfikacji wlasne;j.
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Tissue core Construction of
Coliection of cohort tissue microarray

TMA sectioning Assessment

of expression

Survival

Il

Ryec. 6. Schemat przygotowywania mikromacierzy tkankowych

Fig. 6. The scheme of tissue microarrays preparation

3.2.3 Badania IHC ekspresji wybranych markeréw hipoksji oraz indeksu
proliferacyjnego Ki-67

W tkankach z TMA wykonano odczyny IHC na obecno$¢ badanych marke-
row hipoksji: HIF-1a, GLUT-1, CA IX oraz VEGF. Ponadto wykonano odczy-
ny z przeciwciatem anty-Ki-67. Immunofenotypizacja przeprowadzona zostata
przez do$wiadczony zespot laboratoryjny Zaktadu Patologii i Neuropatologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego przy uzyciu Systemu detekcji EnVision
Flex, Firmy Dako.

Kontrole pozytywna w badaniu, zgodnie z zaleceniami producenta przeciw-
cial, stanowily wycinki z nienowotworowej tkanki nerki, tozyska i watroby.
Kontrole negatywna metody stanowily skrawki, w ktorych zastgpowano pier-
wotne przeciwciata buforem TRIS.

Procedure IHC przeprowadzano w nastepujacych etapach:

1. Odparafinowanie, nawadnianie i cieplne odmaskowanie epitopu (heat-
induced epitope retrieval, HIER) przeprowadzono w module Pt-link przy
udziale buforu Target Retrieval Solution (nr S3308) (50x) Tris/EDTA o
pH=9, w temperaturze 97°C w czasie 20 min.

2. Blokowanie endogennej peroksydazy odczynnikiem Peroxidase-Blocking
Reagent (nr SM 801).
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3. Inkubacja z przeciwcialem pierwotnym przez 30 min w temperaturze poko-
jowej. Do rozcienczenia przeciwcial uzyto Diluent, firmy Dako (nr kat.
K8006).

Uzywano nastepujacych przeciwciat w podanych nizej rozcienczeniach:

e HIF-la (1:500, Abcam, kod ab463);

e GLUT-1 (1: 200, DAKO, kod A3536);

e CAIX (1:1000, Abcam, kod ab15086);
e VEGF (1: 250, Abcam, kod m68334);
o Ki-67 (1:100, DAKO, kod M7240).

4. Inkubacja z przeciwciatem wtornym anty — mysim, skoniugowanym z poli-
merem znakowanym peroksydaza chrzanowa (horseradish peroxidase, HRP,
nr SM 802). Inkubacj¢ prowadzono przez 20 min w temperaturze pokojo-
wej.

5. Reakcja barwna. Skrawki inkubowano przez 10 min w temperaturze poko-
jowej z dwuaminobenzydyng (DAB) jako chromogenem (nr DM 827).
DAB-chromogen rozcienczano w roztworze buforujacym (Substrate Buffer),
zawierajagcym nadtlenek wodoru (nr SM 803).

6. Podbarwienie jader komoérkowych hematoksyling Mayera — 5 min.

7. Przemywanie skrawkow przy uzyciu roztworu soli fizjologicznej z buforem
TRIS o pH=7,6 oraz wody dejonizowanej (20x) (Wash Buffer, nr DM 831).

8. Wizualizacja reakcji immunohistochemicznej przy zastosowaniu systemu
detekcji EnVision Flex, firmy Dako (nr kat. K8002).

3.2.4 Ocena stopnia ekspresji badanych markeréw hipoksji w tkance
nowotworowej guzow

Ekspresje wybranych markeréow hipoksji: HIF-1a, GLUT-1, CA IX oraz
VEGF w tkance nowotworowej oceniano za pomocg metody potilosciowe;.

1. Okreslano lokalizacje odczynu — komorki nowotworowe lub podscielisko;
lokalizacja w komorkach: jadrowa, cytoplazmatyczna, blonowa, mieszana.

2. Okreslano site reakcji barwnej w skali od + do +++, zaleznie od
stosowanego przeciwciata, przyjmujac indywidualne kryteria.

3. Szacowano ilo§¢ immunopozytywnych komorek w  przedziatach

procentowych (0-5%, 6-25%, 26-50%, powyzej 50%).

W oparciu o punkty 2 i 3 wyznaczano wspdtczynnik ekspresji
poszczegdlnych markerow, postugujac si¢ wilasng skala, ktora przedstawiono w
tabeli 5.

Stan, gdy w tkance nowotworowej nie stwierdzano obecno$ci barwnej reak-
cji IHC z zastosowanym przeciwciatem, okreslano jako ,,brak reakcji” i przypi-
sywano mu wspolczynnik ekspresji o wartosci 0. Odczyny IHC, ktérym przypi-
sano wspotczynniki ekspresji 1-4 uznawano za stabe, 5-7 — za umiarkowane, 8-
12 — za silne.
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Tabela 5. Wartosci wspotczynnikow ekspresji badanych markerow w komorkach nowotworowych
w oparciu o sit¢ reakcji barwnej i odsetek immunopozytywnych komorek

Table 5. The assessment of the expression index of analyzed markers in neoplastic cells based on
the intensity of the immunohistochemical staining and percentage of immunopositive cells

Odsetek komorek z dodatnim odczynem IHC
Percentage of immunopositive cells
>50% 26-50% 6-25% 0-5%
i i Silna +++
Sila reakcji 1na 12 9 6 3
barwnej Strong +++
iark ++
Umiar ov&./ana 1" 8 5 5
Intensity Intermediate ++
taba +
of the IHC Slaba 10 7 4 1
staining Weak +
Brak reakcji 0
No staining

Do celow statystycznych w badanej grupie wyrozniono ostatecznie dwa
poziomy ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX oraz VEGF w tkance nowotwo-
rowej:

e ekspresja staba — obejmujaca przypadki guzéw z odczynem stabym i

umiarkowanym (wspoétczynniki ekspresji od 0 do 7);

e ekspresja silna — obejmujgca odczyny silne (wspdtczynniki ekspresji od 8

do 12).

W tlumaczeniu na jezyk angielski uwzgledniono nazewnictwo, uzywane w
literaturze anglojezycznej, dotyczacej tej tematyki. I tak:

e ckspresje¢ staba thumaczono jako low expression (L);
e ckspresje silng — jako high expression (H).

3.2.5 Indeks proliferacyjny Ki-67 w tkance nowotworowej

Do oceny ekspresji antygenu Ki-67 analizowano 100-500 jader komorek
nowotworowych z 1-3 wybranych pol o zaggszczeniu komoérek immunopozy-
tywnych (hot spot). Wskaznik IK67 okreslono jako procent dodatnich jader.

Do celow analiz statystycznych indeks Ki-67 <30% komorek opisano jako
niski, a indeks >30% — jako wysoki. Warto$¢ odciecia ustalono w oparciu o
median¢ warto$ci indeksu Ki-67 dla grupy badanej. W sposdb skrotowy wysoki
indeks Ki-67 oznaczano symbolem H (4igh), a staby symbolem L (low).

33 Analiza statystyczna

Wyniki uzyskanych badan poddano opracowaniu statystycznemu. Dla para-
metrow ciagglych: wieku i wartosci IK-67 zostaty wyliczone: liczba przypadkow
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(n), wartosci $rednie (X), mediany (M), zakres (min-max), dolny i gérny kwartyl
(25Q-75Q) 1 odchylenia standardowe (SD.).Weryfikacje hipotezy o roéwnosci
srednich poszczegélnych prob przeprowadzono metodg analizy wariancji
ANOVA lub dla grup o niejednorodnej wariancji lub o matej liczbie przypad-
kow testem nieparametrycznym sumy rang Kruskala-Wallisa (jednorodnos¢
wariancji sprawdzano testem Bartlett’a).

Dla parametrow dyskretnych czestos¢ wystepowania cechy w grupach anali-
zowano testem y g z poprawka Yates’a z odpowiednia liczba stopni swobody df
(df=(m-1)*(n-1), gdzie m — liczba wierszy, n — liczba kolumn) lub dla tablic 2x2,
gdy warto$¢ oczekiwana w komorce byta mniejsza od 5, testem Fishera. Dla
tablic 2x2 w przypadku wystgpienia istotnosci statystycznej obliczono wzgledne
ryzyko (relative risk, tr) oraz 95% przedziat utnosci dla rr (confidence interval,
CD).

Dla wybranych parametrow przeprowadzono analiz¢ korelacji, wyliczajac
wspotczynnik korelacji Spearmana r.

Krzywe przezycia wykre§lano stosujagc metode Kaplana-Meiera i porowny-
wano je uzywajac testu log-rank. Przezycie przedstawiono jako warto$¢ skumu-
lowang +/- btad standardowy. Analiz¢ wieloczynnikowa wykonano wykorzystu-
jac model proporcjonalnego hazardu Coxa.

P<0,05 uznawano za znaczace statystycznie. Warto$ci p spetiajgce kryteria
istotnos$ci statystycznej przedstawiono w tabelach i na rycinach kolorem czer-
wonym.

Analize statystyczng przeprowadzono wykorzystujac komputerowy pakiet
programow statystycznych EPIINFO Ver. 7.1.1.14 (02-07-2013).
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4 WYNIKI

4.1 Charakterystyka kliniczno-patologiczna grupy badanej

Grupa badana obejmowala 91 dzieci z rozpoznaniem MTM. U 66 dzieci
stwierdzono utkanie RMS (w tym u 46 — RME i u 20 — RMA), za$§ u 25 chorych
rozpoznano guzy o histologii MPNST, zaliczane do NRMS. Grupa obejmowata
38 dziewczat 1 53 chlopcow. Wiek pacjentdéw w momencie diagnozy wahat si¢
od 1 dnia (guz wrodzony) do 227 miesigcy (18 lat 11 miesigcy), ze $rednig 101,1
miesigca 1 mediang 105,7 miesiaca (25Q=35,2 oraz 75Q=168,5 miesigca). Me-
diana wieku dzieci z rozpoznaniem MPNST wynosita 132 miesigce, a dzieci z
RMS — 67 miesigcy. W grupie pacjentow z RMS mediana wieku dzieci z RMA
byta wyzsza, niz dzieci z RME (114 miesigcy vs 51 miesiecy). W tabeli 6 przed-
stawiono rozktad pfci i wieku pacjentow w obrebie catej grupy badanej i w po-
szczego6lnych podtypach histologicznych MTM.

Tabela 6. Ple¢ i wiek dzieci w grupie badanej i poszczegdlnych podtypach histologicznych MTM
Table 6. Sex and age of children in the study group and in particular histological subtypes of STS

Typ MTM Wiek Wiek
Wick (mies.) | P © Typ MTM le
N (%) Age (months) STS type (mies.) STS type (mies.)
& n (%) Age (months) n (%) Age (months)
(1)
dz/ chi .
F/M. m;(n-rlr\l/[ax dz/ chi min-max (:,Z; lcvl[ll min-max
/ F/M. X/M ’ X/M
RME
Grupa 46 (50,5%) 0-227
badana RMS 76/ 51
Study 66 (72,5%) 0-227 17/29
89 /67 RMA
rou,
sroup 0-227 28/38 20 (22%) 10-226
91 101,17/ 118/ 114
105,7 11/9
(100%)
NRMS MPNST
38/53 25 (27,5%) 2-214 25 (27,5%) 2-214
121/132 121/132
10/15 10/ 15

W tabeli 7 zamieszczono charakterystyke grupy badanej z wyodrebnieniem
klinicznych i patologicznych czynnikow prognostycznych u dzieci z MTM.
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Tabela 7. Charakterystyka grupy badanej z wyodrgbnieniem klinicznych 1 patologicznych
czynnikow prognostycznych

Table 7. Characteristics of the study group with clinical and pathological prognostic factors

Liczba pacjentow (%grupy
badanej)
Czynniki prognostyczne w MTM Number of patients
Prognostic factors in STS (% of the group)
91 (100%)
Wiek <10 lat 53 (58,2%)
Age >10 lat 38 (41,8%)
Lokalizacja guza korzystna 20 (22%)
Tumor site niekorzystna 71 (78%)
Wielkos$¢ guza <5cm 29 (32%)
Tumor size >5 cm 61 (67%)
Inwazyjnos¢ guza T1 14 (15,4%)
Tumor invasiveness T2 77 (84,6%)
Zajecie wezlow chlonnych NO 68 (74,7%)
Lymph nodes involvement N1 23 (25,3%)
I 4 (4,4%)
Stadium IRS II 11 (12,1%)
IRS stage 111 45 (49,5%)
v 31 (34%)
Histologia korzystna 46 (50,5%)
Histology niekorzystna 45 (49,5%)
Typ MTM RMS 66 (72,5%)
STS type NRMS 25 (27,5%)
Podtyp RMS RME 46 (50,5%)
RMS subtype RMA 20 (22%)
RO 6 (6,6%)
Doszczetnosé PE R1 15 (16,5%)
Completeness of PE R2 14 (15,4%)
biopsja 56 (61,5%)
0,
Doszczetno$é SL RO 20 @2 /5)
Completeness of SL R 13 (14,3%)
R2 6 (6,6%)
Odpowiedz na CHT dobra 52 (57,1%)
Response to CHT zla 20 (22%)
Wznowa nie 40 (44%)
Relapse tak 51 (56%)
Zgon z PD nie 50 (54,9%)
Death of PD tak 41 (45,1%)

W badanej grupie dominowali chorzy w zaawansowanych stadiach choroby.
Stadium III stwierdzono u 45 dzieci (49,5%), a stadium IV —u 31 (34%), pod-
czas gdy stadia [ i II — jedynie u 15 (16,5%) dzieci. U zdecydowanej wigkszos$ci
chorych zabieg pierwotny obejmowat jedynie biopsje diagnostyczng (56;
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61,5%). Makroskopowe pozostatosci nowotworu po PE stwierdzono u 70 dzieci
(76,9%), u 15 (16,5%) zabieg pierwotny byl mikroskopowo niedoszczetny i
jedynie u szesciorga (6,6%) — doszczetny mikroskopowo.

U wigkszos$ci pacjentdw najwicksza Srednica guza pierwotnego przekraczala
5 em (61 chorych; 67%). U 77 (84,6%) badanych guz wykraczal poza narzad, z
ktorego si¢ wywodzit (cecha T2).

W badanej grupie guzy pierwotne lokalizowaly si¢ w obrgbie:

e narzadow wewngtrznych (lokalizacja tzw. inna —u 25 chorych; 27,5%);
e konczyn —u 22 dzieci (24,2%);
e glowy i szyi —u 19 dzieci (20,9%);
o w okolicy okotooponoweju 11 (12,1%);
o w okolicy nieokotooponowej u 8 (8,8%);
e uktadu moczowo-piciowego — u 18 dzieci (19,8%);
o zzajeciem pecherza moczowego/prostaty u 5 (5,5%);
o bez zajecia pecherza moczowego/prostaty u 13 (14,3%);
e 1 jednego chorego nie wykazano ogniska pierwotnego nowotworu.

U wigkszosci chorych (71 dzieci, 78%) lokalizacja guza zakwalifikowana
zostata jako niekorzystna rokowniczo.

Odpowiedz na CHT mozna byto oceni¢ u 72 chorych. Dobrg odpowiedZ na
CHT odnotowano u 52 z nich (72,2%), za$ zta —u 20 (27,8%).

Odroczong resekcje guza przeprowadzono u 39 chorych (42,9% grupy bada-
nej). U 20 z nich (51,3% dzieci poddanych operacji SL) doszczetno$¢ zabiegu
oceniono jako RO, u 13 (33,3%) — jako R1, za$ u szesciu (15,4%) — jako R2.

Wznowa choroby wystapita u S1chorych (56%). U 27 pacjentow (52,9%
dzieci ze wznowa) byta to wznowa lokalna, u sze$ciu (11,8%) — regionalna, u 13
(25,5%) — przerzutowa i u pieciu (9,8%) — mieszana. W badanej grupie zyje 50
(54,9%) chorych z okresem obserwacji od 2,4 do 239 miesigcy, Srednia 74,7
miesigca, mediana 59 miesiecy. Zmarlo 41 dzieci (45,1% grupy badanej) —
wszystkie w wyniku progresji choroby nowotworowej. Prawdopodobienstwo 5-
letniego EFS w grupie badanej wynosito 37,4+5,6%, zas prawdopodobienstwo
S-letniego OS — 48,8+5,9%.

4.2 Wplyw czynnikéw kliniczno-prognostycznych na EFS i OS u dzieci
zMTM

W badanej grupie dzieci z MTM przeanalizowano, ktore z uznanych progno-
stycznych czynnikow kliniczno-patologicznych w sposob statystycznie istotny
wptywaja na EFS i OS.

W analizie jednoczynnikowej wykazano, iz w badanej grupie na EFS wply-
waty znamiennie: wiek, stadium zaawansowania i odpowiedz na CHT. W anali-
zie wieloczynnikowej stwierdzono, ze odpowiedz na CHT i stadium choroby
byly niezaleznymi czynnikami prognostycznymi dla EFS u dzieci z MTM
(tabela 8).
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Tabela 8. Wyniki analizy wieloczynnikowej potwierdzajace niezalezny wpltyw stadium
zaawansowania i odpowiedzi na CHT na EFS u pacjentéw z MTM

Table 8. Results of multivariate analysis showing the independent influence of stage and response
to CHT on EFS in patients with STS

Ryzyko wzgledne (HR)
Bet
et Hazard Risk (HR) P
Stadium zaawansowania MTM 0.661728 1938139 0,004165
STS stage
Odpowiedz na CHT 0,812169 2,252789 0,000261
Response to CHT

Z kolei do czynnikow kliniczno-patologicznych, wptywajacych statystycznie
istotnie na OS zaliczono: wiek, histologi¢ guza, zaj¢cie weztow chtonnych, sta-
dium zaawansowania i odpowiedz na CHT. Sposrod tych czynnikow tylko zaje-
cie wezléw chlonnych i odpowiedz na CHT okazaly si¢ niezaleznymi czyn-
nikiem prognostycznymi dla OS w analizie wieloczynnikowej Coxa, co
przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 9. Wyniki analizy wieloczynnikowe]j potwierdzajace niezalezny wplyw zajgcia wezlow
chtonnych i odpowiedzi na CHT na OS u pacjentéw z MTM

Table 9. Results of multivariate analysis showing the independent influence of lymph nodes
involvement and response to CHT in patients with STS

Ryzyko wzgledne (HR)
Bet:
et Hazard Risk (HR) P
Zajecie WQZIOVY chlonnych 117 323 0,00035
Lymph nodes involvement
Odpowiedz na CHT
1,08 2,94 0,00279
Response to CHT

Na ryc. 7-16 przedstawiono krzywe EFS i OS dla podgrup chorych z ko-
rzystnymi i niekorzystnymi czynnikami prognostycznymi.
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Ryc. 7. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zaleznosci od wieku chorych
(grupa badana N=91; p=0,0907)
pawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentow <10 lat (n=53) = 44,6+7,7%;
prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentow >10 lat (n=38) = 28,5+7,7%

Fig. 7. EFS curves in children with STS in relation to the age of patients
(study group N=91; p=0,0907)
the probability of the 5-year EFS in patients <10 years (n=53) = 44,6+7,7%;
the probability of the 5-year EFS in patients >10 years (n=38) = 28,5+7,7%

300
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Ryec. 8. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zaleznosci od histologii guza
(grupa badana N=91, p=0,0315)
prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentdéw z histologia korzystng (n=46) = 50,7+8,1%
prawdopodbienstwo 5-letniego EFS u pacjentow z histologia niekorzystng (n=45)
=24,4+6,9%

Fig. 8. EFS curves in children with STS in relation to the tumor histology
(study group N=91; p=0,0315)
the probability of the 5-year EFS in patients with favorable histology (n=46) = 50,7+8,1%
the probability of the 5-year EFS in patients with unfavorable histology (n=45) = 24,4+6,9%
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Ryc. 9. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zaleznosci od stadium choroby

(grupa badana N=91, p=0,0532)

prawdpodobienstwo S-letniego EFS u pacjentow w stadium I+II (n=15) = 63,4+14,8%
prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentéw w stadium III+1V (n=76) = 33,4+5,8%

Fig. 9. EFS curves in children with STS in relation to the disease stage

(study group N=91, p=0,0532)

the probability of the 5-year EFS in patients in stage I+1I (n=15) = 63,4+14,8%
the probability of the 5-year EFS in patients in stage III+1V (n=76) = 33,4+5,8%
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Ryc. 10. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zaleznoéci od zajecia weztow chtonnych
(grupa badana N=91; p=0,299)

prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentow z cecha NO (n=68) = 45,5+6,4%

prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentow z cecha N1 (n=23) = 12,4+8,0%

Fig. 10. EFS curves in children with STS in relation to the lymph nodes involvement
(study group N=91; p=0,299)
the probability of the 5-year EFS in patients with NO (n=68) = 45,5+6,4%
the probability of the 5-year EFS in patients with NI (n=23) = 12,4+8,0%



Wyniki

55

100% 1 p=0,00019

90%
70]
B 80% t
=
S 70% |
~N
7,]
‘5 60% |
E 50% | dobra odpowiedz na CHT (n=52)
3 e i
g- 40% |
=
2 30%
g
2 20% ¢ .

zta odpowiedz na CHT (n=20)
10% ¢t
0%

0 50 100 150 200 250 300
czas [miesigce]

Ryc. 11. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zaleznosci od odpowiedzi na CHT
(grupa badana N=72; p=0,00019)
prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentéw z dobra odpowiedzig na CHT (n=52)
=44 8+7,7%
prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentow ze zta odpowiedzig na CHT (n=20)
=10,0+6,7%

Fig. 11. EFS curves in children with STS in relation to the response to CHT
(study group N=72; p=0,00019)
the probability of the 5-year EFS in patients with good response to CHT (n=52) = 44,8+7,7%
the probability of the 5-year EFS in patients with poor response to CHT (n=20) = 10,0+6,7%
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Ryec. 12. Krzywe OS u dzieci z MTM w zaleznosci od wieku chorych
(grupa badana N=91; p=0,0526)
prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentéw <10 lat (n=53) = 54,6+8,2%
prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentéw >10 lat (n=38) = 41,6+8,4%

Fig. 12. OS curves in children with STS in relation to the age of patients

(study group N=91; p=0,0526)

the probability of the 5-year OS in patients <10 years (n=53) = 54,6+8,2%
the probability of the 5-year OS in patients >10 years (n=38) = 41,6+8,4%

300
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Ryec. 13. Krzywe OS u dzieci z MTM w zaleznosci od histologii guza pierwotnego

prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentoéw z histologia korzystna (n=46) = 60,9+8,4%
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(grupa badana N=91; p=0,0391)
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prawdopodbienstwo S-letniego OS u pacjentéw z histologia niekorzystng (n=45) = 39,0+7,9%

Fig. 13. OS curves in children with STS in relation to the tumor histology

(study group N=91; p=0,0391)

the probability of the 5-year OS in patients with favorable histology (n=46) = 60,9+8,4%

the probability of the 5-year OS in patients with unfavorable histology (n=45) = 39,0+7,9%
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Ryc. 14. Krzywe OS u dzieci z MTM w zaleznosci od stadium choroby
(grupa badana N=91; p=0,0718)
prawdpodobienstwo 5-letniego OS u pacjentdw w stadium I+II (n=15) = 73,8+13,1%
prawdopodobienstwo S-letniego OS u pacjentow w stadium III+IV (n=76) = 44,5+6,4%

Fig. 14. OS curves in children with STS in relation to the disease stage
(study group N=91; p=0,0718)
the probability of the 5-year OS in patients in stage I+1I (n=15) = 73,8+13,1%
the probability of the 5-year OS in patients in stage I[I+1V (n=76) = 44,5+6,4%
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Ryec. 15. Krzywe OS u dzieci z MTM w zaleznosci od zajecia weztdw chtonnych
(grupa badana N=91; p=0,00545)

prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentéw z cechg NO (n=68) = 58,4+6,8%

prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentdow z cecha N1 (n=23) = 23,149,6%

Fig. 15. OS curves in children with STS in relation to the lymph nodes involvement
(study group N=91; p=0,00545)
the probability of the 5-year OS in patients with NO (n=68) = 58,4+6,8%
the probability of the 5-year OS in patients with NI (n=23) = 23,1£9,6%
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Ryec. 16. Krzywe OS u dzieci z MTM w zaleznosci od odpowiedzi na CHT
(grupa badana N=72; p=0,0230)
prawdopodobienstwo S-letniego OS u pacjentow z dobra odpowiedzia na CHT (n=52)
=56,0+7,8%
prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentow ze zta odpowiedzia na CHT (n=20)
=28,1£11,0%

Fig. 16. OS curves in children with STS in relation to the response to CHT
(study group N=72; p=0,0230)
the probability of the 5-year OS in patients with good response to CHT (n=52) = 56,0+7,8%
the probability of the 5-year OS in patients with poor response to CHT (n=20) = 28,1+11,0%
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4.3 Badania IHC HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF oraz Ki-67 w MTM
u dzieci

W przypadku ekspresji HIF-la oceniano odczyn jadrowy, w przypadku
GLUT-1 — reaktywnos¢ btonowa i cytoplazmatyczna, CA IX — reaktywno$¢
cytoplazmatyczng i btonowa oraz VEGF — odczyn cytoplazmatyczny. W przy-
padku antygenu Ki-67 oceniano odczyn jadrowy.

Poszczegodlne poziomy ekspresji HIF-1a,, GLUT-1, CA IX oraz VEGF
przedstawiono na ryc. 17-20.

Przyktadowe indeksy proliferacyjne Ki-67 przedstawiono na ryc. 21.

Ryc. 17. Jadrowa immunoreaktywnos$¢ HIF-1a w réznych typach MTM u dzieci
A. RME (200x) — staba immunoreaktywno$¢;
B. RME (400x) — staba immunoreaktywno$¢;
C. RMA (200x) — silna immunoreaktywnosc;
D. MPNST (100x) — silna immunoreaktywno$é¢

Fig. 17. The nucelar immunoreactivity of HIF-1a in various types of pediatric STS
A. RME (200x) — low immunoreactivity;
B. RME (400x) — low immunoreactivity;
C. RMA (200x) — high immunoreactivity,
D. MPNST (100x) — high immunoreactivity
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Rye. 18. Silna blonowo-cytoplazmatyczna ekspresja GLUT-1

A. RME (100x) — odczynowos¢ (+++) w wickszosci komorek;

B. RME (400x) — odczynowos¢ (+++) w wigkszos¢i komorek;
C. MPNST (100x) — odczynowos¢ (++) w >90% komorek;
D. MPNST (200x) — odczynowos¢ (++) w >90% komorek

Fig. 18. The membrane-cytoplasmic expression of the GLUT-1
A. RME (100x) — reactivity (+++) in the majority of the cells;
B. RME (400x) reactivity (+++) in the majority of the cells
C. MPNST (100x) — reactivity (++) in >90% of the cells
D. MPNST (200x) — reactivity (++) in >90% of the cells
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Ryc. 19. Immunobarwienie w kierunku CA IX
A. RME (100x) — rozlana $rednionasilona reakcja cytoplazmatyczna — ekspresja silna;
B. RME (100x) — nasilona reakcja barwna w komorkach strefy okotomartwiczej — ekspresja silna;
C. RME (200x) — nasilona reakcja barwna w komorkach strefy okotomartwiczej — ekspresja silna;
D. MPNST (200x) — staba reakcja barwna w < 50% komorek — ekspresja staba

Fig. 19. The immunostaining towards CA IX
A. RME (100x) — diffuse intermediate cytoplasmic reaction — high expression;
B. RME (100x) — strong intensity of cytoplsmic immunostaining in the cells of perinecrotic area —
high expression;
C. RME (200x) — strong intensity of cytoplasmic immunostaining in the cells of perinecrotic area —
high expression;
D. MPNST (200x) — weak cytoplasmic immunostaining in <50% of cells — low expression
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D

Ryc. 20. Cytoplazmatyczna ekspresja VEGF
A. RME (100x) — silna ekspresja;
B. MPNST (200x) — silna immunoreaktywnosc;
C. RME (200x) — wigkszosc komoérek immunonegatywnych;
D. RMA (100x) — silna ekspresja w ok. 80% komorek

Fig. 20. The cytoplasmic expression of VEGF
A. RME (100x) — high expression;
B. MPNST (200x) — high immunoreactivity;
C. RME (200x) — most of the cells immunonegative;
D. RMA (100x) — high expression in approximately 80% of cells
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D

Ryc. 21. Indeks proliferacyjny Ki-67 (IK67)
A. RME (400x) — pozytywne barwienie na obecno$¢ antygenu jadrowego Ki-67 w ok. 90%
komorek — wysoki IK67;
B. MPNST (200x) — pozytywne barwienie na obecno$¢ antygenu jadrowego Ki-67 w ok. 25%

komorek — niski IK67;

C. RME (100x) — indeks Ki-67 ok. 90% w tkance nowotworowej (wysoki IK67) oraz wezet

chtonny jako tkanka kontrolna z IK67 ok. 10% (niski IK67);

D. RMS (200x) — pozytywne barwienie na obecnos¢ antygenu jadrowego Ki-67 w ok. 12%

komorek — niski IK67

Fig. 21. The proliferative index Ki-67(IK67)
RME (400x) — positive immunostaining for the presence of nuclear antigen Ki-67 in approximately
90% of cells — high IK67;
B. MPNST (200x) — positive immunostaining for the presence of nuclear antigen Ki-67 in
approximately 25% of cells — low IK67;
C. RME (100x) — index Ki-67 of approximately 90% in sarcoma tissue (high IK67) and lymph
node as a control tissue with IK67 about 10% (low IK67);
D. RMS (200x) — positive immunostaining for the presence of nuclear antigen Ki-67 in
approximately 12% of cells — low IK67
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4.4 Czesto$¢ wystepowania silnej ekspresji markeréw hipoksji i
wysokiego indeksu Ki-67 w badanej grupie dzieci z MTM

Prawie 80% pacjentow z grupy badanej wykazalo silng ekspresj¢ VEGF (72
chorych, 79%). Silng ekspresje CA IX stwierdzono u 63,7% (58 chorych), HIF-1a
u 48,3% (44 chorych), zas GLUT-1 — u 34% (31 chorych). Wartos¢ indeksu
proliferacyjnego Ki-67 wahata si¢ od 3% do 80%, ze $rednig wartoscia 34,8% i
mediang 33%. Odsetek chorych z indeksem Ki-67 >30% wyniost 58,2% (53
chorych).

U szesciu chorych (6,6%) nie stwierdzono silnej ekspresji zadnego z anali-
zowanych markerdéw. Silng ekspresje jednego markera stwierdzono u 16 dzieci
(17,6%), dwoch markeréw u 17 (18,7%), a trzech u 14 (15,4%) pacjentow. Silng
ekspresje czterech lub wszystkich pieciu markerow wykazano u 24 (26,3%) i 14
(15,4%) dzieci, odpowiednio.

Czesto$¢ wystepowania silnej 1 stabej ekspresji markerow hipoksji oraz in-
deksu Ki-67 w grupie badanej przedstawiono na ryc. 22.
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60

50

%

40

30

20

HIF-1loo GLUT-1 CAIX VEGF Ki-67

silna ekspresja badanego markera

high expression of the analyzed marker
staba ekspresja badanego markera

low expression of the analyzed marker

Ryc. 22 Czestos¢ wystepowania silnej i stabej ekspresji markerow hipoksji oraz indeksu Ki-67 w
grupie badanej

Fig. 22. The incidence of the high and low expression of the markers of hypoxia and Ki-67 index in
the study group
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4.5 Wzajemna korelacja pomiedzy badanymi markerami

Wyniki wzajemnej korelacji pomigdzy ekspresja badanych endogennych
markeréw hipoksji oraz warto$cig indeksu Ki-67, badane metoda korelacji Spe-
armanna, przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Wzajemna korelacja pomiedzy ekspresja badanych markeréw hipoksji oraz indeksem
proliferacyjnym Ki-67, badana metoda Spearmanna

Table 10. Correlation between the expression of analyzed markers of hypoxia and the Ki-67
proliferative index, according to the Spearmann metod

GLUT-1 HIF-1a CAIX VEGF
r p r p r p r p
HIF-1o 0,33 | 0,00165
CAIX 0,45 | 0,00001 | 0,18 0,0861
VEGF 0,26 0,0147 0,33 | 0,00118 | 0,40 | 0,00009
Ki-67 0,29 | 0,00572 | 0,27 | 0,00882 | 0,16 0,123 0,22 | 0,0371

Wykazano wzajemng dodatnig korelacj¢ pomigdzy prawie wszystkimi anali-
zowanymi markerami hipoksji. Oznacza to, ze silna ekspresja jednego z bada-
nych markerow zwigzana byta z silng ekspresjg innego markera, a staba ekspre-
sja danego markera korelowata ze stabg ekspresjg innego markera. Pomiedzy
ekspresja CA IX i HIF-1a zauwazono dodatnig korelacj¢, jednak nie byta ona
istotna statystycznie (p=0,0861).

Za wyjatkiem CA IX, wszystkie pozostate markery hipoksji (HIF-1a,
GLUT-1 i VEGF) w sposob statystycznie znamienny korelowaty dodatnio z
wartoscig indeksu Ki-67.

4.6 Zwiazek stopnia ekspresji badanych markeréw hipoksji oraz
indeksu Ki-67 Y/ kliniczno-patologicznymi czynnikami
prognostycznymi u dzieci z MTM

4.6.1 Czesto$¢ wystepowania silnej ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX,
VEGF oraz wysokiego indeksu Ki-67, a obecnos¢ korzystnych i
niekorzystnych czynnikéw prognostycznych u dzieci z MTM

W tabeli 11. przedstawiono czgsto$¢ wystepowania silnej 1 stabej ekspresji
badanych markeréw w zaleznosci od obecnosci poszczegélnych czynnikéw
prognostycznych u dzieci z MTM.
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W badanej grupie wykazano statystycznie czgstsze wystgpowanie silnej eks-
presji HIF-lo. u chorych w wyzszych stadiach zaawansowania MTM
(p=0,0152), u dzieci z zajeciem weztow chtonnych (p=0,0094), u pacjentow z
niekorzystng rokowniczo histologig (p=0,00467) i podtypem RMA (p=0,00362).

Silng ekspresjg¢ GLUT-1 istotnie czesciej stwierdzano w guzach z podtypem
histologicznym RMA (p=0,0109). Marker ten wystgpowal rdwniez czgséciej u
pacjentow z guzem pierwotnym o niekorzystnej lokalizacji w wysokich stadiach
zaawansowania i z niekorzystng histologia, jednak nie wykazano istotnosci sta-
tystycznej (p=0,0768, p=0,0811 i p=0,0650, odpowiednio).

Z kolei silna ekspresja CA IX znamiennie czg¢$ciej towarzyszyta histologii
RMA (p=0,0179), nickorzystnej lokalizacji guza (p=0,0389) i wysokiemu sta-
dium zaawansowania (p=0,00581). Silna ekspresja VEGF wystepowata staty-
stycznie istotnie czes$ciej u pacjentow z niekorzystng histologia i podtypem
RMA (p=0,0116 1 p=0,0260, odpowiednio).

Wysoka wartos¢ indeksu Ki-67 stwierdzano statystycznie czesciej jedynie u
chorych z wysokimi stadiami zaawansowania choroby (p=0,00177). W pozosta-
lych podgrupach prognostycznych wartos¢ IK67 nie rdznita si¢ istotnie staty-
stycznie.

Na ryc. 23-27. przedstawiono odsetek pacjentow z silng i staba ekspresja ba-
danych markerow hipoksji oraz odsetek chorych z wysokim i niskim indeksem
Ki-67 w zalezno$ci od lokalizacji guza pierwotnego, stadium zaawansowania
nowotworu, histologii MTM, podtypu RMS i zajecia weztdw chionnych.
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Ryc. 23. Czgstos¢ wystgpowania silnej i stabej ekspresji badanych markeréw hipoksji i indeksu
Ki-67 w zaleznosci od lokalizacji guza pierwotnego (korzystna vs niekorzystna)

Fig. 23. The incidence of high and low expression of analyzed markers of hypoxia and Ki-67 index
in relation to the primary tumor localization (favorable vs unfavorable)
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Ryec. 24. Czgstos¢ wystepowania silnej i stabej ekspresji badanych markeréw hipoksji i indeksu
Ki-67 w zaleznosci od stadium zaawansowania nowotworu

Fig. 24. The incidence of high and low expression of analyzed markers of hypoxia and Ki-67 index
in relation to the cancer stage
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Ryec. 25. Czgstos¢ wystepowania silnej i stabej ekspresji badanych markeréw hipoksji i indeksu
Ki-67 w zaleznosci od histologii MTM (korzystna vs niekorzystna)

Fig. 25. The incidence of high and low expression of analyzed markers of hypoxia and Ki-67 index
in relation to the histology of STS (favorable vs unfavorable)
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Ryec. 26. Czgstos¢ wystepowania silnej i stabej ekspresji badanych markeréw hipoks;ji i indeksu
Ki-67 w zaleznos$ci od podtypu RMS (RME vs RMA)

Fig. 26. The incidence of high and low expression of analyzed markers of hypoxia and Ki-67 index
in relation to the RMS subtype (RME vs RMA)
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Ryec. 27. Czgstos¢ wystepowania silnej i stabej ekspresji badanych markeréw hipoks;ji i indeksu
Ki-67 w zaleznosci od zajgcia weztow chlonnych (NO vs N1)

Fig. 27. The incidence of high and low expression of analyzed markers of hypoxia and Ki-67 index
in relation to the lymph nodes involvement (N0 vs N1)
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Wykazano, ze pacjenci z bardziej zaawansowana choroba, a zwlaszcza w
stadium przerzutowym, statystycznie istotnie cz¢$ciej wykazywali silng ekspre-
sj¢ HIF-1a, CA IX i wyzsza warto$¢ indeksu Ki-67. U pacjentow z przerzutami
odlegtymi markery te wykryto w guzie nowotworowym odpowiednio w: 71%,
87,1% 1 83,9% przypadkéw, w porownaniu do 36,7%, 51,7% 1 45% w grupie
dzieci z MTM bez przerzutow odlegtych (p=0,0152, p=0,0058 i p=0,00177,
odpowiednio).

Pacjenci z MTM o niekorzystnej histologii znamiennie czeSciej charaktery-
zowali si¢ silnag ekspresja HIF-1a i VEGF, niz pacjenci z histologia korzystng
(64,4% 1 91,1% vs 32,6% 1 67,4%, p=0,00467 i p=0,0116, odpowiednio). Row-
niez silna ekspresja GLUT-1 wystepowatla czgsciej w grupie chorych z nieko-
rzystng histologia, w poréwnaniu do chorych z histologia korzystna, a réznice
miedzy grupami byly bliskie istotnosci statystycznej (44,4% vs 23,9%,
p=0,0650).

Jeszcze wyrazniej zaznaczaly si¢ rdznice czestosci wystgpowania silnej eks-
presji badanych markeréw pomigdzy dzie¢mi z réznymi histologicznymi podty-
pami RMS. Pacjenci z RMA statystycznie istotnie cze$ciej wykazywali silng
ekspresje HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF, niz pacjenci z RME (75%, 60%,
90% 1 95% vs 32,6%, 23,9%, 56,5% i 67,4%; p=0,00362, p=0,0109, p=0,0179 i
0,0260; odpowiednio).

Chorzy, u ktorych guz pierwotny stwierdzano w niekorzystnych progno-
stycznie lokalizacjach, istotnie czg¢sciej wykazywali tkankowg ekspresje CA IX
(p=0,0389), zas u pacjentéow z zajgciem weztow chtonnych znamiennie czesciej
stwierdzano silng ekspresje HIF-1o (p=0,0094).

Nie wykazano statystycznie istotnych roznic, pomiedzy stopniem ekspresji
badanych markeréw stwierdzanym u chorych réznigcych sie¢ pod wzgledem
wieku (<10 Iat i >10 lat), wielkos$ci guza pierwotnego (<5 cm vs >5 cm) i jego
inwazyjnosci (T1 vs T2). Odsetek pacjentow z silng ekspresja badanych marke-
row nie roznit si¢ istotnie pomiedzy grupami chorych, u ktorych pierwotne i
odroczone zabiegi operacyjne roznity si¢ doszczetnoscia. Stopien ekspresji ba-
danych markeréw nie zalezatl od ptci pacjentow.

4.6.2 Korelacja ekspresji HIF-10, GLUT-1, CA IX, VEGF i Ki-67 z
kliniczno-patologicznymi czynnikami prognostycznymi u dzieci z
MTM
W tabeli 12 przedstawiono wyniki korelacji, pomiedzy ekspresja badanych
markerdw, a poszczegolnymi czynnikami prognostycznymi MTM u dzieci.
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Wykazano statystycznie znamienng dodatnia korelacj¢, pomiedzy stadiami
zaawansowania MTM u dzieci, a ekspresja HIF-la (p=0,00336), GLUT-1
(p=0,0326), CA IX (p=0,0002) i wartoscia indeksu Ki-67 (p=0,00704). W wyz-
szych stadiach zaawansowania (III i IV wg IRS) stwierdzano statystycznie istot-
nie silniejszg ekspresje tych markeréw, natomiast w stadiach niskich (I 1 II wg
IRS) ekspresja HIF-1a, GLUT-1 i CA IX byta statystycznie istotnie stabsza, a
warto$¢ indeksu Ki-67 — znamiennie nizsza. W przypadku VEGF dodatnia kore-
lacja ekspresji tego markera ze stadium choroby byta bliska statystycznej istot-
nosci (p=0,0744).

Wykazano istotng statystycznie korelacj¢ pomigdzy typem histologicznym
MTM u dzieci, a ekspresjg HIF-1a., GLUT-1 i VEGEF. U pacjentow z guzami o
histologii niekorzystnej stwierdzano silniejszg ekspresje tych markeréw
(p=0,0147, p=0,0399 i p=0,0016; odpowiednio).

Silna ekspresja HIF-1lo. w sposob istotny statystycznie korelowata z wyz-
szym stadium choroby (p=0,00336), nickorzystna histologia MTM (p=0,0147) i
zajeciem regionalnych weztdow chtonnych (p=0,00419). W przypadku chorych z
nieckorzystng lokalizacja guza korelacja z silng ekspresjg HIF-1a byta bliska
statystycznej istotnosci (p=0,0641). Silna tkankowa ekspresja GLUT-1 wyka-
zywala korelacje z wyzszym stadium zaawansowania MTM 1 niekorzystng histo-
logig oraz niekorzystng lokalizacjg guza pierwotnego (p=0,0326, p=0,0399 i
p=0,0421, odpowiednio).

Stwierdzono, ze silna ekspresja VEGF statystycznie znamiennie korelowata
dodatnio z obecno$cig niekorzystnej histologii (p=0,0016) i podtypem NRMS u
dzieci z MTM (p=0,0038). Korelacja pomiedzy silna ekspresja VEGF, a nieko-
rzystng lokalizacjg guza i wysokim stadium zaawansowania choroby byly bliskie
statystycznej istotnosci (p=0,080 i p=0,0744, odpowiednio). Silna tkankowa
ekspresja CA IX i wysoka warto$¢ indeksu Ki-67 korelowaty dodatnio jedynie z
wyzszym stadium zaawansowania choroby nowotworowej (p=0,0002 i
p=0,00704; odpowiednio).

Zaden z analizowanych markeréow nie korelowal w sposéb istotny staty-
stycznie z wiekiem chorych, wielko$cig i inwazyjno$cia guza oraz doszczetno-
scig PE.

4.6.3 Liczba markerow, ulegajacych jednocze$nie silnej ekspresji w wy-
branych podgrupach prognostycznych

Przeanalizowano czesto$¢ wystepowania silnej jednoczesnej ekspresji kilku
markerow hipoksji oraz indeksu Ki-67 w wybranych podgrupach prognostycz-
nych.

Wykazano, ze u pacjentéw z histologia korzystng statystycznie istotnie czeg-
$ciej stwierdzano silng ekspresj¢ maksymalnie trzech markeréw w poréwnaniu
do pacjentow z histologia niekorzystna (69,8% vs 45,8%; p=0,0365). Z kolei u
pacjentéow z histologia niekorzystng istotnie czesciej, niz u pacjentéw z hi-
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stologia korzystng, wystepowala silna ekspresja czterech lub pieciu marke-
row (54,2% vs 27,9%; p=0,0202).

U chorych w stadium I i II MTM czgs$ciej obserwowano ekspresje maksy-
malnie jednego markera (46,7% vs 19,7%; p=0,0579). U pacjentow w stadiach
III i IV z kolei stwierdzono czestsze wystepowanie silnej ekspresji co naj-
mniej trzech markerow jednoczes$nie (61,8% vs 33,3%; p=0,0795).

Nie stwierdzono roznic w liczbie markeréw ulegajacych silnej ekspresji u
pacjentow roznigcych si¢ wiekiem w momencie zachorowania.

4.7 Zwiazek stopnia ekspresji badanych markerow hipoksji i indeksu
Ki-67 z odpowiedzia na chemioterapi¢ u dzieci z MTM

4.7.1 Czestos¢ wystepowania stabej i silnej ekspresji HIF-1a, GLUT-1,

CA IX, VEGF oraz indeksu Ki-67, a odpowiedz na CHT
W tabeli 13 przedstawiono czgsto$¢ wystepowania stabej i silnej ekspres;ji
badanych markerow u dzieci z dobrg i ztg odpowiedzia na CHT oraz wyniki
poréwnania pomi¢dzy podgrupami.

Tabela 13. Czgstos¢ wystepowania stabej i silnej ekspresji badanych markerow u pacjentow z
dobra i ztg odpowiedzig na CHT

Table 13. The frequency of low and high expression of the analyzed markers in patients with good
and poor response to CHT

Dobra odpowied? na CHT Zla odpowied; na CHT
Good response to CHT Poor response to CHT
n=52 n=20
Staba Silna Staba Silna p
ekspresja ekspresja ekspresja ekspresja
Low High Low High
expression expression expression expression
HIF-l1a 27 (51,9%) 25 (48,1%) 7 (35%) 13 (65%) 0,242
GLUT-1 36 (69,2%) 16 (30,8%) 9 (45%) 11 (55%) 0,103
CA IX 20 (38,5%) 32 (61,5%) 3 (15%) 17 (85%) 0,0772
VEGF 10 (19,2%) 42 (80,8%) 1 (5%) 19 (95%) 0,159
Ki-67 21 (40,4%) 31 (59,6%) 11 (55%) 9 (45%) 0,394

Wisréd pacjentow z MTM nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w
czgstosci wystepowania stabej i silnej ekspresji badanych markerow, pomiedzy
podgrupa chorych z dobra i zta odpowiedzig na CHT. Podgrupy badane najwy-
razniej r6znity si¢ pod wzgledem ekspresji CA IX, jednak przy ich poréwnaniu
nie stwierdzono statystycznej znamiennosci (p=0,0772). U prawie wszystkich
dzieci ze zta odpowiedzig na CHT stwierdzano silng ekspresje VEGF, jednak u
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chorych wykazujgcych dobrag odpowiedz na CHT réwniez przewazata silna eks-
presja VEGF.

4.7.2 Korelacja, pomiedzy ekspresja HIF-la, GLUT-1, CA IX, VEGF
oraz indeksem Ki-67, a odpowiedzia na CHT

Wyniki korelacji pomigdzy ekspresja badanych markeréw hipoksji oraz in-
deksem Ki-67, a odpowiedzig na CHT u dzieci z MTM przedstawiono w tabeli
14.

Wykazano, ze spos$rod analizowanych markerow jedynie tkankowa ekspresja
VEGF w sposob statystycznie znamienny korelowata dodatnio z odpowiedzig na
CHT (1=0,26, p=0,0301). Im silniejsza byla ekspresja VEGF w tkance guza,
tym stwierdzano gorsza odpowiedz na CHT i odwrotnie — im stabsza eks-
presja VEGF — tym lepsza byla reakcja na CHT. W przypadku CA IX oraz
GLUT-1 rowniez obserwowano bliskg statystycznej istotnosci dodatnig korela-
cj¢, pomiedzy ekspresja markerow, a uzyskiwang reakcjg na CHT (p=0,0749 i
p=0,0924, odpowiednio).

Nie stwierdzono korelacji pomigdzy ekspresja HIF-1o i wartoscig indeksu
Ki-67, a odpowiedzig na CHT.

Tabela 14. Korelacja pomiedzy ekspresja markerow hipoksji i indeksu Ki-67, a odpowiedzia na
CHT u dzieci zMTM

Table 14. Correlation between the expression of hypoxia markers and Ki-67 index and the
response to CHT in children with STS

Badane markery OdpowiedZz na CHT (n=72)
Response to CHT (n=72)
Analyzed markers
r p
HIF-1a 0,18 0,132
GLUT-1 0,20 0,0924
CAIX 0,21 0,0749
VEGF 0,26 0,0301
Ki-67 -0,07 0,559

4.7.3 Jednoczesna silna ekspresja kilku markerdéw, a odpowiedz na CHT

Przeanalizowano, czy podgrupy chorych z dobrg i ztg odpowiedzig na CHT
ro6znig si¢ pod wzgledem liczby markeroéw, ulegajacych jednoczesnie silnej eks-
presji w tkance nowotworowej. Wyniki analiz przedstawiono w tabeli 15.

Wykazano, ze u dzieci dobrze reagujacych na CHT cze$ciej wystepowala
jednoczesna silna ekspresja maksymalnie trzech markerow (63,5% vs 35%,
p=0,0559). Z kolei w podgrupie chorych ze zlg reakcja na CHT przewazali
chorzy z silng tkankowa ekspresja co najmniej czterech badanych marke-
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row (65% vs 36,5%, p=0,0559). W obu analizach stwierdzono graniczng istot-
nos$¢ statystyczna.

Tabela 15. Odsetek chorych z silng ekspresja kilku markeréw jednoczesnie w podgrupach z dobra
i ztg odpowiedziag na CHT oraz pordwnanie pomi¢dzy podgrupami

Table 15. The percentage of children with simultaneous high expression of several markers in
subgroups with good and poor response to CHT, and the comparison between the subgroups

Li keréw ulegaja-
ICZba, rarkerow u efgaj.q Dobra odpowiedz Z}a odpowiedz
cych jednoczesnej silnej na CHT na CHT
K .
¢ spresp . Good response to CHT | Poor response to CHT P
Number of markers with (n=52) (n=20)
simultaneous high expression
maksymalnie 1 marker 12 (23.1%) 2 (10%) 0332
maximum of 1 marker ’ ’
maks.ymalnle 2 markery 24 (46.2%) 5 (25%) 0.170
maximum of 2 markers
k Ini k
maksymalnie 3 markery 33 (63,5%) 7 (35%) 0,0559
maximum of 3 markers
co najmniej 4 markery 19 (36,5%) 13 (65%) 0,0559
at least 4 markers

Przeanalizowano, z jaka cze¢sto$cig w podgrupach z dobra i ztg odpowiedzig
na CHT wystepuje jednoczesna silna ekspresja VEGF, CA IX i GLUT-1, czyli
markeréw, ktore korelujg z reakcjg na CHT (omowionych w podpunkcie 4.7.2.).

Stwierdzono, iz u chorych zle reagujacych na CHT istotnie czeSciej wy-
stepowala jednoczesna silna ekspresja VEGF, CA IX i GLUT-1, w porow-
naniu do chorych reagujacych dobrze na CHT (55% vs 25%). Z kolei brak
silnej ekspresji lub silng ekspresje tylko jednego z tych trzech markerow stwier-
dzano znaczaco cze$ciej u dzieci z dobra odpowiedzia na CHT, w pordwnaniu
do dzieci ze zta odpowiedzia na CHT (42,3% vs 10%, p=0,00937).

Silna jednoczesna ekspresja GLUT-1 i CA IX wystepowala istotnie czesciej
u dzieci ze zla, niz u dzieci z dobrg odpowiedziag na CHT (50% vs 28,8%). Z
kolei staba ekspresja i GLUT-1 i CA IX stwierdzana byta czesciej u pacjentow
dobrze reagujacych na CHT, niz u pacjentow reagujacych zle (38,5% vs 10%,
p=0,0205).

Wyniki oméwionych analiz przedstawiono graficznie na ryc. 28 i 29.
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GLUT-1 + CA IX Legenda / Legend
100
90 p=0,0205 silna ekspresja obu markerow
30 high expression of both markers
70 staba ekspresja obu markerow
60 low expression of both markers
x50 dobra odpowiedz na CHT
:g good response to CHT
20 zta odpowiedz na CHT
10 poor response to CHT
0
1 2 p<0,05

Ryec. 28. Czgstos¢ wystepowania jednoczesnej silnej ekspresji GLUT-1 i CA IX oraz stabej
ekspresji GLUT-1 i CA IX u pacjentéw z dobra i zta odpowiedzia na CHT

Fig. 28. The incidence of simultaneous high expression of GLUT-1 and CA IX and of low

GLUT-1 + CA IX+ VEGF

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

%

p=0,00937

1 2

expression of GLUT-1 and CA IX in patients with good and poor response to CHT

Legenda / Legend

silna ekspresja 3 markerow
high expression of all 3 markers

silna ekspresja max. 1 markera
high expression of max of 1 marker

dobra odpowiedz na CHT
good response to CHT

zta odpowiedz na CHT
poor response to CHT

p<0,05

Rye. 29. Czestos¢ wystgpowania jednoczesnej silnej ekspresji GLUT-1, CA IX i VEGF oraz silnej
ekspresji maksymalnie jednego z tych markerow u pacjentow z dobra i zla odpowiedzia na CHT

Fig. 29. The incidence of the simultaneous high expression of GLUT-1, CA IX and VEGF and
high expression of maximum of one of these markers in patients with good and poor response to
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4.8 Zwiazek ekspresji badanych markerow hipoksji oraz indeksu Ki-67
z prawdopodobienstwem 5-letniego EFS u dzieci z MTM

4.8.1 Prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u dzieci z MTM w zaleznoSci
od stopnia ekspresji HIF-1a,, GLUT-1, CA IX, VEGF oraz warto$ci
indeksu Ki-67

W analizie jednoczynnikowej wykazano, ze wszystkie badane markery
hipoksji w sposob statystycznie znamienny wplywaja na prawdopodobien-
stwo S-letniego EFS u dzieci z MTM (p<0,001). Pacjenci, u ktérych wykazano
silng ekspresj¢ markeréw hipoksji w guzie pierwotnym, mieli znamiennie nizsze
prawdopodobienstwo 5-letniego EFS w poréwnaniu do chorych wykazujacych
jedynie stabg ekspresj¢ poszczegdlnych markeréw. Najnizsze prawdopodobien-
stwo S-letniego EFS stwierdzono u dzieci, u ktoérych w tkance guza wykryto
silng ekspresj¢ GLUT-1 (5-letni EFS = 7,4+5,0%) i HIF-1a (13,3£5,3%). Z
kolei obecnos¢ jedynie stabej ekspresji VEGF wigzata si¢ z najwyzszym praw-
dopodobienstwem 5-letniego EFS (92,3+7,4%).

W badanej grupie nie wykazano zwigzku pomiedzy wartoscig indeksu Ki-
67, a prawdopodobienstwem 5-letniego EFS (p=0,634).

Na ryc. 30-34 przedstawiono krzywe EFS i podano prawdopodobienstwa 5-
letnich EFS w zaleznos$ci od stopnia ekspresji HIF-1a,, GLUT-1, CA IX, VEGF
oraz indeksu Ki-67.
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Ryc. 30. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zaleznosci od stopnia ekspresji HIF-1o
(grupa badana N=91; p=0,00001)
prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentoéw ze staba ekspresjg HIF-1o (n=47)
=65,9+7,6%
prawdopodobienstwo S-letniego EFS u pacjentow z silng ekspresja HIF-1a (n=44)
=13,3+5,3%

Fig. 30. EFS curves in children STS in relation to the HIF-1 o tumor expression
(study group N=91; p=0,00001)
the probability of the 5-year EFS in patients with low expression of HIF-1o (n=47) = 65,9+7,6%
the probability of the 5-year EFS in patients with high expression of HIF-1a (n=44) = 13,3+5,3%
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Ryec. 31. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zaleznosci od stopnia ekspresji GLUT-1
(grupa badana N=91; p=0,00009)
prawdopodobienstwo S-letniego EFS u pacjentow ze staba ekspresja GLUT-1 (n=60) = 53,4+7,0%
prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentéw z silng ekspresja GLUT-1 (n=31) = 7,4+5,0%

Fig. 31. EFS curves in children with STS in relation to the GLUT-1 tumor expression
(study group N=91; p=0,00009)
the probability of the 5-year EFS in patients with low expression of GLUT-1 (n=60) = 53,4+7,0%
the probability of the 5-year EFS in patients with high expression of GLUT-1 (n=31) = 7,4+5,0%
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Ryec. 32. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zaleznosci od stopnia ekspresji CA IX
(grupa badana N=91; p=0,00001)
prawdopodobienstwo S-letniego EFS u pacjentow ze staba ekspresja CA IX (n=33) = 72,3+8,5%
prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentow z silng ekspresja CA IX (n=58) = 15,8+5,5%

Fig. 32. EF'S curves in children with STS in relation to the CA IX tumor expression
(study group N=91; p=0,00001)
the probability of the 5-year EFS in patients with low expression of CA IX (n=33) = 72,3+8,5%
the probability of the 5-year EFS in patients with high expression of CA IX (n=58) = 15,8+5,5%
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Ryec. 33. Krzywe EFS u dzieci zMTM zaleznosci od stopnia ekspresji VEGF
(grupa badana N=91; p=0,00000)
prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentow ze staba ekspresja VEGF (n=19)
=92,3+7,4%
prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentoéw z silng ekspresja VEGF (n=72)
=25,245.5%

Fig. 33. EFS curves in children with STS in relation to the VEGF tumor expression
(study group N=91; p=0,00000)
the probability of the 5-year EFS in patients with low expression of VEGF (n=19) = 92,3+7,4%
the probability of the 5-year EFS in patients with high expression of VEGF (n=72) = 25,245,5%
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Ryec. 34. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zaleznosci od wartosci indeksu Ki-67 (IK67)
(grupa badana N=91; p=0,634)

prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentow z IK67 <30% (n=38) = 45,148,0%

prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentéw z IK67 >30% (n=53) = 31,6+7,4%

Fig. 34. EFS curves in patients with STS in relation to the IK67 value
(study group N=91; p=0,634)
the probability of the 5-year EFS in patients with IK67 <30% (n=38) = 45,18,0%
the probability of the 5-year EFS in patients with IK67 >30% (n=53) = 31,6+7,4%
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4.8.2 Endogenne markery hipoksji wplywajace niezaleznie na EFS u
dzieci z MTM
W tabeli 16 przedstawiono wyniki analizy wieloczynnikowej, oceniajacej
wplyw ekspresji HIF-1o, GLUT-1, CA IX i VEGF na EFS u dzieci z MTM.
Wykazano, ze sposrod badanych markerow hipoksji na EFS niezaleznie
wplywaja: HIF-1a, CA IX i VEGF.

Tabela 16. Wplyw ekspresji HIF-1a, CA IX i VEGF na EFS u dzieci z MTM - wyniki analizy
wieloczynnikowej

Table 16. The influence of HIF-1a, CA IX and VEGF expression on EFS of children with STS —
results of multivariate analysis

Ryzyko wzgledne HR
Beta Hazard risk (HR) P
HIF-1a 1,001061 2,721169 0,001963
CA IX 0,045535 2,574190 0,020128
VEGF 2,207054 9,088900 0,033867

W kolejnym etapie wieloczynnikowej analizy Coxa, poza HIF-1a, CA IX i
VEGF, uwzgledniono rowniez wplyw wczesniej zidentyfikowanych niezalez-
nych czynnikoéw klinicznych, czyli: stadium zaawansowania MTM i odpowiedz
na CHT.

Wykazano, ze sposrod wszystkich analizowanych parametrow (klinicznych
oraz immunohistochemicznych), niezalezny wplyw na EFS u dzieci z MTM
majg: ekspresja HIF-1a, odpowiedZ na CHT, ekspresja VEGF i CA IX (ta-
bela 17).

Tabela 17. Markery hipoksji i czynniki kliniczne wptywajace niezaleznie na EFS u dzieci z MTM
— wyniki analizy wieloczynnikowej

Table 17. Markers of hypoxia and clinical factors influencing independently the EFS of children
with STS — results of multivariate analysis

Ryzyko wzgledne HR
Bet
et Hazard Risk (HR) P
HIF-1a 0,866138 2,377710 0,008522
Odpowiedz na CHT
0,556368 1,744326 0,016915
Response to CHT
VEGF 2,203525 9,056880 0,033948
CAIX 0,857919 2,358249 0,037818
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4.9 Liczba markeréow ulegajacych jednoczesnej silnej ekspresji, a
wystepowanie wznowy nowotworu i prawdopodobienstwo S-letniego
EFS

W tabeli 18 przedstawiono odsetek chorych z silng tkankowg ekspresja kilku
markeréw jednocze$nie w podgrupach bez wznowy i ze wznowg MTM oraz
poréwnanie pomi¢dzy podgrupami.

Tabela 18. Odsetek chorych z silng ekspresja kilku markeréw jednocze$nie w podgrupach bez
wznowy i ze wznowg MTM oraz poréwnanie pomi¢dzy podgrupami

Table 18. The percentage of children with simultaneous high expression of several markers in
subgroups without relapse and with relapse and the comparison between the subgroups

. . B Bez wznowy Ze wznowa

Silna ekspresja markeréw X ;

High expression of markers Without relapse Pith relapse P

gh exp n=40 n=51

| mesw | 00w | ew
e Heo | s0sme | oo
CO;;&;;ZI;I;? 3 9 (23%) 43 (84%) 0,00000
coalzaljerzs;? 4 2 (5%) 36 (70,6%) 0,00000

Wykazano, ze podgrupy chorych bez wznowy i ze wznowg MTM réznity sie
W sposob istotny statystycznie pod wzgledem liczby markerow ulegajacych sil-
nej ekspresji w guzie przed leczeniem.

U ponad potowy chorych, ktorzy nie rozwingli wznowy choroby, stwierdzo-
no brak (u 15%) lub ekspresje tylko jednego badanego markera (40%). Nato-
miast w podgrupie chorych, u ktérych wystapita wznowa choroby, u wszystkich
pacjentow stwierdzono silng tkankowa ekspresje co najmniej dwoch sposrod
pieciu badanych markerow. W grupie ze wznowa statystycznie istotnie cze-
Sciej stwierdzano silng ekspresje co najmniej czterech badanych markeréw,
w porownaniu do grupy dzieci bez wznowy MTM (70,6% vs 5%,
p=0,00000). Z kolei w podgrupie chorych bez wznowy statystycznie znamiennie
czesciej stwierdzano silng ekspresje maksymalnie dwoch sposrod badanych
markerow (77,5% vs 15,7%, p=0,00000).

W tabeli 19 przedstawiono prawdopodobienstwo S-letniego EFS w zalezno-
sci od liczby markerow, ulegajacych silnej ekspresji w tkance nowotworowej.



Wyniki 91

Tabala 19. Prawdopodobienstwo 5-letniego EFS w zaleznosci od liczby markerow, ulegajacych
silnej ekspresji w tkance nowotworowej

Table 19. The probability of the 5-year EFS in relation to the number of analyzed markers with
high expression in the tumor tissue

P —
Liczba markeréw ulegajacych silnej ekspresji n ra;v:leotz(i): oobllze:;two
The number of markers with high tumor expression Probability of ti e 5-year EFS
maksymalnle 1 22 95,0+4,9%
maximum of 1
maksymalnie 2 39 74.4+7.4%
maximum of 2 o
co najmniej 3 0
at least 3 32 12 73.2%
co najmniej 4 o
at least 4 38 Lo

Na podstawie uzyskanych wynikow badan IHC i analiz statystycznych
stwierdzono, iz prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u dzieci z MTM zaleza-
lo w sposob istotny od liczby markerow, ulegajacych silnej ekspresji w
tkance guza. Im wiecej markerow wykazywatlo jednoczesnie silna ekspresje,
tym prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u pacjentéw bylo nizsze.

Stwierdzono, iz prawdopodobienstwo 5-letniego EFS bylo bardzo wysokie u
chorych, u ktoérych przeprowadzone badania IHC wykazaty silna ekspresje mak-
symalnie jednego sposrod badanych markerow (95,0+4,9%). Silna tkankowa
ekspresja maksymalnie dwoch sposrod badanych markerow wigzata si¢ z praw-
dopodobienstwem 5-letniego EFS wynoszacym 74,4+7,4%. Stwierdzenie silnej
ekspresji trzech 1 wigcej markerow (u 52 dzieci) oraz czterech i wigcej marke-
row (u 38 chorych) w sposdb znaczacy zwigkszalo ryzyko wystapienia wznowy
nowotworu. Prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u tych pacjentéw wynosito
jedynie 12,7+5,2% oraz 4,6+4,1%, odpowiednio.

4.9.1 Prawdopodobienstwo S5-letniego EFS w zaleznosci od liczby
markeréw sposréod HIF-la, VEGF i CA IX, ulegajacych silnej
ekspresji w tkance nowotworowej

Przeprowadzone i przedstawione wczesniej wyniki analizy wieloczynniko-

wej Coxa wykazaty, ze sposrod markeréw IHC niezalezny wplyw na EFS u

dzieci z MTM maja: ekspresja HIF-1a,, VEGF 1 CA IX. Dlatego przeanalizowa-

fam dodatkowo, czy prawdopodobienstwo S-letniego EFS zalezy od tego, ile

sposrod tych trzech markerow hipoksji ulega jednocze$nie silnej ekspresji w

tkance guza nowotworowego.

Stwierdzenie jednoczesnej silnej ekspresji HIF-1a, VEGF 1 CA IX w tkance
nowotworowej wiagzato si¢ z prawdopodobienstwem 5-letniego EFS wynosza-
cym 0%, czyli ze 100% ryzykiem wystapienia wznowy w ciagu 5 lat od rozpo-
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znania MTM. Przeciwnie, 11 dzieci, u ktérych nie wykryto silnej ekspresji zad-
nego z trzech wymienionych markeréw, miato prawdopodobienstwo 5-letniego
EFS = 100%. Prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u 17 pacjentow z silng eks-
presja jednego markera sposrod HIF-1a, CA IX i VEGF byto nadal wysokie i
wynosito 86,3+9,2%. Natomiast prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u dzieci z
silng ekspresja dwoch markerow wynosito jedynie 32,4+9,3%.

Wyniki analiz przedstawiono w tabeli 20.

Tabela 20. Prawdopodobienstwo 5-letniego EFS w zaleznosci od liczby markerow sposrod HIF-
la, VEGF i CA IX, ulegajacych silnej ekspresji w tkance nowotworowe;j

Table 20. The probabilities of 5-year EFS in relation to the number of markers from among HIF-
la, VEGF i CA IX with high tumor expression

Badane Liczba markerow ulegajacych

R b Prawdopodobienstwo
markery silnej ekspresji .
n S-letniego EFS
Analyzed Number of markers Probability of the 5-year EFS
markers with high tumor expression v Yy
brak silnej ekspresji markerow
. ; 11 100%
no high expression of any markers
1 marker
-+ 0,
HIF-1a, CA 1 marker 18 86,3+9,2%
IX, VEGF 2 markery 30 32.440.3%
2 markers
wszystkie 3 markery 32 0.040.0%

all 3 markers

4.10 Zwiazek ekspresji badanych marker6w hipoksji i indeksu Ki-67
z prawdopodobienstwem 5-letniego OS u dzieci z MTM

4.10.1 Ekspresja HIF-1a, GLUT-1, CA IX, VEGF i Ki-67,
a prawdopodobienstwo S-letniego OS

Na ryc. 35-39 przedstawiono krzywe OS i podano prawdopodobienstwa 5-
letnich OS dla podgrup chorych rézniacych sie stopniem ekspresji HIF-1a.,
GLUT-1, CA IX, VEGF oraz wartoscig indeksu Ki-67.
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Ryec. 35. Krzywe OS u dzieci z MTM w zaleznosci od stopnia ekspresji HIF-1o
(grupa badana N=91; p=0,00000)
prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentow ze stabg ekspresja HIF-1o (n=47) = 79,3+7,3%
prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentéw z silng ekspresjg HIF-1o (n=44) = 24,7+6,7%

Fig. 35. OS curves in children with STS in relation to the HIF-1 o tumor expression
(study group N=91; p=0,00000)
the probability of the 5-year OS in patients with low expression of HIF-1a (n=47) = 79,3+7,3%
the probability of the 5-year OS in patients with high expression of HIF-10 (n=44) = 24,7+6,7%
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Ryec. 36. Krzywe OS u dzieci z MTM w zaleznosci od stopnia ekspresji GLUT-1
(grupa badana N=91; p=0,00020)
prawdopodobienstwo S-letniego OS u pacjentéw ze staba ekspresja GLUT-1 (n=60) = 67,0+6,7%
prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentow z silng ekspresja GLUT-1 = 15,0+7,6%

Fig. 36. OS curves in children with STS in relation to the GLUT-1 tumor expression
(study group N=91; p=0,00020)
the probability of the 5-year OS in patients with low expression of GLUT-1 (n=60) = 67,0+6,7%
the probability of the 5-year OS in patients with high expression of GLUT-1 (n=31) = 15,0+7,6%
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Ryc. 37. Krzywe OS u dzieci z MTM w zalezno$ci od stopnia ekspresji CA IX
(grupa badana N=91; p=0,0000)
prawdopodobienstwo S-letniego OS u pacjentow ze stabg ekspresja CA IX (n=33)
=86,3+6,4%
prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentow z silng ekspresjg CA IX (n=58) = 25,14£6,8%

Fig. 37. OS curves in patients with STS in relation to the CA IX tumor expression
(study group N=91; p=0,0000)
the probability of the 5-year OS in patients with low expression of CA IX (n=33) = 86,3+6,4%
the probability of the 5-year OS in patients with high expression of CA IX (n=58) = 25,1+6,8%
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Ryec. 38. Krzywe OS u dzieci z MTM w zaleznosci od stopnia ekspresji VEGF
(grupa badana N=91; p=0,00023)
prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentéw ze staba ekspresja VEGF (n=19) = 100%
prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentéw z silng ekspresja VEGF (n=72) = 38,8+6,3%

Fig. 38. OS curves in children with STS in relation to the VEGF tumor expression
(study group N=91; p=0,00023)
the probability of the 5-year OS in patients with low expression of VEGF (n=19) = 100%
the probability of the 5-year OS in patients with high expression of VEGF (n=72) = 38,8+6,3%
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Ryec. 39. Krzywe OS u dzieci z MTM w zaleznosci od wartosci indeksu Ki-67 (IK67)
(grupa badana N=91; p=0,0460)
prawdopodobienstwo S-letniego OS u pacjentéw z wartoscia IK67 <30% (n=38) = 61,4+8,2%
prawdopodobienstwo 5-letniego OS u pacjentow z wartoscig IK67 >30% (n=53) = 38,2+7,9%

Fig. 39. OS curves in children with STS in relation to the IK67 value
(study group N=91; p=0,0460)
the probability of the 5-year OS in patients with IK67 <30% (n=38) = 61,4+£8,2%
the probability of the 5-year OS in patients with IK67 >30% (n=53) = 38,2+7,9%
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W analizie jednoczynnikowej wykazano, ze wszystkie badane markery
hipoksji oraz indeks Ki-67 wplywaja na OS u dzieci z rozpoznaniem MTM.
Réznice pomigdzy podgrupami chorych, roznigcych si¢ stopniem ekspresji ba-
danych markeréw hipoksji i indeksu Ki-67, byly statystycznie istotne w analizie
jednoczynnikowej (p<0,001 dla markeréw hipoksji i p<0,05 dla Ki-67). Najbar-
dziej wyrazne roznice w OS stwierdzono pomiedzy podgrupami chorych réznia-
cych si¢ stopniem ekspresji HIF-1a i CA IX, za$ najmniej wyrazne — w przy-
padku réznej wartosci indeksu Ki-67.

Pacjenci, u ktorych wykazano silng ekspresj¢ badanych markerow w guzie
pierwotnym, mieli statystycznie znamiennie nizsze prawdopodobienstwo 5-
letniego OS w poréwnaniu do chorych, nie wykazujacych silnej ekspresji po-
szczeg6lnych markerow. Najnizsze prawdopodobienstwo S-letniego OS stwier-
dzono u chorych z silng ekspresja GLUT-1 (jedynie 15,0+£7,6%), HIF-la
(24,7£6,7%) 1 CA IX (25,1+6,8%). Z kolei dzieci z MTM, u ktérych stwierdzo-
no jedynie stabg ekspresj¢ VEGF, miaty 100% prawdopodobienstwo 5-letniego
OS. W przypadku braku ekspresji CA IX i HIF-1a, prawdopodobienstwo 5-
letniego OS bylo nieco nizsze, ale nadal wysokie (86,3+6,4% i 79,3+7,3%; od-
powiednio).

4.10.2 Endogenne markery hipoksji wplywajgce niezaleznie na OS u dzieci
zMTM
W analizie wieloczynnikowej wykazano, ze sposSréd badanych markerow
hipoksji na OS u dzieci z MTM niezaleznie wplywaja: HIF-1a i CA IX. Wy-
niki tych analiz przedstawiono w tabeli 21.

Tabela 21. Wptyw ekspresji HIF-1ao i CA IX na OS u dzieci z MTM - wyniki analizy
wieloczynnikowej

Table 21. The influence of HIF-1a and CA IX expression on OS of children with STS — results of
multivariate analysis

Ryzyko wzgledne (HR)
Bet
o Hazard Risk (HR) P
HIF-1a. 2,134675 8,454302 0,000003
CA IX 1,039139 2,826782 0,000087

W kolejnym etapie wieloczynnikowej analizy Coxa, poza HIF-1a i CA IX,
uwzgledniono rowniez wptyw wczesniej zidentyfikowanych niezaleznych czyn-
nikow klinicznych, czyli: zajecie weztéw chionnych i odpowiedz na CHT.

Stwierdzono, ze wszystkie badane parametry (kliniczne i IHC) wplywa-
ja na OS, przy czym HIF-1a i CA IX niezaleznie (tabela 21). Oznacza to, ze
stwierdzenie silnej ekspresji HIF-1a i/lub CA IX w tkance guza u pacjenta z
MTM przed leczeniem moze stanowi¢ silniejszy negatywny czynnik progno-
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styczny co do przezycia chorego, niz dotychczas stosowane czynniki kliniczne,
na ktorych opiera si¢ stratyfikacja do grup ryzyka.

4.11 Liczba markeréw ulegajacych jednoczesnej silnej ekspresji, a
wystepowanie zgonu z progresji nowotworu i prawdopodobienstwo
S-letniego OS

Tabela 22 przedstawia odsetek chorych z silng tkankowsg ekspresja kilku
markeréw jednoczes$nie u pacjentow, ktorzy zyja choroby momencie analizy i
tych, ktorzy zmarli w wyniku progresji nowotworu oraz porownanie pomi¢dzy
podgrupami.

Tabela 22. Czgsto$¢ wystgpowania silnej jednoczesnej ekspresji kilku badanych markerow w
podgrupach chorych, ktorzy zyja w momencie analizy oraz tych, ktorzy zmarli w wyniku progresji
nowotworu, oraz poréwnanie pomiedzy podgrupami

Table 22. The frequency of the high simultaneous expression of several markers in subgroups of
children who are alive at the time of analysis and those who died of MTM progression, and the
comparison between the subgroups

Zyije Zgon z progresji
s dprefomarierin | R |
n=50 n=41
ot 1 22 (44%) 0% 00000
i 37 (74%) 245%) 100000

Wykazano, ze analizowane podgrupy chorych roéznity si¢ w sposob istotny
statystycznie pod wzgledem liczby markerow ulegajacych silnej ekspresji w
guzie przed leczeniem.

Wykazano, ze u wszystkich 41 pacjentéw, ktdrzy zmarli w wyniku progresji
choroby nowotworowej, stwierdzono silng tkankowa ekspresje co najmniej
dwéch sposrod pieciu badanych markeréw. U Zadnego z pacjentow z tej pod-
grupy nie stwierdzono w momencie diagnozy stabej ekspresji wszystkich pieciu
lub czterech z pigciu badanych markerow. U ponad 95% chorych, ktérzy
zmarli z PD, stwierdzono silng ekspresje trzech i wigcej sposréd badanych
markerow, za$ u ponad 80% pacjentow — ekspresje czterech i pieciu bada-
nych czynnikéow. Odsetki te byly statystycznie istotnie wyzsze, w porownaniu
do grupy dzieci, ktére pomyslnie zakonczyty leczenie onkologiczne
(p=0,00000).
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Z kolei w podgrupie chorych, ktorzy zyja bez oznak choroby statystycznie
znamiennie cze$ciej stwierdzano silng ekspresj¢ maksymalnie jednego (44%)
lub maksymalnie dwoch (74%) sposrdd pieciu badanych markerow. U 12%
dzieci, ktore zyja w momencie analizy, stwierdzono niewystepowanie silnej
ekspresji zadnego markera. Takiej sytuacji nie stwierdzono u zadnego sposrod
chorych, ktorzy zmarli z progresji nowotworu.

W tabeli 23 przedstawiono prawdopodobienstwo 5-letniego OS w zaleznos$ci
od liczby markerow, ulegajacych silnej ekspresji w tkance nowotworowe;.

Tabela 23. Prawdopodobienstwo 5-letniego OS w zaleznosci od liczby markeréw, ulegajacych
silnej ekspresji w tkance nowotworowej

Table 23. The probabilities of 5-year OS in relation to the number of markers, expressed highly in
the tumor

Prawdopodobienst
Liczba markerow ulegajacych silnej ekspresji n rav;' lz:)ri)ieoolglss "
The number of markers with high tumor expression Probability ofti e 5-year OS

maks.ymalnle 1 22 100%
maximum of 1
maksymalnie 2 39 93,9+4.,2%
maximum of 2 ' i
co najmniej 3 52 20,6+6,2%

at least 3 ' ’
co najmniej 4 9

at least 4 s 5.0%

Na podstawie uzyskanych wynikow badan IHC i analiz statystycznych
stwierdzono, iz prawdopodobienstwo S-letniego OS u dzieci z MTM zalezalo
w sposéb istotny od liczby markeréw, ulegajacych silnej ekspresji w tkance
guza. Im wiecej markeréw wykazywalo jednocze$nie silng ekspresje, tym
prawdopodobienstwo S-letniego OS u pacjentow bylo nizsze.

Stwierdzono, iz w analizowanej grupie chorych z MTM 100% prawdopodo-
bienstwo S-letniego OS mieli wszyscy, u ktorych wykryto silng ekspresje nie
wigcej niz jednego markera. Takich pacjentow byto 22:16 z silng ekspresja tylko
jednego markera i szescioro bez silnej ekspresji ktoregokolwiek z markerow.
Bardzo dobre rokowanie i prawdopodobienstwo 5-letniego OS przekraczajace
90% stwierdzono réowniez u dzieci, u ktorych wykazano silng ekspresje maksy-
malnie dwoch badanych markeréw. Natomiast u chorych, u ktérych stwierdzono
silng tkankowga ekspresje trzech i wiecej sposrdod badanych markeréw prawdo-
podobienstwo 5-letniego OS wynosito jedynie 20,6+6,2%. Stwierdzenie silnej
ekspresji czterech lub pigciu badanych markeréw w sposob znaczacy zwigkszato
ryzyko wystapienia niepowodzenia leczenia nowotworu. Prawdopodobienstwo
S-letniego OS u tych pacjentéw wynosito 8,5+5,6%.
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4.11.1 Prawdopodobienstwo 5-letniego OS w zalezno$ci od liczby
markerow sposréod HIF-1a i CA IX, ulegajacych silnej ekspresji w
tkance nowotworowej

Przeprowadzone 1 przedstawione wczesniej wyniki analizy wieloczynniko-

wej wykazaty, ze HIF-1ao i CA IX maja niezalezny wptyw na OS u dzieci z

MTM. Dlatego przeanalizowatam dodatkowo, czy prawdopodobiefistwo 5-

letniego OS zalezy od tego, ile sposrod tych dwoch markerow hipoksji ulega

silnej ekspresji w tkance guza nowotworowego. Wyniki analiz przedstawiono w
tabeli 24.

Tabela 24. Prawdopodobienstwo 5-letniego OS w zaleznosci od liczby markeréw sposréd HIF-1a
i CA IX, ulegajacych silnej ekspresji w tkance nowotworowej

Table 24. The probabilities of 5-year OS in relation to the number of markers from among HIF-1a.
and CA IX,with high tumor expression

Badane Liczba n}arlferow ulegajacych Prawdopodobieiistwo
markery silnej ekspresji R
. n 5-letniego OS
Analyzed Number of markers Probability of the 5-year OS
markers with high tumor expression v 4
brgk silnej eks.presp markerow 71 100%
no high expression of any markers
HIF-1a. i 1 marker o
CAIX 1 marker 38 65,0+8,8%
2 markery 33 7,1£4,8%
2 markers

Stwierdzenie jednoczesnej silnej ekspresji HIF-1a i CA IX wigzato si¢ z
bardzo niskim prawdopodobienstwem S-letniego OS (7,1+4,8%). Z kolei cho-
rzy, u ktorych nie wykazano silnej ekspresji ani HIF-1a., ani CA IX (n=21), mie-
li prawdopodobienstwo 5-letniego OS = 100%. Prawdopodobienstwo 5-letniego
OS u 38 dzieci z silng ekspresja albo HIF-1a, albo CA IX, bylo posrednie i wy-
nosito 65,0+8,8%.
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Celem pracy bylo okreslenie znaczenia ekspresji wybranych endogennych
markeréw hipoksji (HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF) oraz indeksu prolifera-
cyjnego Ki-67 w tkance nowotworowe]j pobranej od dzieci z MTM przed lecze-
niem onkologicznym w ocenie aktywnos$ci choroby i1 prognozowaniu jej prze-
biegu. Jest to pierwsza na $wiecie praca, analizujaca znaczenie markerow
hipoksji u dzieci z rozpoznaniem MTM i jedna z nielicznych, podejmujgca
ten temat u dzieci z choroba nowotworowa [54, 55, 56, 215]. Uzyskane wyni-
ki maja istotne znaczenie poznawcze, ale rowniez praktyczne, stanowigc zrodto
wiedzy na temat potencjalnych nowych markeréw prognostycznych u dzieci z
MTM. Stwierdzone w pracy powigzania, pomi¢dzy stopniem ekspresji endogen-
nych markeréow hipoksji, a agresywnoscig i przebiegiem MTM u dzieci moga
stanowi¢ asumpt do badan nad terapiami celowanymi skierowanymi przeciwko
HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF w tej grupie nowotworow.

Poza nowatorskim tematem, analizowanym w licznej grupie 91 chorych z
MTM, waznym i interesujagcym aspektem bylo wykorzystanie w metodyce ba-
dan mikromacierzy tkankowych TMA. To nowoczesne narzedzie, ktore umoz-
liwia zastgpienie konwencjonalnego uktadu ,,jeden skrawek guza — jeden przy-
padek” przez uklad, w ktérym na jednym skrawku parafinowym analizowaé
mozna wiele zmian jednoczesnie.

5.1 Mikromacierze tkankowe w poznawaniu nowych markerow
nowotworowych

W ostatnich latach badania z wykorzystaniem TMA stosowane sg coraz po-
wszechniej w diagnostyce molekularnej, umozliwiajac poznawanie nowych
prognostycznych markeréw w chorobach nowotworowych [33]. Technika TMA
pozwala na badanie zarowno tkanek, jak i kultur komoérkowych. Analizy marke-
row dokonywaé mozna na poziomie kwasow nukleinowych, badz — jak w obec-
nej pracy — na poziomie ekspresji bialek [33, 90]. Najczesciej stosowang metoda
diagnostyczng jest barwienie IHC. Inne techniki badawcze, jak fluorescencyjna
lub mRNA hybrydyzacja in situ, stosowane sg rzadziej.

Duza zaletg zastosowania TMA do badan diagnostycznych i naukowych jest
mozliwo$¢ naniesienia wielu probek tkankowych na jeden blok biorcy. Pozwala
to na porownywanie licznych probek z guzow podczas jednej oceny mikrosko-
powej, co znaczaco utatwia prace patologa — oszczgdzajac czas i zwiekszajac
obiektywizm oceny.

Niektorzy badacze podnosili problem koniecznosci zakupu drogiego sprzgtu
do produkcji mikromacierzy, co miato utrudnia¢ powszechne uzywanie tej tech-
niki badawczej w praktyce klinicznej. Dowiedziono jednak, iz zastosowanie
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TMA znacznie skraca czas przygotowania materiatu do badan i zmniejsza zuzy-
cie odczynnikdw, co w sumie obniza koszty analiz. Rowniez jednoczesne dia-
gnozowanie wielu probek zmniejsza catosciowe koszty badania, przy zachowa-
niu rzetelnos$ci 1 wiarygodnosci wynikow. W wielu pracach podkreslano, iz jed-
ng z wigkszych zalet TMA jest mozliwo$¢ standaryzacji metod barwienia IHC i
pozniejszej oceny wszystkich probek naniesionych na dany blok biorcy. Otrzy-
mane w ten sposob wyniki sg wiarygodne i powtarzalne, a duza liczba jednocza-
sowo analizowanych przypadkow umozliwia rzetelng analizg statystyczng [176,
229].

Mimo wielu zalet, TMA posiada rowniez pewne niedoskonatosci. Niektorzy
badacze uwazajg, ze maty rozmiar rdzeni tkankowych pobranych z blokow-
dawcoéw, moze by¢ wada, gdyz uniemozliwia on zobrazowanie profilu calej
tkanki z uwzglednieniem jej heterogennej budowy. Dotyczy to w szczegdlny
sposob tkanki nowotworowej, zawierajacej regiony o roznej aktywnosci prolife-
racyjnej, jak rowniez regiony apoptotyczne czy nekrotyczne. W tym aspekcie
niektorzy badacze uwazaja, ze nalezy bada¢ wigksza liczbe rdzeni pobieranych z
réoznych miejsc badanego guza (jego obrzeza, centrum i prawidtowej tkanki
marginesu). Podniostoby to wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikow, szczegodlnie
w przypadku tkanek o wysokim stopniu heterogennosci [14, 186, 232]. Dowie-
dziono jednak, ze istnieje duza i bardzo duza zgodno$¢, pomiedzy wynikami
ekspresji markerow badanych metoda TMA i uzyskanymi przy zastosowaniu
konwencjonalnej metody oceny catych skrawkow (whole sections, WS) [124,
133, 191]. Dowiedziono, ze TMA utworzone przy uzyciu igiet o Srednicy 0,6
mm s3 wystarczajagco wiarygodne i reprezentatywne [3, 85, 109]. W obecnej
pracy zastosowano pojedyncze rdzenie tkankowe o $rednicy 5 mm, czyli znacz-
nie wiekszej, niz w wigkszosci publikowanych prac badawczych. W sposob
istotny moze to poprawia¢ rzetelnos¢ prezentowanych wynikow, W obecnej
pracy zadbano réwniez o to, by kazdy rdzen pobrany byl ze $cisle okreslo-
nego miejsca guza nowotworowego, wybranego wczesniej przez doswiad-
czonego patologa. Do oceny ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF oraz
antygenu proliferacji Ki-67 wybrano obszary zlokalizowane w poblizu (ale
nie w obrebie!) obszaréw nekrotycznych, czyli regiony o potencjalnie naj-
wiekszej aktywnoS$ci proceséw adaptacji komoérek nowotworowych do hi-
poksji.

Badania przy uzyciu TMA umozliwiajg analize archiwalnych tkanek zato-
pionych w parafinie. Jest to zaleta tej metody, jednak rodzi si¢ pytanie, czy ar-
chiwalny materiat sprzed wielu dekad nadaje si¢ do prowadzenia wiarygodnych
badan ekspresji markerow biatkowych. W obecnej pracy najstarsze bloki-dawcy
pochodzity sprzed 23 lat. Badania Campa i wsp. wykazaty, ze wiekszo$¢ tkanek
nawet sprzed 50-70 lat jest odpowiedniej jakosci do prowadzenia badan THC.
Oczywiscie, zalezy to od wielu czynnikow, jak: sposob utrwalenia materiatu,
zatopienia w parafinie, przechowywania, a takze separacji antygenu [33]. W
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przedstawianej pracy, wstepnej analizie poddano material uzyskany z pierwot-
nych guzéw od 103 dzieci z rozpoznaniem MTM, leczonych w o$rodkach onko-
logii dziecigcej PPGLGL w latach 1992-2013. Po wstepnej ocenie histopatolo-
gicznej z badania wykluczono 12 przypadkéw z powodu niewystarczajacej jako-
$ci technicznej materialu tkankowego. Pozostate bloki tkankowe w ocenie do-
swiadczonego patologa nadawaty si¢ w petni do badan nad ekspresja HIF-1a,
GLUT-1, CA IX i VEGF oraz indeksu Ki-67, zarowno metoda WS, jak i TMA.

Biorac pod uwage powyzsze rozwazania, analizowane w niniejszej pracy
barwienia IHC na obecno$¢ markerow hipoksji 1 antygenu proliferacyjnego Ki-
67 przeprowadzono przy uzyciu techniki TMA. Poza etapami, wymagajacymi
specjalistycznej wiedzy histopatologicznej, wszystkie pozostale etapy pobie-
rania materialu z bloku-dawcy, a nastepnie tworzenia, krojenia i scalania
mikromacierzy (blokow-biorcéw) przeprowadzone zostaly przez dokto-
rantke we wspélpracy z do§wiadczonym patologiem.

5.2 Ekspresja HIF-1a, VEGF, GLUT-1 i CA IX w MTM u dzieci —
czestos¢ wystepowania i wzajemna korelacja pomiedzy markerami

Migsaki tkanek migkkich u dzieci stanowig ztozong i wcigz nie do konca po-
znang grupe ztosliwych nowotwordéw litych. Cho¢ wszystkie wywodza si¢ z
pierwotnej komorki mezenchymalnej, jednak ich pozniejsze roznicowanie spra-
wia, ze biologiczna aktywno$¢, przebieg kliniczny i rokowanie u poszczegol-
nych pacjentow sg odmienne. W ostatnich trzech dekadach, dzigki zastosowaniu
nowych metod operacyjnych i nowoczesnych technik RT oraz wielolekowej
CHT, odnotowano znaczacy postep w leczeniu MTM u dzieci. Wg danych IRS
IV, 5-letnie OS dla catej grupy MTM wzrosto z 25% w roku 1970 r. do 73% w
roku 2001 r. [117]. Poprawa wyleczalno§ci MTM u dzieci wynika w znacznej
mierze z coraz bardziej precyzyjnego dostosowania intensywnosci terapii onko-
logicznej do calego szeregu czynnikow prognostycznych, stwierdzanych u pa-
cjentow. Takie postgpowanie z jednej strony poprawia¢ ma wyniki leczenia, za$
z drugiej — minimalizowa¢ ryzyko wystgpienia powaznych powiklan, ktore u
dzieci w szczegoOlny sposob obnizajg jako$¢ zycia po chorobie.

Mimo postepu, rokowanie u dzieci z MTM w stadiach zaawansowanych jest
nadal niezadowalajace [115]. Dlatego od wielu lat nie ustajg proby poznania i
zastosowania w praktyce klinicznej nowych markeréw prognostycznych, kto-
rych ocena mogltaby pomodc scharakteryzowac biologiczng aktywnos¢ guza i
utatwi¢ podejmowanie decyzji terapeutycznych [168]. Niestety, w przeciwien-
stwie do kilku innych nowotworéw dzieciecych, MTM nie wydzielaja swoistych
biomarkerow, ktorych poziomy w ptynach ustrojowych korelowatyby z zaawan-
sowaniem, aktywnos$cig proliferacyjna i odpowiedzig na leczenie. Podjete dotad
prace badawcze, w tym np. badania nad znaczeniem surowiczych poziomow IL-
10 i IL-12 u dzieci z MTM, w ktorych uczestniczytam w latach 2011-2013, z
pewnoscia poszerzyly wiedze na temat biologii migsakow, jednak analizowane
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interleukiny nie zyskaty statusu markerow przydatnych w praktyce klinicznej
[15, 16].

Dlatego celem mojej obecnej pracy bylo poszukiwanie czynnikow ro-
kowniczych bardziej swoiScie i bezpoSrednio zwigzanych z aktywno$cia
proliferacyjna, odpowiedzia na CHT, przebiegiem i wynikiem leczenia dzie-
ciecych MTM. W pracy podjelam probe odpowiedzi na pytanie, czy takimi
czynnikami moglyby by¢ endogenne markery hipoksji: HIF-1a, GLUT-1,
CA IX i VEGF, oznaczane metodami IHC w tkance nowotworowej pobra-
nej przed rozpoczeciem leczenia onkologicznego.

Znaczenie procesow hipoksji 1 powigzanych z nig procesow adaptacyjnych,
takich jak: regulacja procesow zaleznych od glukozy, kontrola wewnatrzkomor-
kowego pH i indukcja angiogenezy, stanowi jeden z wiodacych tematow badan
naukowych podejmowanych w onkologii w ostatnich latach. Znakomita wigk-
szo$¢ opublikowanych analiz dotyczy pacjentdéw z nowotworami typowymi dla
wieku dorostego, takimi jak migdzy innymi: rak pecherza moczowego, piersi,
jelita grubego, watroby, jajnika, trzustki, prostaty, nerki i wiele innych [19, 122,
161, 182, 194, 222, 224, 248]. Czes¢ prac dotyczy chorych dorostych z rozpo-
znaniem migsakow tkanek migkkich 1 kosci [117, 157, 295, 207]. Jedynie kilka
doniesien poswigconych byto roli markeréw hipoksji w nowotworach u dzieci.
Dotyczyly one pacjentdw z rozpoznaniem guza Wilmsa, NBL, retinoblastoma,
osteosarcoma oraz niektorych guzow OUN [54, 55, 56, 111, 159, 180, 215]. Do
chwili obecnej w literaturze nie opublikowano wynikéw badan, dotyczacych
znaczenia markeréw hipoksji u dzieci z MTM.

W obecnej pracy badaniami objetam 91 dzieci (38 dziewczat i 53 chtopcow,
mediana wieku 105,7 miesigcy) z rozpoznaniem MTM. Wsréd badanych byto
66 pacjentow z RMS i1 25 z MPNST. To najliczniejsza grupa badana sposrod
dotychczas opublikowanych doniesien na temat roli markeréw hipoksji w
nowotworach u dzieci i jedna z bardziej licznych sposréd prac dotyczacych
znaczenia niedotlenienia w miesakach.

Analiza czesto$ci wystepowania ekspresji HIF-1a, VEGF, GLUT-1 i CA IX
w tkance nowotworowej pobranej przed leczeniem u dzieci z MTM wykazata
silna ekspresj¢e VEGF u prawie 80% pacjentow, CA IX — u 63,7%, HIF-1a
—u 48,3%, a GLUT-1 — u 34% chorych. Podobny odsetek komorek wykazuja-
cych silng immunoreaktywno$¢ CA IX stwierdzili w swej pracy Maseide i wsp.
[151], ktorzy badali archiwalne parafinowe skrawki z 47 guzéw uzyskanych od
chorych dorostych z rozleglymi, gteboko potozonymi MTM o wysokim stopniu
ztosliwosci histologicznej. Silng ekspresje HIF-lo u dzieci z osteosarcoma
stwierdzono w 35%, a VEGF — w 69% badanych guzéw [159]. Kubo i wsp.
[130] stwierdzili silng ekspresj¢ HIF-1a w 40% badanych wycinkow chondro-
sarcoma i w zadnym z wycinkoéw pobranych z fagodnych guzow chrzastki.

Najdoktadniej zbadanym markerem hipoksji jest VEGF, ktorego ekspresje
stwierdzono w wigkszosci ztosliwych nowotwordw litych. Obecnos¢ silnej im-
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munoreakcji VEGF w wielu przypadkach korelowata z gestoscig naczyn krwio-
nos$nych w guzie [72]. Wykazano jednak, ze odsetek komorek nowotworowych
z pozytywnym barwieniem IHC na obecno$¢ VEGF rdzni si¢ znacznie pomig-
dzy poszczegdlnymi typami guzéw. Rowniez poszczegodlne podtypy histolo-
giczne MTM u dorostych wykazywaly r6zng czgstos¢ wystgpowania silnej eks-
presji VEGF [177]. Podobne réznice — czasami bardzo znaczne - dotyczyty cze-
stosci wystgpowania silnej immunoreaktywnosci HIF-1a, GLUT-1 i CA IX w
roznych nowotworach. Moga one wynika¢ z odmiennej metodyki badan, a
zwlaszcza innych kryteridw uznawania przez patologa danego odczynu barwne-
go IHC za staby lub silny [155]. Niektorzy autorzy w metodyce badan postugi-
wali si¢ wylacznie kryterium odsetka komoérek nowotworowych, wykazujacych
ekspresje badanego markera, niezaleznie od jej intensywnosci [119, 152, 163].
Inni za silng ekspresj¢ markera uznawali wylacznie odczyny o duzej intensyw-
nosci barwnej, bez wzgledu na ich rozprzestrzenienie w badanej tkance [159,
209].

W obecnej pracy, dla maksymalnego zobiektywizowania uzyskiwanych
danych, postugiwalam si¢ wlasng skala, uwzgledniajaca zaréwno sile reakeji
barwnej, jak i odsetek immunopozytywnych komoérek. Na podstawie tych
dwéch parametrow ustalalam wspélczynnik ekspresji poszczegélnych
markerow hipoksji. Jego wartosé liczbowa wyznaczala ekspresje markeréow
jako staba lub silna.

Nieco podobng potilosciowa skale do oceny HIF-lo stosowali Shintani i
wsp. w MTM u pacjentow dorostych, Birner i wsp. u pacjentek z rakiem szyjki
macicy i1 Schindl i wsp. w raku piersi [20, 192, 207]. Ocena ekspresji HIF-1a i
VEGF u dzieci z guzem Wilmsa rowniez uwzgledniata zar6wno intensywnos¢
odczynu barwnego, jak i odsetek pozytywnych komoérek [111]. Natomiast Kim i
wsp. [119], w grupie 55 chorych dorostych z MTM za silng ekspresje HIF-1a
uznawali jedynie przypadki, w ktorych ekspresje markera stwierdzono w ponad
50% badanych komorek, za$ za silng ekspresje GLUT-1, CA IX i VEGF — juz
przypadki, w ktorych odsetek immunopozytywnych komorek w guzie przekra-
czal 10%. Nizsza czestos¢ wystepowania silnej ekspresji HIF-1o 1 wyzsza czg-
stos¢ CA IX i VEGF w moich badaniach w poréwnaniu do badan nad MTM u
dorostych moze wynika¢ z r6znej budowy histologicznej analizowanych guzow,
a tym samym — z innego nasilenia proceséw hipoksji i zaburzen metabolicznych
w guzie. W badaniu Kim i wsp. [119] byly to gléwnie migsaki o budowie /ipo-
sarcoma i fibrohistiocytoma malignum, za§ w moim materiale — RMS i MPNST.

W wigkszos$ci zbadanych przeze mnie guzow (93,4%) wykazatam silng eks-
presj¢ co najmniej jednego markera hipoksji. U ponad 40% chorych stwierdzi-
tam silna ekspresje az czterech lub pieciu markeréw jednoczesnie. U dzieci
z MTM wykazalam, ze wszystkie analizowane markery hipoksji wzajemnie
ze soba korelowaly dodatnio, co oznacza, ze staba lub silna ekspresja jedne-
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go markera zwiagzana byla — odpowiednio — ze slabg lub silng ekspresjg in-
nego.

W nowotworach u dzieci najczgsciej analizowano ekspresje¢ HIF-1o i CA
IX. U pacjentdw z retinoblastoma 1 NBL stwierdzono wysoki stopien ekspres;ji
obu markeréw w tkance nowotworowej oraz istotng dodatnig korelacj¢ pomie-
dzy nimi [55, 56, 215]. Natomiast analiza ekspresji tych markerow u dzieci z
guzem Wilmsa metoda PCR w pracy Dungwa i wsp. nie wykazala ich wzajem-
nej korelacji [54]. Rowniez u dzieci z cranioppharyngeoma nie stwierdzono
istotnej korelacji pomigdzy CA IX, VEGF i HIF-1a [180]. U dzieci i mtodych
dorostych z osteosarcoma silng immunoreaktywnos¢ HIF-la i VEGF stwier-
dzono u 37,5% 1 73% pacjentéw, odpowiednio. Markery te korelowaty z niekto-
rymi czynnikami prognostycznymi, jednak w pracy nie okreslono wzajemnej
korelacji pomigdzy samymi markerami [159].

W migsakach kosci i tkanek migkkich u chorych dorostych w wigkszosci
prac analizowano pojedyncze markery hipoksji. Dominowaty prace na temat
HIF-1a [95, 207, 243] i VEGF [40]. Dopiero Smeland 1 wsp. [209] podj¢li ba-
dania nad znaczeniem ekspresji trzech markerow hipoksji: HIF-1a, GLUT-1 i
CA IX, w wybranych podtypach MTM u dorostych. Stwierdzili oni, ze spos$rod
analizowanych markerow, jedynie GLUT-1 wykazywatl niezalezny wptyw na
przezycie wolne od choroby. W tym roku opublikowana zostala praca Kim i
wsp. [119], w ktdrej po raz pierwszy oceniano jednoczesng ekspresje wszystkich
glownych endogennych markerow hipoksji (HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF)
w MTM, wystepujacych u dorostych. Podobnie, jak w mojej pracy, autorzy
stwierdzili, ze badane markery wykazuja wzajemng istotna statystycznie dodat-
nig korelacje.

Wyniki te wskazuja na Scisle wzajemnie powigzania pomiedzy zjawiskiem
hipoksji, a procesami adaptacji do niej, zachodzace w obrebie tkanki nowotwo-
rowej. Wydaja si¢ one odzwierciedla¢ fakt, ze HIF-1a stanowi gtéwny czynnik
transkrypcyjny kaskady hipoksji, regulujacy ekspresje ponad 100 genow, kto-
rych produkty bialkowe sprzyjaja przystosowaniu komorek do niedotlenienia
[141, 154, 237]. W wyniku hipoksji panujacej w guzie nowotworowym, docho-
dzi do stalej przewlektej aktywacji HIF-1a, co w efekcie uruchamia szereg pro-
cesow ,.korzystnych” dla nowotworu, umozliwiajacych komérkom guza prze-
trwanie. Do najwazniejszych z nich naleza: neoangiogeneza, promowana gtow-
nie przez VEGF, uruchomienie beztlenowych przemian metabolicznych regulo-
wane m. innymi przez GLUT-1 i kontrola wewnatrzkomorkowego pH, za ktora
odpowiada CA IX [154]. Wymienione czynniki uwazane s3 obecnie za najwaz-
niejsze endogenne markery hipoksji, a ich tkankowa ekspresja w obrebie regio-
né6w niedotlenionych (lecz nie nekrotycznych) odzwierciedla aktywacje ztozo-
nych procesow zaleznych od hipoksji. Czesto wystepujaca silna ekspresja
HIF-1a, VEGF, GLUT-1 i CA IX i wzajemna dodatnia korelacja pomiedzy
tymi markerami w MTM u dzieci, potwierdza Scisle wspoélzaleznosci pomie-
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dzy procesami hipoksji, neoangiogenezy, regulacji przemian beztlenowych i
kontroli pH w komoérkach nowotworowych. Sugeruje tez istotna role tych
procesow w patogenezie miesakow u dzieci.

5.3 Korelacja pomiedzy ekspresja markerow hipoksji w MTM u dzieci,
a wartoS$cia indeksu Ki-67

W pracy przeanalizowatam zwiazek stopnia ekspresji endogennych marke-
row hipoksji z warto$cia indeksu proliferacyjnego Ki-67. W badanej grupie
dzieci z MTM stopien tkankowej ekspresji Ki-67 wahat si¢ od 3% do 80%, z
mediang 33%. Odsetek chorych z IK67 >30% (przyjetym za wysoki) wyniost
58,2%. W pracy wykazalam, iz poza CA IX, wszystkie pozostale markery
hipoksji w sposéb statystycznie istotny korelowaly dodatnio z wartoscia
IK67. Uzyskane wyniki wskazujg na zwigzek aktywacji procesow hipoksji i
adaptacji do niej z wyzsza aktywnoS$cig proliferacyjng MTM u dzieci. RoOw-
niez inni autorzy stwierdzili zwigzek pomigdzy silng ekspresja poszczegolnych
markeréw hipoksji, a wysoka ekspresja Ki-67 u chorych z rakiem trzustki, ja-
snokomérkowym rakiem nerki, niedrobnokomérkowym rakiem pluca oraz z
przerzutami niektorych rakow do OUN [9, 10, 11, 218]. W przeciwienstwie do
uzyskanych przeze mnie wynikéw, Kim i wsp. [119] wykazali, Ze silna ekspre-
sja CA IX i Ki-67 identyfikuje populacje komorek najlepiej przystosowanych do
niedotlenienia, aktywnie proliferujacych i opornych na terapie.

W ostatnich latach wykazano, iz niedotlenienie tkanki nowotworowe;j sta-
nowi gldéwny czynnik przyczynowy proliferacji, inwazji i przerzutowania guza.
W wyniku hipoksji cze$¢ niedotlenionych komorek nowotworowych obumiera,
jednak inne podlegaja wielu genetycznym i molekularnym zmianom adaptacyj-
nym, umozliwiajagcym ich przetrwanie w niesprzyjajacych warunkach [26, 227].
Pod wplywem hipoksji w obrebie rosnacego guza nowotworowego promowane
sa komorki z mutacja nowotworowych gendéw supresorowych [193, 238, 250],
aktywacjg licznych onkogenow [42, 110, 135] oraz wykazujace ekspresje czyn-
nikow wzrostu. Wszystkie te zjawiska promuja proliferacje komorek guza [89,
154, 178].

Aktywno$¢ proliferacyjng nowotwordéw okresla si¢ miedzy innymi przy po-
mocy stopnia ekspresji antygenu Ki-67, czyli indeksu proliferacyjnego 1K67.
Wprawdzie nie ustalono dotad wartosci 1IK67, ktéra w sposdb jednoznaczny
roznicowataby rozrosty o wysokiej i niskiej aktywnosci proliferacyjnej, ale w
wigkszosci nowotworow (MTM, guzy kosci, glejaki OUN, raki jajnika, nowo-
twory piersi i trzustki) odsetek komorek wykazujacych ekspresje antygenu Ki-67
korelowal dodatnio ze stopniem histologicznej ztosliwosci [5, 7, 108, 211, 221].

W MTM u pacjentéow dorostych wartos¢ indeksu Ki-67 korelowata dodatnio
z wielkoS$cia guza, stopniem martwicy i inwazji naczyniowej w guzie oraz obec-
noscig przerzutow odlegtych [44], a takze z prawdopodobienstwem EFS [32,
211]. U dzieci z MTM najwyzszy odsetek komodrek z pozytywnym barwieniem
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w kierunku Ki-67 wystepowal u dzieci z bardziej agresywnym i opornym na
CHT podtypem nowotworu. Warto$¢ indeksu Ki-67 korelowata tez z przezy-
ciem u pacjentdéw z RMS 1 MPNST [116, 233]. Hoos i1 wsp. [94] przeprowadzili
interesujace badania w dwoch identycznych pod wzglgdem czynnikow progno-
stycznych podgrupach chorych z doszczgtnie wycigtymi konczynowymi MTM o
wysokim stopniu histologicznej ztosliwosci. Badacze ci wykazali, iz wysoki
indeks proliferacyjny Ki-67 (podobnie, jak w mojej pracy za granicg¢ przyjeto
warto$¢ 30%) wystepowal znaczaco czesciej w podgrupie chorych, ktorzy zmar-
li z progresji choroby. Tym samym autorzy dowiedli, ze warto§¢ 1IK67 identyfi-
kuje podgrupe chorych z guzami o szczegdlnie agresywnym i ztosliwym fenoty-
pie.

54 Markery hipoksji a kliniczno-patologiczne czynniki prognostyczne
w MTM u dzieci

U dzieci z MTM dobér optymalnego leczenia i prognozowanie prawdopo-
dobienistwa EFS 1 OS opiera si¢ na obecnosci okreslonych kliniczno-
patologicznych czynnikdéw. Naleza do nich: podtyp histologiczny MTM, wiek
chorych, wielko$¢, inwazyjno$¢ i lokalizacja guza pierwotnego, stadium za-
awansowania choroby (w tym zaje¢cie weztéw chionnych i obecnos¢ przerzutow
odlegtych) oraz doszczegtnos¢ resekcji pierwotnej i/lub wtérnej nowotworu.
Réwniez odpowiedz na wstepna CHT stanowi istotny czynnik rokowniczy, de-
cydujacy o sposobie dalszego leczenia. Jednak stosowana w MTM u dzieci stra-
tyfikacja do grup ryzyka — cho¢ bardzo szczegoétowa — nie jest idealna. W prak-
tyce klinicznej nierzadko zdarzajg si¢ trudno$ci z ocena stadium TNM guza,
doszczetnosci PE czy stopnia regresji guza po wstepnej CHT. Niezwykle przy-
datne bytoby uzupemienie dotychczas uzywanych metod diagnostycznych przy
pomocy nowych nieinwazyjnych markeréw, ktorych oznaczanie w tkance nowo-
tworowej w momencie rozpoznania MTM u dzieci mogloby pomodc okresli¢
aktualng aktywnos¢ nowotworu i przyblizy¢ rokowanie.

Dlatego kolejnym etapem pracy byla préoba odpowiedzi na pytanie, czy
stopien ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF oraz warto$¢ 1K67 wy-
kazuja zwiazek z uzywanymi w praktyce kliniczno-patologicznymi czynni-
kami prognostycznymi w MTM u dzieci.

W badanej grupie dominowali chorzy w zaawansowanych stadiach choroby
(III i IV stadium — 83,5% chorych), u ktorych pierwotnie mozliwa byta jedynie
diagnostyczna biopsja guza (61,5%). U 67% chorych $rednica guza przekraczala
5 cm, u 84,6% guz byl inwazyjny i u 78% zlokalizowany w niekorzystnych ro-
kowniczo regionach. Wykazatam, ze u chorych z niekorzystnymi czynnikami
prognostycznymi istotnie czgsciej wystgpowala silna ekspresja markerow hipok-
sji. Pacjenci z bardziej zaawansowang choroba, a zwlaszcza w stadium przerzu-
towym, znaczaco czes$ciej wykazywali silng ekspresje HIF-1a, CA IX i Ki-67,
niz chorzy w niskich stadiach nowotworu. Stwierdzitam, ze im wyzsze bylo
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stadium choroby, tym silniejsza byla ekspresja HIF-1a, CA IX i Ki-67, jak
réwniez GLUT-1 i w mniejszym stopniu (p=0,0744) — VEGF. Chorzy z
przerzutami do wezléw chlonnych znaczaco czesciej wykazywali silng eks-
presje HIF-1a. U chorych w stadiach III i IV czeSciej wystepowala silna
ekspresja co najmniej trzech markerow hipoksji jednoczesnie.

W zdecydowanej wigkszosci opublikowanych badan, podobnie, jak w pro-
wadzonych przeze mnie, stwierdzono zwigzek pomiedzy silng ekspresjg marke-
row hipoksji, a obecno$cig czynnikow, §wiadczacych o wigkszym zaawansowa-
niu i agresywnos$ci nowotworow. Potwierdza to tezg, iz hipoksja w guzie nowo-
tworowym ma dwa oblicza — z jednej strony powoduje zahamowanie prolifera-
cji, réznicowanie i $mier¢ komorek nowotworowych, z drugiej za$ — na skutek
aktywacji licznych proceséw adaptacyjnych, jest podstawowym biologicznym
mechanizmem, powodujgcym wzrost i progresj¢ nowotworu [26, 227].

Indukowane przez HIF-1a zmiany w matrix mi¢dzykomoérkowym, ulatwiaja
inwazje 1 migracj¢ komorek nowotworu, co zwigksza ich potencjat przerzutowy
[66]. Rowniez aktywowanie przez HIF-1a neoangiogenezy sprzyja przedosta-
waniu si¢ komérek nowotworowych do krwiobiegu, co w konsekwencji prowa-
dzi do tworzenia przerzutéw [51]. Dowiedziono tego zarowno w badaniach do-
swiadczalnych in vitro, jak i klinicznych in vivo [32, 72, 185]. Jedng z pierw-
szych hipotez dotyczacych roli hipoksji w tworzeniu przerzutow odlegltych w
MTM przedstawit Brizel w 1996 roku. Wykazat on, ze u pacjentow dorostych z
rozpoznaniem zlokalizowanych MTM o wysokim stopniu zlosliwosci, ryzyko
rozsiewu guza korelowalo ze stopniem niedotlenienia w obrebie ogniska pier-
wotnego [27]. Silng ekspresje VEGF stwierdzano w wielu typach histologicz-
nych nowotworow i w wiekszosci z nich korelowata ona z istotnie wigksza cze-
stosciag wystgpowania przerzutow odlegtych [53, 169]. Yanagawa i wsp. [242]
stwierdzili rowniez, ze silna ekspresja VEGF-D istotnie nasila migracje komorek
wlokniakomigsaka przez Sciang naczyn limfatycznych, zwigkszajac ryzyko prze-
rzutow droga chtonng. Z kolei Liu i wsp. [143] potwierdzili, ze mechanizm two-
rzenia przerzutdéw w raku pluca zwiazany jest z interakcjg pomiedzy VEGF-A i
receptorem dla VEGF-1. Potwierdzeniem dla tych zjawisk byly wyniki badan
eksperymentalnych na modelach zwierzgcych, ktore pokazaty, ze blokowanie
funkcji VEGF hamuje wzrost i rozsiew migsakow [4, 119]. Obecnie w praktyce
klinicznej stosowana jest juz terapia celowana anty-VEGF u pacjentéw doro-
stych z MTM.

W mojej pracy obecno$¢ przerzutéw odleglych oraz zajecie wezlow
chlonnych w sposéb istotny statystycznie korelowaly z czestszym wystepo-
waniem HIF-la. Podobne wyniki uzyskali Mizobuchi i wsp. u pacjentow z
osteosarcoma. Wykazali oni istotny zwigzek pomiedzy silng ekspresjg HIF-1a i
sktonnoscia do tworzenia odleglych przerzutoéw. Ryzyko wystapienia przerzu-
tow byto ponad 4 x wyzsze u chorych z silng ekspresja HIF-10, niz u pacjentow
ze stabg tkankowsa ekspresjg tego markera [159]. Réwniez Pinato i wsp. [175]
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stwierdzili, ze ekspresja HIF-1a, obecno$¢ martwicy i1 inwazji naczyniowej byty
niezaleznymi czynnikami przewidujacymi wystapienie przerzutéw pheochromo-
cytoma.

U dzieci z NBL silna ekspresja HIF-1a korelowata pozytywnie z najwaz-
niejszymi klinicznymi czynnikami ztej prognozy, takimi jak: wyzsze stadia cho-
roby, wiek >18 miesigcy w momencie diagnozy i grupa wysokiego ryzyka [55].
Roéwniez silna ekspresja CA IX, cho¢ stwierdzana jedynie u 18% chorych, kore-
lowata znaczaco z wyzszym stadium nowotworu i grupg wysokiego ryzyka [56].
W przeciwienstwie do badan nad markerami hipoksji w NBL, nie stwierdzono
zwigzku pomigdzy silng ekspresjg HIF-1o i CA IX, a ktérymkolwiek z istotnych
klinicznie czynnikoéw prognostycznych u dzieci z guzem Wilmsa [54] oraz stop-
niem inwazji i zréznicowania retinoblastoma u dzieci [215].

W raku jelita grubego, pecherza moczowego i zotagdka wykazano istotng sta-
tystycznie korelacj¢ pomigdzy tkankowa ekspresjg GLUT-1, a wyzszym stadium
zaawansowania nowotworow [112, 188, 244]. U pacjentéw z chondrosarcoma
Boeuf i wsp. wykazali, ze ekspresja CA IX jest niezaleznym wskaznikiem prze-
widujacym przezycie wolne od przerzutéw [21]. Analizujac ekspresje HIF-1a.,
CA IX, GLUT-1 oraz VEGF w tkance nowotworowej pacjentow dorostych z
MTM, Kim i wsp. [119] stwierdzili, ze ekspresja wszystkich badanych marke-
row hipoksji korelowata z bardziej zaawansowanymi stadiami choroby. Jedno-
czes$nie autorzy nie stwierdzili istotnego zwigzku pomigdzy ekspresjag ww. mar-
kerow, a wielkoscig i1 lokalizacjg guza. Podobne wyniki uzyskatam w swojej
pracy, w ktorej nie wykazatam wspolzaleznosci pomiedzy stopniem ekspres;ji
HIF-1a, CA IX, GLUT-1 i VEGF, a wiekiem, picig, wielkoscig i inwazyjnoscia
guza pierwotnego.

Stwierdzitam natomiast istotny statystycznie zwigzek badanych markerow
hipoksji z podtypem histologicznym MTM. Pacjenci z MTM o niekorzystnej
histologii znaczaco czeSciej charakteryzowali sie¢ silng ekspresja HIF-1a,
VEGF i GLUT-1 w przeciwienstwie do pacjentow z histologia korzystna, u
ktérych dominowala jedynie slaba ekspresja tych markeréw. Najwyrazniej
zwigzek ten widaé¢ bylo u pacjentow z RMA, wykazujacych silng ekspresje
kazdego z analizowanych markerdéw hipoksji, czyli: HIF-1a, GLUT-1, CA
IX i VEGF, istotnie czeSciej, niz chorzy z RME. U pacjentow z histologia
niekorzystna istotnie czeSciej wystepowala réwniez silna ekspresja jedno-
czes$nie czterech lub pieciu badanych markeréw.

Opisane zjawiska $wiadczy¢ moga o tym, ze aktywacja procesow hipoks;ji i
adaptacji do niedotlenienia zachodzg szczegodlnie silnie w bardziej agresywnych
fenotypowo i genotypowo podtypach histologicznych MTM. Mozna wysunaé
rowniez inng hipoteze — iz guzy nowotworowe poddane przewlektej i/lub ostrej
przejsciowej hipoksji uruchamiaja liczne procesy przystosowawcze, ktore sprzy-
jaja nie tylko przezyciu komoérek nowotworowych, ale rowniez zmianie ich ge-
notypu i fenotypu na bardziej ztosliwy, inwazyjny i oporny na leczenie. U dzieci
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niekorzystna histologia migsaka, a zwlaszcza podtyp RMA, zwigzane sg z istot-
nie gorszym rokowaniem. Pacjenci z RMA prezentuja czg¢sto roOwniez inne nie-
korzystne czynniki prognostyczne, takie jak: niekorzystna lokalizacja, duze
rozmiary i inwazyjno$¢ guza pierwotnego i wczesne przerzuty do weztow
chlonnych i narzadow odlegtych. Z tego powodu wszyscy chorzy z RMA, nieza-
leznie od stadium zaawansowania nowotworu, kwalifikowani sg wg CWS-2006
do grupy wysokiego, a w przypadku zajecia weztow chlonnych — do grupy bar-
dzo wysokiego ryzyka. Stwierdzenie wystgpowania w tej grupie chorych istotnie
czestszej silnej ekspresji wszystkich endogennych markeréw hipoksji potwier-
dza istnienie zwigzku pomig¢dzy reprezentowanymi przez nie procesami, a na-
bywaniem przez nowotwor cech biologicznej ztosliwosci. Co ciekawe, w pracy
nie wykazalam korelacji pomiedzy niekorzystnym typem histologicznym
MTM oraz obecnoscia RMA, a warto$cig IK67.

Podobne obserwacje poczynili inni autorzy. Wiele danych wskazuje, ze hi-
stologiczna zto§liwos¢ guzow litych w duzej mierze zalezy od procesu nowo-
tworowej angiogenezy, ktorej nasilenie zwigzane jest $cisle, cho¢ nie wytacznie,
z procesami hipoksji 1 aktywacjg HIF-1a. Wykazano, Ze gestos¢ wystepowania i
rozleglos$¢ regionéw niedotlenienia, rdzni si¢ znaczaco nawet w nowotworach o
tej samej budowie histologicznej [227]. W opublikowanej niedawno pracy, Kim
i wsp. ujawnili istotne réznice w czgstosci wystepowania ekspresji HIF-1a,
GLUT-1, CA IX i VEGF pomiedzy ré6znymi podtypami MTM u pacjentéw do-
rostych. Najrzadziej ekspresje markerow hipoksji stwierdzano u chorych z lipo-
sarcoma, najczgsciej — z fibrohistiocytoma malignum i leiomyosarcoma. Istotne
bylo spostrzezenie, ze ekspresja HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF korelowata
dodatnio ze stopniem zr6éznicowania histologicznego MTM, niezaleznie od jego
podtypu histologicznego [119]. Younes i wsp. stwierdzili, ze silna ekspresja
GLUT-1 u chorych z rakiem pecherza $wiadczy o bardziej agresywnym poten-
cjale biologicznym guza [244]. Nadekspresj¢ HIF-1o. wykazano z kolei w nie-
ktérych zmianach przednowotworowych, w tym gruczolaku okreznicy, raku
przewodowym sutka i §rédnablonkowym raku prostaty, lecz nie w tagodnych
nowotworach piersi i macicy. W wielu nowotworach, w tym w raku piersi, cz¢-
stos¢ ekspresji HIF-1a byla istotnie wigksza w zmianach przerzutowych w sto-
sunku do guza pierwotnego [248]. U dzieci z NBL silna ekspresja HIF-1a oraz
CA IX korelowaly znamiennie z niekorzystnym prognostycznie podtypem histo-
logicznym 1 genetycznymi wskaznikami agresywnosci nowotworu, takimi jak:
amplifikacja onkogenu MYC-N i delecja 1p [55, 56].

Stwierdzong przeze mnie wyrazng roznice w nasileniu ekspresji markerow
hipoksji pomiedzy podtypami RME i RMA uwazam za niezwykle interesujacg i
wazng z klinicznego punktu widzenia. Istotne wydaje mi si¢ odkrycie, ze peche-
rzykowy podtyp RMS — tak r6zny od zarodkowego pod wzgledem genetycznym,
biologicznym i rokowniczym—- charakteryzuje si¢ statystycznie istotnie bardziej
nasilong aktywacja procesow hipoksji i adaptacji do niej. Z jednej strony po-
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twierdza to zwiazek tych proceséw z bardziej agresywnie przebiegajacymi
nowotworami, z drugiej — daje asumpt do podjecia prac nad zastosowaniem
terapii celowanych w Zle rokujacym podtypie histologicznym RMA.

5.5 Markery hipoksji i antygen Ki-67 a odpowiedZ na CHT

W wigkszo$ci przypadkow rozpoznanie MTM stawiane jest pézno, w za-
awansowanych stadiach, kiedy niemozliwa jest doszczetna nieokaleczajgca
pierwotna resekcja zmian nowotworowych. U tych chorych leczenie zaczyna si¢
od neo-adjuwantowej CHT i RT, ktora ma na celu zmniejszenie rozmiarow gu-
za. To z kolei u czgsci pacjentdow umozliwia przeprowadzenie radykalnej odro-
czonej resekcji guza, co znaczgco poprawia rokowanie. Rozwoj chemiooporno-
$ci przez komorki nowotworu stanowi jedng z zasadniczych przyczyn niepowo-
dzenia leczenia onkologicznego. W praktyce klinicznej niezwykle przydatna
bylaby mozliwos¢ przewidywania, ktorzy chorzy maja szanse odnies¢ korzysé z
agresywnej wielolekowej CHT, a u ktorych wrazliwos¢ na CHT i/lub RT bedzie
niewielka. Poza wrazliwoscig na CHT, wynikajaca z histologicznego podtypu
MTM, nieznane sg inne czynniki, umozliwiajace indywidualne prognozowanie
odpowiedzi na CHT.

Dlatego w swojej pracy postanowilam odpowiedzie¢ na pytanie, czy na
podstawie ekspresji markerow hipoksji i wartosci IK67 mozna przewidzieé¢
odpowiedz na CHT u dzieci z MTM. W tym celu przeanalizowalam zwigzek,
pomigdzy stopniem tkankowej ekspresji badanych markeréw, a odpowiedzia na
CHT po trzech pierwszych kursach leczenia u 72 chorych z makroskopowymi
pozostatosciami nowotworu po PE. Dobra odpowiedz na CHT odnotowatam u
52 z nich (72%), za$§ zta —u 20 (28%). Wykazatam, ze im silniejsza byla eks-
presja VEGF w tkance guza, tym stwierdzano gorsza odpowiedz na CHT i
odwrotnie — im slabsza ekspresja VEGF — tym lepsza byla reakcja na CHT
(r=0,26, p=0,0301). W przypadku CA IX oraz GLUT-1 réwniez obserwowano
bliskg statystycznej istotnosci dodatnia korelacjg, pomigdzy ekspresja markerow,
a uzyskiwang reakcja na CHT (p=0,0749 i p=0,0924, odpowiednio). Jednocze-
sna silna ekspresja VEGF, GLUT-1 i CA IX wystepowala u 55% chorych
zle reagujacych na CHT i tylko u 25% chorych reagujacych dobrze
(p=0,00937). Z kolei u dzieci z dobra odpowiedzig na CHT istotnie czesciej
stwierdzano brak ekspresji lub silng ekspresje tylko jednego z tych trzech marke-
row, co w grupie chorych reagujacych zle na CHT zaobserwowano tylko u 10%
dzieci. U chorych tych wykazano czestsze wystepowanie silnej ekspresji
czterech lub wszystkich pieciu badanych markeréw.

Schwarz jako pierwszy zauwazyl, iz prawidlowo utlenowane komorki skory
sa bardziej wrazliwe na promieniowanie, niz komoérki hipoksyczne [196]. Z
kolei Thomlinson i Gray stwierdzili, ze hipoksja jest cecha charakterystyczna
komoérek nowotworowych i przyczynia si¢ do powstawania opornosci na pro-
mieniowanie [225]. Wyr6zniono w nowotworze cztery subpopulacje komorek o
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ré6znym stopniu utlenowania — od prawidtowego (>10% tlenu) po gteboko niedo-
tlenione, o utlenowaniu okoto 0,1%. Eksperymentalne badania wykazaly, Ze
frakcja komorek w stanie posredniej hipoksji, o parcjalnym cisnieniu O, w gra-
nicach 0,5-20 mmHg, moze powodowa¢ wigksza promieniooporno$é, niz frakcja
komorek bedacych w chronicznej hipoksji [67]. Komoérki czgsciowo niedotle-
nowane, obecne w strefie przejsciowej, pomigdzy komorkami martwiczymi, a
komoérkami w pelni zaopatrzonymi w tlen, adaptujg si¢ do niedoboru O,, wsku-
tek czego powstaje wyselekcjonowany klon komdrkowy ze zmienionym meta-
bolizmem i utrwalonymi zmianami genetycznymi [228]. W efekcie komorki te
nabywaja bardziej ztosliwego fenotypu i staja si¢ oporne na CHT i1 RT, co po-
garsza wyniki leczenia. Stwierdzono réwniez, ze wznowy nowotworu sg bar-
dziej odporne na niedotlenienie niz komorki guza pierwotnego, co przejawia si¢
zwykle mniejszg wrazliwos$cig nawrotdow nowotworu na leczenie onkologiczne.
Mniejsza wrazliwos¢ komorek nowotworowych na RT wynika mi¢dzy innymi z
faktu, iz w napromienianej tkance dochodzi do obnizenia powstawania reaktyw-
nych form tlenu. Natomiast zmniejszona wrazliwo$¢ na CHT wigze si¢ z ograni-
czong penetracja leku do regiondw stabo unaczynionych, indukowaniem opor-
nosci wielolekowej 1 stabszym dziataniem wybranych lekow cytostatycznych w
warunkach niedotlenienia [30]. W efekcie hipoksja — zamiast uszkadza¢ komor-
ki nowotworowe — promuje ich przezycie, aktywng proliferacj¢ i opornos¢ na
leczenie [48].

Badania Sullivana i wsp. [216] na liniach komorkowych raka piersi 1 jelita
grubego wykazaly, ze niedotlenienie powoduje opornos¢ na dzialanie antracy-
klin, etopozydu i mitoksantronu. Ustalono, iz oporno$¢ ta byta promowana przez
HIF-1a i wigzala si¢ z hamowaniem wywotanego przez cytostatyki procesu
starzenia si¢ komorek. Potwierdzeniem znaczenia HIF-1oo w promowaniu proce-
sOW opornos$ci na cytostatyki jest mozliwos¢ ich odwrocenia w wyniku zastoso-
wania inhibitoréw HIF-1a [42, 119, 189]. Otwiera to nowe mozliwosci terapii w
szczegolnie opornych na CHT guzach, ich wznowach i przerzutach.

Niewiele wiadomo na temat wptywu hipoksji na odpowiedz na CHT w no-
wotworach u dzieci. Hussein i wsp. [98] stwierdzili, ze przedluzona hipoksja
prowadzi do zmniejszenia apoptozy wywotanej przez winkrystyne i etopozyd w
liniach komorkowych NBL: SH-EP1 i SH-SYSY. Ani krotkotrwata, ani przedtu-
zona hipoksja nie wplywala na odpowiedz komoérek na cisplatynge. Wykazano
rowniez, iz zahamowanie HIF-1a moze stanowi¢ obiecujaca metodg przetama-
nia opornos$ci na cytostatyki w tym nowotworze. Podobne wyniki prac doswiad-
czalnych nad chemiooporno$cig komorek chtoniaka u dzieci opublikowali Her-
nandez-Luna i wsp. [91]. Wykazali oni, iz ekspresja bialek antyapoptotycznych,
takich jak Bcl-xl, regulowana jest poprzez HIF-1a i jednoczesna nadekspresja
obu biatek moze spowodowac opornos¢ na chemioterapi¢. Zahamowanie aktyw-
nosci HIF-1o. wywotywato obnizenie ekspresji Bel-x1, co korelowato z uwrazli-
wieniem komorek nowotworowych na leki chemioterapeutyczne.
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Prac klinicznych, analizujacych prognostyczng warto§¢ markerow hipoksji w
przewidywaniu odpowiedzi na CHT jest niewiele. Tylko jedna z nich dotyczy
pacjentow z MTM. W tym roku Kim i wsp. [119] opublikowali jako pierwsi na
$wiecie badania nad znaczeniem ekspresji markerow hipoksji u pacjentow doro-
stych z MTM, otrzymujacych CHT. Badacze wykazali, ze nadekspresja HIF-1a
jest niezaleznym czynnikiem, przewidujgcym staba odpowiedz na CHT w tej
grupie chorych. W moich badaniach przeprowadzonych u dzieci z MTM nie
potwierdzitam niezaleznej roli HIF-1a w prognozowaniu reakcji na CHT, nato-
miast rol¢ taka petnit VEGF 1 w mniejszym stopniu — CA IX i GLUT-1. Pomi-
mo wielu publikacji na temat roli VEGF w progresji nowotworow, tylko poje-
dyncze prace oceniajg zwigzek VEGF z odpowiedzig na CHT. W metaanalizie
wynikow dotychczas opublikowanych prac na temat roli VEGF u pacjentow z
osteosarcoma wykazano, ze marker ten nie odgrywa roli w przewidywaniu efek-
tu neo-adjuvantowej CHT w tym nowotworze [87]. Natomiast u chorych z ra-
kiem jajnika VEGF okazal si¢ niezaleznym czynnikiem prognostycznym dla
odpowiedzi na CHT opartg na zwigzkach platyny [153, 208]. Tsai i wsp. [226]
zaobserwowali, ze staba ekspresja VEGF u chorych z przerzutowym rakiem
jelita grubego stanowi dobry czynnik prognostyczny dla odpowiedzi na CHT
pierwszej linii (FOLFIRI plus bevacizumab). Réwniez u pacjentek z rakiem
piersi dowiedziono, iz na podstawie silnej ekspresji VEGF mozliwa jest identy-
fikacja podgrupy chorych o bardzo ztym rokowaniu i opornosci na konwencjo-
nalng CHT, ktore moga odnies¢ korzys¢ z terapii antyangiogennej [74]. Z kolei
silna ekspresja GLUT-1 byla niezaleznym czynnikiem prognostycznym odpo-
wiedzi na CHT u pacjentek z zaawansowanym rakiem jajnika [35], a silna eks-
presja CA IX zwigzana byla z niepowodzeniem RT u pacjentéw z rakiem glowy
1 szyi [127]. U chorych z rakiem piersi ekspresja CA IX i HIF-1a wigzata si¢ z
gorsza odpowiedzig na skojarzong terapi¢ z zastosowaniem cytostatykow i ta-
moksyfenu [735. Wykazano, ze im ekspresja HIF-1a byta silniejsza, tym gorsza
reakcje na leczenie stwierdzano u chorych. Jedyne przypadki catkowitej histopa-
tologicznej odpowiedzi na CHT stwierdzono u pacjentek nie wykazujacych eks-
presji HIF-1a w guzie pierwotnym [75].

Wyniki badan uzyskanych przeze mnie w obecnej pracy wskazuja, ze sto-
pien ekspresji wybranych markerow hipoksji w guzie nowotworowym
przed zastosowaniem CHT moze stanowi¢ obiecujacy czynnik prognozujacy
chemiowrazliwo$¢ migsakéw. W przypadku MTM u dzieci, uwazam, ze istotne
byloby podjecie badan w bardziej jednorodnej histologicznie grupie — np. w
podtypie pecherzykowym RMS, w ktorym odpowiedz na leczenie chemiczne
jest niepewna. W przysztosci planuj¢ opracowanie tego zagadnienia.

5.6 Markery hipoksji i IK67 a przebieg i wynik leczenia MTM u dzieci

Wystapienie wznowy lub progresji nowotworu, pomimo aktywnie prowa-
dzonego leczenia onkologicznego, stanowi gléwna przyczyne niepowodzenia
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terapii u dzieci z MTM. W badanej przeze mnie grupie wznowa choroby (w
wigkszosci lokalna) wystapita u 51 chorych (56%). W catej grupie badanej zyje
50 chorych (54,9%), podczas gdy 41 zmarto w wyniku progresji MTM. Prawdo-
podobienstwo 5-letniego EFS w grupie badanej wynosito 37,4+5,6%, za$ 5-
letniego OS — 48,8+5,9%. Na podstawie przeprowadzonych analiz statystycz-
nych ustalitam, ze do czynnikéw kliniczno-patologicznych, wptywajacych nie-
zaleznie na EFS nalezaty: stadium zaawansowania i odpowiedz na CHT, za$ na
OS — zajecie weztow chtonnych i odpowiedz na CHT.

Jednym z celéw mojej pracy bylo zbadanie, czy stopien ekspresji mar-
kerow hipoksji oraz antygenu Ki-67 okreslone metodami IHC w guzie no-
wotworowym przed leczeniem wykazujgq zwiazek z EFS i OS uzyskanym
przez dzieci z MTM.

5.6.1 Wplyw badanych markeréw na EFS

W analizie jednoczynnikowej wykazalam, Ze ekspresja wszystkich ba-
danych markerow hipoksji (lecz nie IK67), w sposob statystycznie znamien-
ny wplywala na prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u dzieci z MTM
(p<0,001). Najnizsze prawdopodobienstwo 5-letniego EFS stwierdzitam u dzie-
ci, u ktorych w tkance guza wykryto silng ekspresje GLUT-1 (7,445,0%) i HIF-
la (13,345,3%). Z kolei chorzy, u ktoérych nie stwierdzono silnej immunoreak-
tywnosci VEGF, mieli najwyzsze prawdopodobienstwo 5-letniego EFS, wyno-
szace 92,3+7,4%. Wyniki analizy wieloczynnikowej wykazaty, iz ekspresja
HIF-1a, VEGF i CA IX, obok odpowiedzi na CHT, mialy niezalezny wplyw
na EFS u dzieci z MTM.

U wszystkich pacjentow, u ktorych wystapita wznowa nowotworu, stwier-
dzitam silng tkankowga ekspresje co najmniej dwoch badanych markeréw. Brak
ekspresji markerow hipoksji stwierdzano wylacznie w podgrupie chorych bez
wznowy MTM. W grupie ze wznowa MTM istotnie czg$ciej obecna byla silna
ekspresja co najmniej czterech badanych markeréw, w poréwnaniu do dzieci bez
wznowy. Okazato si¢, ze im wiecej markerow wykazywalo jednocze$nie silng
ekspresje w tkance MTM przed leczeniem, tym prawdopodobienstwo 5-
letniego EFS u pacjentéw bylo nizsze. U chorych, u ktorych nie wykryto silnej
ekspresji zadnego z badanych markeréw lub ekspresje maksymalnie jednego
markera prawdopodobienstwo 5-letniego EFS wynosito 100% i 95,0+4,9%,
odpowiednio. Stwierdzenie silnej ekspresji trzech i wiecej markerow (u 52 dzie-
ci) oraz czterech i wiecej markerow (u 38 chorych) w sposob znaczacy zwigk-
szato ryzyko wystgpienia wznowy nowotworu. Prawdopodobienstwo 5-letniego
EFS u tych pacjentdow wynosito jedynie 12,7+5,2% oraz 4,6+4,1%, odpowied-
nio. Stwierdzitam réwniez, iz jednoczesna silna ekspresja czynnikéw nieza-
leznie wplywajacych na EFS, czyli: HIF-1a, VEGF i CA IX, wigzala si¢ z
pewnym wystapieniem wznowy w ciggu S lat od rozpoznania. Przeciwnie,
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prawdopodobienstwo 5-letniego EFS u dzieci, u ktérych nie wykryto silnej eks-
presji zadnego z trzech wymienionych markerow wyniosto 100%.

5.6.2 Wplyw badanych markeréw na OS

Przeprowadzone przeze mnie analizy statystyczne potwierdzily, ze silna
ekspresja wszystkich markeréw hipoksji oraz wysoki IK67 wplywaly nega-
tywnie na OS u dzieci z rozpoznaniem MTM. Najnizsze prawdopodobienstwo
S-letniego OS stwierdzono u chorych z silng ekspresja GLUT-1 (jedynie
15,0+7,6%), HIF-1a (24,7+6,7%) i CA IX (25,146,8%). Z kolei dzieci z MTM,
u ktorych stwierdzono jedynie staba ekspresje VEGF, miaty 100%-towe praw-
dopodobienstwo 5-letniego OS.

W analizie wieloczynnikowej wykazalam, Ze spo$rod badanych marke-
réw hipoksji na OS u dzieci z MTM niezaleznie wplywaly: HIF-1a i CA IX.
Markery te pozostaty niezalezne rowniez po uwzglednieniu wptywu na OS zaje-
cia weztow chtonnych i odpowiedzi na CHT. Oznacza to, ze stwierdzenie silnej
ekspresji HIF-1o i/lub CA IX w tkance guza u pacjenta z MTM przed leczeniem
moze by¢ silniejszym negatywnym czynnikiem prognostycznym co do przezy-
cia, niz dotychczas stosowane kliniczno-patologiczne czynniki, na ktoérych opie-
ra si¢ stratyfikacja chorych do wyzszych grup ryzyka. Chorzy z jednoczesna
silng ekspresja HIF-1a i CA IX w guzie mieli bardzo niskie prawdopodo-
bienstwo S-letniego OS (7,1+4,8%). Z kolei chorzy, u ktérych nie wykazano
silnej ekspresji ani HIF-1a, ani CA IX, mieli prawdopodobienstwo 5-letniego
OS = 100%. Prawdopodobienstwo 5-letniego OS u dzieci z silng ekspresja albo
HIF-1a, albo CA IX, bylo posrednie i wynosito 65,0+8,8%.

Na podstawie uzyskanych wynikow badan IHC 1 analiz statystycznych
stwierdzitam réwniez, iz prawdopodobienstwo 5-letniego OS u dzieci z MTM
zalezatlo w sposdb istotny od liczby markerow, ulegajacych silnej ekspresji w
tkance guza. W analizowanej grupie Zyja wszyscy chorzy, u ktérych wykryto
silng ekspresj¢ nie wiecej niz jednego markera. Bardzo dobre rokowanie i
prawdopodobienstwo 5-letniego OS przekraczajace 90% stwierdzitam rowniez u
dzieci, u ktorych wystgpowata silna ekspresja maksymalnie dwdch markerow.
Natomiast stwierdzenie silnej ekspresji czterech lub pieciu badanych mar-
ker6w w sposob znaczacy zwigkszalo ryzyko wystapienia niepowodzenia
leczenia nowotworu. Prawdopodobienstwo S-letniego OS u tych pacjentow
wynosilo jedynie 8,5+5,6%.

Wyniki moich badan sa zbiezne z wynikami uzyskanymi przez innych auto-
row, badajacych znaczenie ekspresji markerow hipoksji w przewidywaniu ryzy-
ka wystapienia wznowy oraz zgonu z progresji nowotworu. W réznych typach
nowotworow ztosliwych potwierdzono niezalezny wptyw silnej tkankowej eks-
presji poszczegdlnych markerow hipoksji na gorszy EFS i OS chorych. Kilka
interesujacych badan dotyczyto pacjentéw dorostych z MTM. Badania przepro-
wadzone w duzej grupie MTM o wysokim stopniu ztos§liwosci wykazaty, iz
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przezycie calkowite bylo znaczaco krotsze w przypadku obecnej ekspresji CA
IX w tkance nowotworowej [151]. Shintani i wsp., analizujac 49 guzdéw z grupy
MTM dowiedli, ze silna i umiarkowana ekspresja HIF-1a zwigzane byly nieza-
leznie z krétszym przezyciem chorych [207]. Podobne wyniki, dokumentujace
zwigzek silnej ekspresji HIF-1a oraz CA IX z krotszym OS i przezyciem wol-
nym od progresji u chorych z MTM, przedstawili ostatnio Kim i wsp. [119].
Wykazali oni, iz HIF-la jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym dla
przezycia u pacjentow z MTM. Silna ekspresja HIF-1a korelowala tez z gor-
szym catkowitym przezyciem chorych z rakiem szyjki macicy, ptuc, jelita gru-
bego i endometrium [62, 123, 138, 198]. W zaawansowanych nowotworach
glowy 1 szyi ekspresja HIF-1a i CA IX nie miata istotnego wplywu na przezycie
chorych, zarbwno w analizie jedno-, jak i wieloczynnikowej. Jednak OS pacjen-
tow z silng ekspresja jednego lub obu markerow byto o ok. 2 lata krotsze, niz OS
pacjentow ze stabg ekspresjg HIF-1o i/lub CA IX [107].

W wielu nowotworach dowiedziono, ze silna ekspresja VEGF wigze si¢ z
wigkszym ryzykiem wystgpienia odleglych przerzutow oraz istotnie gorszym
przezyciem calkowitym [53, 169]. U chorych z rakiem piersi osiem z dziewigciu
retrospektywnych badan podsumowanych przez Gaspariniego i wsp. [74] wyka-
zalty, ze silna ekspresja VEGF zwigzana byla istotnie statystycznie z gorszym
EFS, OS lub oboma parametrami. Pacjentki z rakiem piersi we wczesnych sta-
diach zaawansowania, wykazujace silng ekspresj¢ VEGF, miaty istotnie wyzsze
ryzyko wznowy i/lub zgonu, niz chore z guzami o stabym nasileniu angiogene-
zy. U pacjentdw z osteosarcoma z silna ekspresja VEGF stwierdzono korelacje¢ z
gorszym EFS 1 OS [114, 217]. Prognostyczne znaczenie silnej ekspresji GLUT-1
wykazano w wielu typach nowotworow ztosliwych, takich jak: osteosarcoma,
rak przewodow zotciowych, rak zotadka, jamy ustnej i jajnika [12, 60, 102, 129,
199]. Minami i wsp. [158] przeprowadzili badania nad znaczeniem prognostycz-
nym p53, Ki-67, VEGF oraz GLUT-1 u chorych z doszczgtnie usunigtym rakiem
ptuc. Na podstawie analizy jednoczynnikowej wptyw na przezycie miatly: eks-
presja GLUT-1 oraz VEGF. Natomiast w analizie wieloczynnikowej czynnikiem
prognostycznym dla przezycia pozostal GLUT-1 [158]. Znaczenie prognostycz-
ne GLUT-1 zostato udokumentowane rowniez u chorych z migsakami kosci oraz
tkanek miekkich. U pacjentow z nadekspresja GLUT-1 prawdopodobienstwo 5-
letniego przezycia byto znacznie mniejsze, niz u chorych ze stabg ekspresja tego
markera [63]. Smeland i wsp. przeanalizowali ekspresj¢ HIF-lo, HIF-2a,
GLUT-1 1 CA IX w 206 migsakach o budowie nie-GIST. W analizie wieloczyn-
nikowej silna ekspresja GLUT-1 okazata sie niezaleznym negatywnym czynni-
kiem prognostycznym dla przezycia [209].

U dzieci z chorobg nowotworowa wptyw markeréw hipoksji na EFS i OS
wykazano w przypadku NBL. Silna ekspresja HIF-1a i CA IX wigzata si¢ z
gorszym EFS i OS chorych, co wykazano w sposéb istotny w analizie jedno-
czynnikowej, jednak po uwzglednieniu grupy wysokiego ryzyka, znaczenie
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markerow hipoksji tracito istotno$¢ statystyczng [55, 56]. U dzieci z MTM
przedstawione przeze mnie wyniki analizy wieloczynnikowej Coxa wykazaty, ze
silna ekspresja HIF-1a,, VEGF i CA IX, obok zlej odpowiedzi na CHT, wigzala
si¢ niezaleznie z wigkszym ryzykiem wystgpienia wznowy choroby. Z kolei
silna ekspresja HIF-1a i CA IX okazala si¢ by¢ niezaleznym czynnikiem nega-
tywnej prognozy co do OS u dzieci z MTM.

Uzyskane wyniki potwierdzajg istotng rol¢ procesow niedotlenienia i uru-
chamianych przez HIF-1a procesow przystosowania do hipoksji w migsakach u
dzieci. Stwierdzenie metodami IHC silnej ekspresji markerow hipoksji w tkance
nowotworowej moze wskazywac na agresywny fenotyp guza, wigzac si¢ z jego
oporno$cig na CHT, ale rowniez — w sposdb niezalezny od innych czynnikoéw
prognostycznych — przewidywac przebieg choroby i ostateczny wynik leczenia.
Markery hipoksji u dzieci z MTM moga sta¢ si¢ rowniez obiecujgcymi celami
dla nowych metod terapeutycznych.

5.7 Terapie hamujace ekspresje markeréw hipoksji

Dazeniem wspotczesnej onkologii jest zastosowanie jak najbardziej zindy-
widualizowanej terapii przeciwnowotworowej — skutecznej i jednocze$nie obar-
czonej jak najmniejszym ryzykiem wystgpienia dziatan niepozadanych. Taka
strategia postgpowania ma szczegdlne znaczenie w przypadku dzieci, u ktérych
wszystkie typy nowotwordw przebiegaja agresywnie i wymagaja intensywnej
wielomodalne;j terapii, mogacej powodowac¢ liczne powiktania i skutki uboczne.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan wykazaty po raz pierwszy, iz
w znacznym odsetku MTM u dzieci stwierdza si¢ silng ekspresje HIF-1a,
GLUT-1, CA IX i VEGF. Co wigcej, czestos¢ silnej ekspresji markerow hipoksji
jest wigksza u chorych z bardziej zaawansowanymi 1 gorzej rokujacymi guzami.
Uzyskane dane mogg stanowi¢ uzasadnienie podjecia badan nad zastosowa-
niem lekow i substancji blokujacych poszczegolne markery hipoksji u dzieci
z MTM. W przysziosci zastgpienie i/lub skojarzenie klasycznych schematéw
leczniczych stosowanych w praktyce klinicznej z terapia celowana, hamujaca
poszczegolne markery hipoksji na réznych etapach ich dziatania, mogloby przy-
nies¢ obiecujace efekty.

W praktyce klinicznej od kilku lat stosowana jest antyangiogenna terapia ce-
lowana, ktora opiera si¢ gldwnie na inhibitorach czynnikéw proangiogennych i
ich receptorow, zlokalizowanych w komoérkach nowotworowych i nowopowsta-
lych naczyniach guza. Przykladem jest bevacizumab, monoklonalne przeciwcia-
fo przeciw VEGF, uzywane w skojarzeniu z klasyczna CHT u chorych doro-
stych z rozsianymi postaciami m.in. raka jelita grubego, raka nerki, piersi czy
szyjki macicy [23]. U dzieci bevacizumab i inne przeciwciala monoklonalne
skierowane przeciwko czynnikom proangiogennym nie sg jeszcze stosowane w
ramach standardowych protokotow terapeutycznych. Ich uzycie w wybranych
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sytuacjach klinicznych u dzieci wymaga zgody Komisji Bioetycznej, gdyz lek
ten dotychczas nie zostat zarejestrowany do stosowania ponizej 18 roku zycia.

Efekty prowadzonych badan eksperymentalnych nad znaczeniem hipoksji w
rozwoju, progresji i opornosci nowotworéow na CHT i RT zachecajg do poszu-
kiwania nowych czastek molekularnych, ktéore moglyby modulowac¢ stan hipok-
sji w tkance nowotworowej. Uwaza si¢, ze zahamowanie markerow hipoksji
moze przyczyni¢ si¢ do poprawy chemio- i promieniowrazliwos$ci guzow, a jed-
noczesne stosowanie inhibitoréw markerow hipoksji wraz z RT i/lub CHT moze
przynies¢ poprawe wynikow leczenia przeciwnowotworowego [17]. HIF-la
jako nadrzedny czynnik kaskady hipoksji wydaje si¢ by¢ szczeg6lnie obiecujg-
cym markerem dla terapii celowanej. Wykazano w badaniach eksperymental-
nych, ze HIF-1lo mozna hamowac¢ poprzez wptyw na jego syntezg, wigzanie z
DNA i aktywno$¢ translacyjng, ubikwitynizacje i proteasomalny rozpad zalezny
od pVHL oraz dimeryzacje podjednostek a1 3 [157, 235].

Okazuje si¢, ze wsrdd zwiazkow, hamujgcych HIF-1a sg znane i stosowane
juz w terapii onkologicznej leki, takie jak: antracykliny (doksorubicyna, dauno-
rubicyna), blokujace wigzanie HIF-1ao z DNA [137] oraz winkrystyna i topote-
can, hamujace synteze HIF-1a [47]. Coraz powszechniej stosowane sg rowniez
w onkologii rapamycyna i everolimus, ktore hamujg synteze HIF-1a [148].

Obecnie w fazie badan przedklinicznych jest wiele innych zwigzkow, majg-
cych hamowac¢ ekspresje HIF-1a w komorkach nowotworowych. Naleza do nich
m. innymi inhibitory Hsp90, np. antybiotyk geldanamycyna (GA) i jej analogi
(17-AAG, 17-DMAG), ktore zwiekszaja degradacje biatka HIF-1o. Badania nad
zastosowaniem GA w raku nerki [100], a jej analogow w raku prostaty i raku
piersi, wydawatly si¢ obiecujgce, jednak leczenie obarczone byto duzg toksycz-
noscig [160, 166]. Innym zwiazkiem, ktory wptywa na degradacj¢ HIF-1a jest
EZN-2968. Badania na modelach zwierzecych i I faza badan klinicznych u cho-
rych z zaawansowanymi guzami litymi wykazaty, Ze jest on bezpieczny, jednak
potrzebne jest wigcej danych potwierdzajacych skutecznos¢ leku [81]. Kolejnym
punktem uchwytu funkeji HIF-1a jest jego aktywnos¢ transkrypcyjna, na ktora
wpltywaja: bortezomib, vorinostat, LAQ824 i FK228 [61, 106, 206]. Do substan-
cji hamujacych ekspresje HIF-1a oraz VEGF zalicza si¢ wortmannine (inhibitor
kinazy 3-fosfatydyloinozytolu), zwigzek PD098059 (inhibitor kinazy MEK 1 —
aktywowanej mitogenami) oraz wspomniang wczesniej rapamycyne [247]. Pro-
blemem klinicznym jest konieczno$¢ zastosowania bardzo wysokich stezen
omowionych inhibitorow, co stawia pod znakiem zapytania ich przydatnosé
kliniczna, ze wzgledu na mozliwe powazne efekty uboczne takiego leczenia.

Oprocz badan nad inhibitorami HIF-1a, prowadzone sa réwniez prace nad
skutecznoscia inhibitorow pozostalych markeréw hipoksji, w tym CA IX. Do-
stepne sg wyniki zaawansowanych badan klinicznych, dotyczacych zastosowa-
nia przeciwcial monoklonalnych, ktére w r6znym mechanizmie miatyby rozpo-



Dyskusja 121

znawac 1 niszczy¢ komorki nowotworowe z ekspresja CA IX [6, 181]. Poza
badaniami nad immunoterapig, trwaja obecnie przedkliniczne do$wiadczenia
nad metodami zahamowania aktywno$ci enzymatycznej CA IX [52, 81].

W ostatnich latach rowniez GLUT-1 stat si¢ celem terapii przeciwnowotwo-
rowej, cho¢ liczba doniesien na ten temat jest jeszcze niewielka. Pojedyncze
badania nad analogiem glukozy — 2-deoksy-D-glukozg (2-DG) — prowadzone na
liniach komorkowych osteosarcoma i raka ptuca wykazaty, iz rownoczesne za-
stosowanie 2-DG z adriamycyng lub paklitakselem skuteczniej redukuje mase
guza, niz kazdy z cytostatykow osobno [150]. Atutem 2-DG moze by¢ doustna
droga podania oraz dobra jego tolerancja. W badaniach I i II fazy u chorych z
glejakami ztosliwymi zastosowano 2-DG oraz RT nie obserwujac zwigkszonej
toksycznosci [59, 86, 179].

Dostepne obecnie dane na temat potencjalnego zastosowania terapii celowa-
nej, skierowanej przeciwko markerom hipoksji dowodza, iz ma ona wigkszg sku-
teczno$¢ na wezesnych etapach leczenia, w mniej zaawansowanych stadiach cho-
roby [138]. Wyniki mojej pracy wykazaty, iz silna ekspresja HIF-1a, GLUT-1,
VEGF i CA IX czg¢sciej spotykana jest w guzach o wigkszym zaawansowaniu,
czyli w fazie nieoperacyjnej i/lub rozsianej. Zatem wykrycie silnej ekspres;ji
markerow hipoksji w tkance nowotworowej u chorych w stadium zlokalizowa-
nym, moze $wiadczy¢ o bardziej ztosliwym potencjale guza. Mogtoby to stano-
wi¢ podstawe do zastosowania wybranej terapii celowanej. Natomiast u pacjen-
tow z przerzutami odleglymi zastosowanie terapii celowanej w skojarzeniu z
klasycznymi metodami terapeutycznymi mogloby spowolni¢ przebieg choroby i
wydhuzy¢ okres przezycia chorych.
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Badania ostatnich lat wykazuja, Zze hipoksja stanowi jedng z cech charaktery-
stycznych niemal wszystkich nowotwordéw litych. W jej wyniku dochodzi do
aktywacji HIF-1a i uruchomienia szeregu procesow adaptacyjnych, umozliwia-
jacych komoérkom guza przetrwanie niesprzyjajacych warunkéw. Do najwaz-
niejszych z tych procesOw naleza: neoangiogeneza, beztlenowe przemiany me-
taboliczne i utrzymanie wewnatrzkomorkowego pH. Za ich regulacje odpowie-
dzialne sg gléwnie: VEGF, GLUT-1 i CA IX, uwazane obecnie wraz z HIF-1a
za najwazniejsze endogenne markery hipoksji. Waznym odkryciem byto powia-
zanie aktywacji tych markerow z hamowaniem apoptozy i aktywacja procesow
opornosci wielolekowej oraz proliferacji, inwazyjnosci i przerzutowania nowo-
tworu.

Znaczenie procesOw hipoksji i powigzanych z nig proceséw adaptacyjnych,
stanowilo jeden z wiodacych tematow badan naukowych podejmowanych w
onkologii w ostatnich latach. W wielu typach nowotworow ztosliwych stwier-
dzono istotny statystycznie zwigzek tkankowej ekspresji markerow hipoksji z
obecnoscig niekorzystnych rokowniczo czynnikow kliniczno-patologicznych,
opornoscig na CHT, wigkszym ryzykiem wystapienia wznowy i krétszym OS.

W obecnej pracy po raz pierwszy na $wiecie podjeto problem znaczenia eks-
presji endogennych markerow hipoksji u dzieci z MTM. Wysunigto hipoteze, iz
stopien nasilenia ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF w tkance nowo-
tworowej MTM u dzieci przed rozpoczgciem leczenia onkologicznego moze
korelowa¢ z aktywnoscig proliferacyjng MTM, mierzong wartoscig indeksu Ki-
67, odpowiedzig na CHT, przebiegiem choroby i wynikiem leczenia.

Badania immunoreaktywnosci HIF-1a,, GLUT-1, CA IX i VEGF oraz Ki-67
przeprowadzono w archiwalnej tkance nowotworowej, pobranej od 91 dzieci z
MTM przed leczeniem onkologicznym. To najliczniejsza grupa badana sposrod
dotychczas opublikowanych doniesien na temat roli markerow hipoksji w nowo-
tworach u dzieci i jedna z bardziej licznych sposrod prac dotyczacych znaczenia
niedotlenienia w mi¢sakach.

Waznym i interesujgcym aspektem bylo wykorzystanie w metodyce badan
mikromacierzy tkankowych. To nowoczesne narzedzie, ktore umozliwia zasta-
pienie konwencjonalnego uktadu ,,jeden skrawek guza — jeden przypadek™ przez
uktad, w ktorym na jednym skrawku parafinowym analizowa¢ mozna wiele
zmian jednocze$nie. Jako autorka niniejszej pracy aktywnie uczestniczytam we
wszystkich etapach pozyskiwania i przygotowywania materialu do badan, w tym
w tworzeniu mikromacierzy tkankowych i ocenie odczynow IHC. Dla maksy-
malnego zobiektywizowania uzyskiwanych danych IHC, w badaniu postugiwa-
no si¢ wlasna skalg, uwzgledniajacag zaréwno site reakcji barwnej, jak i odsetek
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immunopozytywnych komoérek. Na podstawie tych dwoch parametréw ustalano
wspotczynnik ekspresji poszczegdlnych markerow hipoksji. Jego wartos¢
liczbowa wyznaczata ekspresj¢ markeréw jako staba lub silna, co poddawane
byto analizom statystycznym.

Uzyskane w pracy wyniki umozliwity potwierdzenie wysunigtej hipotezy
badawcze;j.

W tkance nowotworowej MTM silng ekspresje HIF-la stwierdzono w
48,3% guzow, GLUT-1 — w 34%, CA IX —w 63,7% 1 VEGF — w 79%. W ponad
90% guzoéw wykazano silng ekspresje co najmniej jednego markera hipoksji, a w
ponad 40% — co najmniej czterech jednoczesnie. Wszystkie analizowane marke-
ry hipoksji wzajemnie ze soba korelowaly dodatnio w sposob statystycznie
istotny. Wyniki te wskazujg na $ciste wzajemne powigzania pomigdzy zjawi-
skiem hipoksji, a procesami adaptacji do niej, zachodzace w obrebie tkanki no-
wotworowej. Moze to wskazywaé na istotng rolg¢ tych procesdéw w patogenezie
mi¢sakow u dzieci.

W pracy wykazano rowniez, ze poza CA IX, wszystkie badane markery hi-
poksji w sposob statystycznie istotny korelowaty dodatnio z wartoscig indeksu
proliferacyjnego Ki-67 (IK67). Indeks ten uwazany jest za wyznacznik aktyw-
nosci proliferacyjnej r6znych nowotwordw, w tym MTM u dorostych i dzieci. W
badanej grupie stopien tkankowej ekspresji Ki-67 >30% (przyjety za wysoki)
obecny byt u 58,2% chorych. Uzyskane wyniki wskazuja na zwigzek aktywacji
procesow hipoksji i adaptacji do niej z wyzsza aktywnoscia proliferacyjng dzie-
cigcych MTM.

Przeprowadzone w pracy analizy dowiodtly, ze u chorych z niekorzystnymi
czynnikami prognostycznymi istotnie cze$ciej wystepowala silna ekspresja en-
dogennych markeréw hipoksji. Im wyzsze bylo stadium choroby, tym silniejsza
ekspresja HIF-1a, CA IX i Ki-67, jak réwniez GLUT-1 i w mniejszym stopniu
VEGF. Chorzy z przerzutami do weziow chionnych i narzadow odlegtych zna-
czaco czesciej wykazywali silng ekspresje HIF-1a.. U chorych w stadiach III i
IV dominowata silna ekspresja co najmniej trzech markeréw hipoksji jednocze-
$nie. Nie wykazano wspotzaleznosci, pomigdzy stopniem ekspresji HIF-1a, CA
IX, GLUT-1 i VEGF, a wiekiem, plcia, wielko$cig i inwazyjnoscig guza pier-
wotnego. Statystycznie istotny byt natomiast zwigzek badanych markerow hi-
poksji z podtypem histologicznym MTM. Pacjenci z MTM o niekorzystnej hi-
stologii znaczaco czgsciej charakteryzowali si¢ silng ekspresja HIF-1a, VEGF i
GLUT-1, w przeciwienstwie do pacjentow z histologig korzystna, u ktoérych
dominowata jedynie staba ekspresja tych markerow. Pacjenci z RMA istotnie
czegsciej, niz chorzy z RME, wykazywali silng ekspresje wszystkich analizowa-
nych markeréw hipoksji. U pacjentéw z histologia niekorzystng istotnie czesciej
wystepowata réwniez silna ekspresja jednoczesnie czterech lub pieciu badanych
markerdéw. Opisane zjawiska §wiadczy¢ moga o tym, ze aktywacja proceséw
hipoksji i proceséw adaptacji do niedotlenienia zachodzi szczegolnie silnie w
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bardziej agresywnych fenotypowo i genotypowo podtypach histologicznych
MTM. W pracy nie wykazano jednak korelacji, pomi¢dzy niekorzystnym typem
histologicznym MTM oraz podtypem RMA, a wyzszg wartoscia IK67. Nie wy-
kazano réwniez wspotzaleznosci, pomigdzy stopniem ekspresji HIF-1a, CA IX,
GLUT-1 i VEGF, a wiekiem, plcig, wielkos$cig i inwazyjno$cig guza pierwotne-
go. Stwierdzona wyrazna roznica w nasileniu ekspresji markeréw hipoksji po-
mi¢dzy podtypami RME i RMA jest niezwykle interesujaca z klinicznego punk-
tu widzenia. Istotne wydaje si¢ odkrycie, ze niekorzystnie rokujacy pecherzyko-
wy podtyp RMS charakteryzuje si¢ statystycznie istotnie bardziej nasilong akty-
wacjg procesow hipoksji i adaptacji do niej.

W praktyce klinicznej niezwykle przydatna bytaby mozliwos¢ przewidywa-
nia, ktorzy chorzy maja szanse¢ odnie$¢ korzyS¢ z agresywnej wielolekowej
CHT, a u ktorych wrazliwo$¢ na CHT bedzie niewielka. Uzyskane wyniki do-
wiodty, ze stopien ekspresji markeréw hipoksji w guzie nowotworowym przed
zastosowaniem CHT moze stanowi¢ obiecujacy czynnik prognozujacy chemio-
wrazliwo$¢ migsakow. Im silniejsza byta ekspresja VEGF, a takze CA IX oraz
GLUT-1 w tkance guza, tym gorszg stwierdzano odpowiedz na CHT. Jednocze-
sna silna ekspresja VEGF, CA IX 1 GLUT-1 wystepowata dwukrotnie czgsciej u
chorych Zle reagujacych na CHT w poréwnaniu do chorych reagujacych dobrze.
U chorych ze ztg reakcjg na CHT istotnie czg$ciej stwierdzano silna ekspresje
czterech lub wszystkich pigciu badanych markerow. Biorac pod uwage roznice
w ekspresji endogennych markeréw hipoksji w réznych podtypach MTM u
dzieci, a zwlaszcza w RME i RMA, istotne byloby podj¢cie badan w bardziej
jednorodnej histologicznie grupie, np. w podtypie pecherzykowym RMS, w
ktérym odpowiedz na leczenie chemiczne jest trudna do przewidzenia.

Przeprowadzone badania wykazaty rdwniez, ze na podstawie stopnia immu-
noreaktywnosci markeréw hipoksji w guzie nowotworowym przed leczeniem
przewidzie¢ mozna EFS i OS u dzieci z MTM. Wyniki analizy wieloczynniko-
wej wykazaty, iz ekspresja HIF-1a, VEGF i CA IX, obok odpowiedzi na CHT,
mialy niezalezny wplyw na EFS, za$§ ekspresja HIF-1a i CA IX — niezalezny
wplyw na OS. Oznacza to, ze stwierdzenie silnej ekspresji HIF-1a i/lub CA IX
w tkance guza u pacjenta z MTM przed leczeniem moze by¢ silniejszym nega-
tywnym czynnikiem prognostycznym co do przezycia catkowitego, niz dotych-
czas stosowane kliniczno-patologiczne czynniki, na ktorych opiera si¢ stratyfi-
kacja chorych do wyzszych grup ryzyka.

Najnizsze prawdopodobienstwo 5-letniego EFS oraz 5-letniego OS stwier-
dzono u dzieci z silng ekspresjg GLUT-1 i HIF-1a, za$ najwyzsze — u chorych, u
ktorych nie stwierdzono silnej immunoreaktywnosci VEGF. Im wiecej marke-
row wykazywato jednoczesnie silng ekspresje w tkance MTM przed leczeniem,
tym prawdopodobienstwo 5-letniego EFS oraz 5-letniego OS u pacjentéw byto
nizsze. Brak ekspresji markeréw hipoksji stwierdzano wytacznie w podgrupie
chorych bez wznowy MTM oraz w podgrupie pacjentow, ktorzy zyja w momen-
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cie analizy. U tych chorych prawdopodobienstwo 5-letniego EFS oraz 5-letniego
OS wynosito 100%. U dzieci ze wznowg oraz chorych, ktorzy zmarli z progres;ji
choroby istotnie czesciej obecna byta silna ekspresja czterech 1 wigcej badanych
markerow, a prawdopodobienstwo 5-letniego EFS i OS wynosito: 4,6+4,1%
oraz 8,5+5,6%, odpowiednio.

Wyniki przedstawionych w pracy badan potwierdzajg istotng rol¢ proceséw
niedotlenienia i uruchamianych przez HIF-la procesow przystosowania do hi-
poksji w migsakach u dzieci. Stwierdzenie metodami IHC silnej ekspresji endo-
gennych markeréw hipoksji w tkance nowotworowej moze wskazywaé na agre-
sywny fenotyp guza, wigza¢ si¢ z jego opornoscig na CHT, ale réwniez — w
sposob niezalezny od innych czynnikdéw prognostycznych — przewidywacé nieko-
rzystny przebieg choroby i niepowodzenie leczenia. Uzyskane wyniki majg
istotne znaczenie poznawcze, ale rowniez praktyczne, stanowigc zrodlo wiedzy
na temat potencjalnych nowych markeréw prognostycznych oraz potencjalnych
celow dla nowych terapii u dzieci z MTM. Ze wzgledu na stwierdzone réznice w
ekspresji endogennych markerow hipoksji u dzieci z RME 1 RMA, zasadne by-
loby przeprowadzenie poszerzonych badan poréwnawczych w wymienionych
podtypach RMS u dzieci.
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Czestos¢ wystepowania silnej ekspresji poszczegolnych markerow hipoksji
w MTM u dzieci byla rozna (HIF-1a — 48,3%, GLUT-1 — 34%, CA IX —
63,7% 1 VEGF — 79%), jednak wszystkie badane markery korelowaty ze so-
ba dodatnio w sposob statystycznie znamienny.

Poza CA IX, tkankowa ekspresja wszystkich badanych markeréw hipoksji
wykazywala istotng statystycznie dodatnig korelacje z warto$cig indeksu Ki-
67.

U chorych z niekorzystng histologia MTM 1 podtypem pecherzykowym
RMS istotnie czesciej stwierdzano silng ekspresje endogennych markerdéw
hipoksji, za$ u pacjentow w wysokich stadiach zaawansowania choroby —
silng ekspresje markerow hipoksji 1 wysoki IK67.

Silna tkankowa ekspresja VEGF, CA IX i GLUT-1, szczego6lnie jesli wyste-
powala jednoczesnie, stanowila czynnik przewidujacy zta odpowiedZ na
CHT u dzieci z MTM.

W badanej grupie dzieci z MTM niezalezny wptyw na EFS miaty: ekspresja
HIF-1a, odpowiedz na CHT, ekspresja VEGF i CA IX, natomiast niezalez-
ny wptyw na OS — ekspresja HIF-1a i CA IX.

Jednoczesna silna ekspresja co najmniej czterech sposrdd pigciu badanych
markerdw charakteryzowala guzy o niekorzystnej histologii i wyzszym za-
awansowaniu klinicznym oraz stanowila czynnik prognostyczny wystgpienia
ztej odpowiedzi na CHT, wznowy i zgonu z progresji choroby nowotworo-
wej.
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9 STRESZCZENIE

W toku ewolucji organizmy wielokomérkowe uzaleznity si¢ od O, i ich
prawidtowe funkcjonowanie zalezne jest od jego niezaburzonej dostawy i wia-
sciwego stezenia. Niezaleznie od przyczyny i postaci, tkankowy niedobor O,,
zwany hipoksja, stanowi jeden z najgrozniejszych czynnikow, zaburzajacych
funkcje komorek.

Badania ostatnich lat wykazuja, Zze hipoksja stanowi jedng z cech charaktery-
stycznych niemal wszystkich nowotworow litych. Wywotana jest ona gltéwnie
przez niedostateczny dowoz O, i substancji odzywczych przez nieprawidtowe
naczynia krwiono$ne powstate na drodze neoangiogenezy w szybko proliferuja-
cej tkance. Dodatkowo, w rosngcym guzie wzrasta aktywno$¢ metaboliczna,
zwigksza si¢ zuzycie O, przez szybko dzielgce si¢ komorki, a w otaczajgcym
srodowisku spada pH.

W warunkach hipoksji dochodzi do znaczacego wzrostu aktywnosci czynni-
ka indukowanego przez hipoksje¢ (HIF-1a), najwazniejszego endogennego czyn-
nika regulujacego odpowiedz komoérki nowotworowej na zmniejszony dostep
0,. Uruchamia on szereg procesow ,.korzystnych” dla nowotworu, umozliwiaja-
cych komorkom guza przetrwanie. Do proceséw tych naleza m. in.: neoangioge-
neza, uruchomienie beztlenowych przemian metabolicznych i utrzymanie we-
wnatrzkomoérkowego pH, za ktore odpowiedzialne s3, odpowiednio: naczynio-
wo-§rodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF), transporter glukozy 1 (GLUT-1) i
anhydroza weglanowa IX (CA IX). Biatka te uwazane sg wraz z HIF-1a, za
najwazniejsze endogenne markery hipoksji. Waznym odkryciem bylo powiagza-
nie aktywacji tych markeréw z procesami promujgcymi progresje nowotworu,
takimi jak: hamowanie apoptozy komorek nowotworowych, aktywacja proce-
sow oporno$ci wielolekowej oraz proliferacji, inwazyjnosci 1 przerzutowania
nowotworu.

Znaczenie hipoksji i endogennych jej markerow stanowi jeden z wiodacych
tematéw badan naukowych ostatnich lat. W wielu typach nowotworow ztosli-
wych stwierdzono istotny statystycznie zwigzek tkankowej ekspresji markerow
hipoksji z obecno$cia niekorzystnych rokowniczo czynnikow kliniczno-
patologicznych, opornoscia na chemioterapi¢ (CHT), wickszym ryzykiem wy-
stapienia wznowy i krotszym przezyciem catkowitym (OS). W migsakach tka-
nek migkkich (MTM) u dorostych potwierdzono znaczenie prognostyczne wy-
branych markerow hipoksji. Dotad nie opublikowano wynikéw badan, dotycza-
cych dzieci z MTM.

MTM u dzieci to ztozona grupa ztosliwych guzéw pochodzenia mezenchy-
malnego, o zréznicowanej aktywnosci biologicznej, przebiegu klinicznym i ro-
kowaniu. Pomimo ogromnego postepu, jaki dokonat si¢ w leczeniu dziecigcych
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MTM w ostatnich dekadach, rokowanie w stadiach zaawansowanych jest nadal
niezadowalajace. W pracy wysunigto hipoteze, ze procesy hipoksji i adaptacji do
niedotlenienia odgrywaja role w rozwoju, progresji i opornosci na CHT MTM u
dzieci.

Celem pracy bylo okre$lenie znaczenia ekspresji wybranych endogennych
markeréw hipoksji oraz indeksu proliferacyjnego Ki-67 u dzieci z migsakami
tkanek migkkich w ocenie aktywnos$ci choroby i prognozowaniu jej przebiegu.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Niezaleznej Komisji Bioetycz-
nej ds. Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (nr
NKBBN/449/2013).

Badaniami objeto 91 dzieci (38 dziewczat i 53 chtopcoéw, mediana wieku
105,7 miesiecy) z MTM, leczonych wg protokotéw CWS w osrodkach onkologii
dziecigcej Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia Guzoéw Litych (PPGLGL)
w latach 1992-2013. Grupe¢ badang stanowito 66 pacjentdéw z migsakiem praz-
kowanokomérkowym (RMS) i 25 ze ztosliwym obwodowym guzem z ostonek
nerwowych (MPNST). U wszystkich tych pacjentow dostgpny byt archiwalny
histologiczny materiat tkankowy, pochodzacy z pierwotnego guza nowotworo-
wego, oraz pelne dane kliniczne, obejmujace szczegdlowa charakterystyke,
przebieg oraz ostateczny wynik leczenia. We wszystkich przypadkach rozpo-
znania histologiczne MTM zostaty potwierdzone przez drugiego niezaleznego
patologa z doswiadczeniem w dziedzinie diagnostyki migsakow u dzieci.

Do utworzenia macierzy tkankowych uzyty zostat komercyjny zestaw Tissue
-Tek® Quick-Ray™ Tissue Microarray System, firmy Sakura Finetek USA, Inc.
W tkankach z TMA wykonano odczyny immunohistochemiczne (IHC) na obec-
no$¢ badanych markeréow hipoksji: HIF-1a, GLUT-1, CA IX oraz VEGF. Po-
nadto wykonano odczyny z przeciwcialem anty-Ki-67. Immunofenotypizacja
przeprowadzona zostata przez do§wiadczony zesp6t laboratoryjny Zaktadu Pato-
logii 1 Neuropatologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (kierownik: dr
hab. n. med. Ewa Izycka-Swieszewska, prof. nadzw.) przy uzyciu Systemu de-
tekcji EnVision Flex, Firmy Dako.

Ekspresje HIF-1a, GLUT-1, CA IX oraz VEGF w tkance nowotworowej
oceniano za pomocg metody potilosciowej, okreslajac site reakcji barwnej (w
skali od + do +++) oraz szacujac ilo$¢ immunopozytywnych komorek (0-5%, 6-
25%, 26-50%, powyzej 50%). W oparciu o te dwie zmienne ustalano liczbowy
wspotczynnik ekspresji poszczegolnych markeréw, ktorego warto$¢ okreslata
ekspresje markerow jako stabg lub silng. Do oceny ekspresji antygenu Ki-67
analizowano 100-500 jader komoérek nowotworowych z 1-3 wybranych pdl o
zageszczeniu komorek immunopozytywnych (hot spot). Wskaznik 1K67 okre-
slono jako procent dodatnich jader i oceniano jako niski (<30%) lub wysoki
(>30%).



152 Matgorzata Anna Krawczyk

Wyniki uzyskanych badan poddano opracowaniu statystycznemu, wykorzy-
stujac komputerowy pakiet programow statystycznych EPIINFO Ver. 7.1.1.14
(02-07-2013). P<0,05 uznawano za znaczgce statystycznie.

W grupie badanej dominowali chorzy w zaawansowanych stadiach choroby,
u ktorych guz pierwotny byt duzy, inwazyjny i polozony w niekorzystnych re-
gionach, przez co nieoperacyjny. Odpowiedz na CHT oceniono jako dobra u
72,2% 1 zta — u 27,8% chorych. Wznowa choroby, gtéwnie lokalna, wystgpita u
56% badanych. W badanej grupie zyje 54,9% chorych z mediang okresu obser-
wacji 59 miesi¢cy. Zmarto 45,1% dzieci — wszystkie w wyniku progresji choro-
by nowotworowej. Prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia wolnego od zda-
rzenia (EFS) w grupie badanej wynosito 37,4+5,6%, za§ prawdopodobienstwo
S-letniego OS — 48,8+5,9%.

W tkance nowotworowej MTM silng ekspresj¢ HIF-lo stwierdzono w
48,3% guzow, GLUT-1 —w 34%, CA IX —w 63,7% 1 VEGF — w 79%. W ponad
90% guzow wykazano silng ekspresj¢ co najmniej jednego markera hipoksji, a w
ponad 40% — co najmniej czterech jednoczesnie. Wszystkie analizowane marke-
ry hipoksji wzajemnie ze sobg korelowaly dodatnio w sposob statystycznie
istotny.

Poza CA IX, tkankowa ekspresja wszystkich badanych markerow hipoks;ji
wykazywata istotng statystycznie dodatnig korelacje z wartoscig IK67.

Wykazano zwigzek silnej ekspresji endogennych markeréw hipoksji w tkan-
ce nowotworowej przed leczeniem z niekorzystnymi kliniczno-patologicznymi
czynnikami prognostycznymi, takimi jak: wyzsze stadia zaawansowania choro-
by, niekorzystna histologia MTM 1 podtyp pecherzykowy RMS (RMA). Chorzy
z przerzutami do weztow chtonnych i narzadéw odleglych znaczaco czeSciej
wykazywali silng ekspresje HIF-1a. U chorych w stadiach III i IV dominowata
silna ekspresja co najmniej trzech markeréw hipoksji jednoczesnie. Pacjenci z
RMA istotnie cze$ciej, niz chorzy z RME, wykazywali silng ekspresje wszyst-
kich analizowanych markeréw hipoksji. U pacjentow z histologia niekorzystng
istotnie czgsciej wystepowata silna ekspresja jednoczes$nie czterech lub pigciu
badanych markeréw. Nie wykazano wspotzaleznosci, pomigdzy stopniem eks-
presji HIF-1a, CA IX, GLUT-1 i VEGF, a wiekiem, plcig, wielkos$cia i inwazyj-
noscig guza pierwotnego.

Wykazano, ze stopien ekspresji markerow hipoksji w guzie nowotworowym
przed zastosowaniem CHT moze stanowi¢ obiecujacy czynnik prognozujacy
chemiowrazliwo$¢ migsakow. Im silniejsza byta ekspresja VEGF, a takze CA 1X
oraz GLUT-1 w tkance guza, tym gorsza stwierdzano odpowiedz na CHT. Jed-
noczesna silna ekspresja VEGF, CA IX i GLUT-1 wystepowata dwukrotnie
czesciej u chorych zle reagujacych na CHT w poréwnaniu do chorych reaguja-
cych dobrze. U chorych ze zla reakcja na CHT istotnie czgsciej stwierdzano
silng ekspresje czterech lub wszystkich pigciu badanych markerow.
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Stwierdzono réwniez, iz na podstawie stopnia immunoreaktywno$ci marke-
row hipoksji w guzie przed leczeniem przewidzie¢ mozna EFS i OS u dzieci z
MTM. Wyniki analizy wieloczynnikowej wykazaty, iz ekspresja HIF-1o,, VEGF
i CA IX, obok odpowiedzi na CHT, miaty niezalezny wptyw na EFS, za$ eks-
presja HIF-1a. 1 CA IX — niezalezny wptyw na OS.

Najnizsze prawdopodobienstwo 5-letniego EFS oraz S-letniego OS stwier-
dzono u dzieci z silng ekspresja GLUT-1 i HIF-1a, za$ najwyzsze — u chorych, u
ktorych nie stwierdzono silnej immunoreaktywnosci VEGF. Im wigcej marke-
row wykazywato jednoczesnie silng ekspresje w tkance MTM przed leczeniem,
tym prawdopodobienstwo 5-letniego EFS oraz 5-letniego OS u pacjentow byto
nizsze. Brak ekspresji markeréw hipoksji stwierdzano wylacznie w podgrupie
chorych bez wznowy MTM oraz w podgrupie pacjentow, ktorzy zyja w momen-
cie analizy. U tych chorych prawdopodobienstwo 5-letniego EFS oraz 5-letniego
OS wynosito 100%. U dzieci ze wznowg oraz chorych, ktorzy zmarli z progresji
choroby istotnie czesciej obecna byta silna ekspresja czterech i wigcej badanych
markerow.

Wyniki przedstawionych w pracy badan potwierdzajg istotng role proceséw
niedotlenienia i uruchamianych przez HIF-1la procesow przystosowania do hi-
poksji w migsakach u dzieci. Stwierdzenie metodami IHC silnej ekspresji endo-
gennych markeréw hipoksji w tkance nowotworowej moze wskazywaé na agre-
sywny fenotyp guza, wigzac si¢ z jego opornoscig na CHT, ale rowniez — w
sposob niezalezny od innych czynnikéw prognostycznych — przewidywaé nieko-
rzystny przebieg choroby i niepowodzenie leczenia. Uzyskane wyniki maja
istotne znaczenie poznawcze, ale rowniez praktyczne, stanowiac zrodlo wiedzy
na temat potencjalnych nowych markerow prognostycznych oraz potencjalnych
celow dla nowych terapii u dzieci z MTM. Ze wzgledu na stwierdzone réznice w
ekspresji endogennych markeréw hipoksji u dzieci z RME i RMA, zasadne by-
toby przeprowadzenie poszerzonych badan poréwnawczych u dzieci z wymie-
nionymi podtypami RMS.
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10 SUMMARY

In the course of evolution, the multicellular organisms have become depend-
ent on oxygen and their proper functioning depends on the undisturbed O, sup-
ply and its proper concentration. Regardless of the cause and form, the tissue O,
deficiency, called hypoxia, is one of the most dangerous factors disrupting cell
functioning.

Recent studies have shown that hypoxia is one of the features of almost all
solid tumors. It is caused mainly by insufficient supply of O, and nutrients by
abnormal blood vessels formed through the process of angiogenesis in rapidly
proliferating tumor tissue. In addition, growing of the tumor is associated with
increased metabolic activity, increased O, consumption by rapidly proliferating
cells and the pH of the surrounding environment decreases.

Under hypoxic conditions, a significant increase in the activity of hypoxia-
inducible factor la (HIF-1a) occurs, which is regarded as the most important
endogenous factor regulating tumor cell response to the reduced access of O,. A
series of processes "favorable" for the tumor, allowing tumor cells to survive,
are initiated. These processes include: neoangiogenesis, anaerobic metabolism
and the maintenance of intracellular pH and are regulated by: vascular endothe-
lial growth factor (VEGF), glucose transporter 1 (GLUT-1) and carbonic anhy-
drase IX (CA IX), respectively. These proteins, together with HIF-1a., are con-
sidered the most important endogenous markers of hypoxia. Importantly, the
activation of hypoxia markers has been found associated with several processes
promoting tumor progression, such as: the inhibition of tumor cell apoptosis,
activation multi-drug cell resistance and processes of tumor proliferation, inva-
siveness and metastasis.

The importance of hypoxia and of endogenous markers of hypoxia have
been the leading research topics in recent years. In many types of malignant
tumors a significant relationship between tissue hypoxia marker(s) expression
and the presence of unfavorable prognostic clinico-pathological factors, re-
sistance to chemotherapy (CHT), higher risk of recurrence and a shorter overall
survival (OS) was found. The prognostic significance of markers of hypoxia was
confirmed in adult soft tissue sarcomas (STS). So far, there were no published
studies concerning the role of hypoxia markers in children with STS.

Childhood STS are a heterogeneous group of malignant tumors of
mesenchymal origin, displaying different biological activities, various clinical
course and prognosis. Despite the enormous progress that has been made in the
treatment of childhood STS in recent decades, the prognosis in advanced stages
is still unsatisfactory. In the study it was hypothesized that the hypoxia and pro-
cesses of adaptation to hypoxia play roles in the development, progression and
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resistance to CHT in childhood STS. The aim of the study was to investigate the
role of expression of selected endogenous markers of hypoxia and IK67 in tumor
tissue of children with STS in assessment of cancer activity and predicting of its
course. The study was approved by the Independent Commission for Bioethics
Research, Gdansk Medical University (No. NKBBN /449/2013).

The study included 91 children (38 girls and 53 boys, median age 105.7
months) diagnosed with STS, treated according to CWS protocol in pediatric
oncology centers of the Polish Pediatric Solid Tumors Study Group (PPGLGL)
in the years 1992-2013. The study included 66 patients with rhabdomyosarcoma
(RMS) and 25 with malignant peripheral nerve sheath tumor (MPNST). In all
patients the archival histological tissue material from the primary tumor, and full
clinical data, including detailed characteristics, the course and the final outcome,
were available. In all cases, histological diagnosis of STS were confirmed by a
second independent pathologist with expertise in the field of diagnostics of
childhood sarcomas.To create tissue microarray (TMA) a commercial Tissue-
Tek® Quick-Ray™ Tissue Microarray System, of the Sakura Finetek USA, Inc
company, was used. In the tumor TMA the immunohistochemistry (IHC) reac-
tions were performed for the presence of analyzed hypoxia markers: HIF-1a.,
GLUT-1, CA IX and VEGF. In addition, the immunostainig with anti-Ki-67
antibody was performed. The immunophenotyping was carried out by an experi-
enced laboratory team of the Department of Pathology and Neuropathology,
Medical University of Gdansk (Head: dr hab. med. Ewa Izycka-Swieszewska,
Assoc Professor), using the Flex EnVision detection system (DAKO).

The tumor expression of HIF-1a, GLUT-1, CA IX and VEGF were evaluat-
ed by semiquantitative method, evaluating the intensity of the staining (with the
scale of + to +++) and estimating the percentage of immunopositive cells (0-5%,
6-25%, 26-50%, more than 50%). Based on these two variables, a numerical
coefficient of the particular hypoxia markers’ expression was created. Its value
determined the expression of markers as low or high. To evaluate the expression
of Ki-67 antigen 100-500 tumor cells nuclei from 1-3 selected fields of cell hot
spot were analyzed. The IK67 was defined as the percentage of positive nuclei
and was rated as low (<30%) or high (> 30%).

The results were subjected to statistical study, using computer statistical
software package EPIINFO Ver. 7.1.1.14 (02-07-2013). P <0.05 was considered
statistically significant.

The majority of the study group were the patients in highly advanced stages
of the disease, with large, invasive and unfavorably located and thus inoperable
primary tumors. The response to CHT was good in 72.2% and bad — in 27.8% of
patients. The relapses, mostly local, occurred in 56% of patients. In the study
group 54.9% of patients are alive with the median follow-up of 59 months.
45.1% of children died of cancer progression. The probability of 5-year event
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free survival (EFS) in the study group was 37.44+5.6%, while the probability of a
5-year OS —48.8+5.9%.

The high expression of HIF-1a was detected in 48.3% of the tumors, GLUT-1
—1in 34%, CA IX — 63.7% and VEGF — 79%. Over 90% of STS tumors showed
high expression of at least one marker of hypoxia, and 40% of the tumors — more
than four markers. All analyzed markers of hypoxia statistically significantly
correlated positively with each other.

Besides CA IX, the tissue expression of all the other markers of hypoxia
showed a statistically significant positive correlation with the value of IK67.

It has been found that the high expression of endogenous markers of hypoxia
in tumor tissue prior to treatment correlated with adverse clinicopathological
prognostic factors, such as higher stages of disease, unfavorable histology of STS
and alveolar subtype of RMS (RMA). Patients with lymph nodes and distant or-
gans metastases significantly more often showed high expression of HIF-1a. Pa-
tients in stages Il and IV more commonly demonstrated simultaneous high ex-
pression of at least three markers of hypoxia. Patients with RMA significantly
more often, than patients with RME, showed high expression of all analyzed
markers of hypoxia. Patients with unfavorable histology were significantly more
likely to highly express four or five analyzed markers. There was no evidence of
relationship between the expression of HIF-1a, CA IX, GLUT-1 and VEGF, and
age, gender, size and invasiveness of the primary tumor.

It has been shown that the intensity of expression of hypoxia markers in the
tumor prior to CHT introduction may be a promising factor able to predict
chemosensitivity of sarcomas. The higher was the expression of VEGF, CA IX
and GLUT-1 in tumor tissue, the worse response to CHT was observed. Simul-
taneous high expression of VEGF, CA IX and GLUT-1 occurred twice as fre-
quently in patients responding poor to CHT, compared to patients responding
well. Patients with a poor response to CHT were significantly more likely to
have a high tumor expression of four or all five analyzed markers.

It was also found that the EFS and OS in children with STS can be predicted
based on the immunoreactivity of markers of hypoxia within the tumor before
treatment. The results of multivariate Cox analysis showed that the expression of
HIF-1a, VEGF and CA IX, along with the response to CHT, were independent
predictors of ESF, while the expression of HIF-1a and CA IX — independent
predictors of OS.

The lowest probabilities of the 5-year EFS and the 5-year OS were observed
in children with high expression of GLUT-1 and HIF-1a, and the highest — in
patients with no evidence of a high immunoreactivity of VEGF. The more mark-
ers showed high expression in tumor tissue prior to treatment, the lower was the
likelihood of the 5-year EFS and the 5-year OS. No expression of markers was
observed only in patients without STS recurrence and in those who are alive at
the time of analysis. In these patients, the probabilities of the 5-year EFS and the
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S-year OS were 100%. In children with relapse and patients who died from dis-
ease progression, a high expression of four or more markers was significantly
more often.

The results of the presented study confirm the essential role of the hypoxia
and HIF-1o-related processes of adaptation to hypoxia in childhood STS. Detec-
tion of the high immunoreactivity of the endogenous markers of hypoxia in the
tumor may indicate its aggressive phenotype, resistance to CHT, as well as —
independently of other prognostic factors — may predict unfavorable course of
disease and treatment failure. The results are important from both cognitive and
practical points of view, since they provide a source of knowledge about poten-
tial new prognostic markers and potential targets for new therapies in children
with STS. However, due to the significant differences in the expression of en-
dogenous marker of hypoxia in children with RME and RMA, it would be ap-
propriate to conduct further studies in children with these subtypes of RMS.
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11 ZALACZNIKI

ZALACZNIK 1

Klasyfikacja Tumor-Nodes-Metastases (TNM) wedlug Union for Inter-
national Cancer Control (UICC)

GUZ (T)

TO: nie stwierdza si¢ obecnos$ci guza pierwotnego

T1: guz ograniczony wyjsciowo do 1 narzadu lub tkanki:
Tla: najwicksza $rednica guza <5 cm
T1b: najwigksza $rednica guza >5 cm

T2: guz wyjsciowo wychodzacy poza narzad lub tkanke:
T2a: najwicksza $rednica guza <5 cm
T2b: najwigksza $rednica guza >5 cm

Tx: brak adekwatnych danych o wyj$ciowych rozmiarach guza (ocenia¢ jak
T2)

WEZLY CHLONNE (N)

NO: nie stwierdza si¢ zajecia regionalnych weztéw chtonnych
N1: zajecie regionalnych weztow chtonnych
Nx: brak adekwatnych danych o stanie weztow chtonnych (oceniac jak NO)

Regionalne wezty chtonne naleza do okolicy lokalizacyjnie zwigzanej z gu-
zem pierwotnym:
e glowa/szyja — wezlty chlonne szyjne i nadobojczykowe;

e brzuch/miednica — wegzly chltonne podprzeponowe 1 biodrowo-
pachwinowe;

e konczyna gorma — wezty chtonne pachowe i lokciowe;
e konczyna dolna — wezty chlonne podkolanowe i pachwinowe.

PRZERZUTY ODLEGLE (M)

MO: nie stwierdza si¢ przerzutow odlegtych ani zajgcia pozaregionalnych
weztow chtonnych

M1: przerzuty odlegte lub zajecie pozaregionalnych weztéw chtonnych

Mx: brak adekwatnych danych o obecnosci przerzutéw (ocenia¢ jak MO0)
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Przerzuty odlegle sa rozpoznawane w przypadku zaj¢cia weztow chtonnych
pozaregionalnych, czyli Il pigtra po stronie guza, lub zaj¢cia weztéw chionnych
po stronie przeciwnej, nawet jesli odpowiadaty weztom regionalnym.
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ZALACZNIK 2

Stadia zaawansowania klinicznego MTM wedlug Intergroup Rhabdomy-
osarcoma Study (IRS), zgodnie z Programem Leczenia Miesakow Tkanek

Mie¢kkich CWS
Stadium I Guz usunigty catkowicie makroskopowo i mikroskopowo, bez
zajgcia regionalnych weztow chionnych
IA e  guz ograniczony do narzadu pTl
1B e  guz wychodzacy poza narzad pT2
Stadium II Guz makroskopowo usunigty, mikroskopowe pozostatosci T3a
guza oraz: p
A e  regionalne wezly chtonne niezajete
1IB e  regionalne wezly chlonne zajete, ale usunigte
1nc e  regionalne wezly chlonne zajete i nieusunigte
Niekompletna resekcja z pozostawieniem makroskopowych
Stadium IIT resztek guza lub stan po wykonaniu tylko biopsji guza nieope- pT3b
racyjnego
Okoliczne wezly chtonne niezajgte lub zajete. Wysigk nowo-
. . . . . pT3c
tworowy w jamach ciala przylegajacych bezposrednio do guza
Choroba nowotworowa uogdlniona. Odlegte przerzuty do ptuc,
Stadium IV watroby, kosci, szpiku i/lub zajecie odlegtych weztow chton- pT4

nych oraz wezlow przeciwnej strony ciala
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ZALACZNIK 3
Stratyfikacja chorych z RMS do poszczegélnych grup ryzyka
S Wielkosé
. Lokalizacja .
Grupa Stadium uza pier- guza i
Ryzyka Podgrupa | Histologia IRS gwo tni:: o LN wiek
Risk group Subgroup Histology IRS Prim a% Tumor
stage Y size
tumor site
and age
Niskiego <
ryzyka A Korzystna I Wszystkie NO .—5 om
. 1<10 lat
Low risk
>5 cm
B K t I Wszystki NO lub >10
Standardowego orzystna szystkie ublat
ryzyka -
Standard risk C Korzystna 11, 111 Korzystna NO Wigy;tjlqe
D Korzystna 1L, 1I1 Niekorzystna NO i <10 lat
>5 cm
Wysokiego E Korzystna IL, 11 Niekorzystna NO lub >10
ryzyka lat
High risk F Korzystna 11, 11T Wszystkie N1 Wszystkie
G Niekorzystna | I, IL, III Wszystkie NO Wszystkie
Bardzo
wysokiego H Niekorzystna 11, 111 Wszystkie NI Wszystkie
ryzyka
Very high risk

Stratyfikacja chorych z NRMS do poszczegolnych grup ryzyka

Grupa ryzyka Histologia St?ﬁ‘; m Zajecie LN Wielko$¢ guza
- Wszystkie z wyjat-
Niskiego yayka Kiem MRT i I NO <5 cm
OW FIS, DSRCT
Wszystkie z wyjat- . .
Standardowego Kiem MRT i 1 NO Kazda ’vrv1el-
ryzyka DSRCT kos¢
Standard risk T NO 5 om
MRT / DSRCT L IL, 100 NO /NI Kazda wiel-
Wysokiego ryzyka kos¢
Y80 CCBO Fyzy Kazda 1 NO >5 cm
High risk Kazda wiel
Kazda 11, I N1 zda wiel-
kos¢
Bardzo wysokiego . .
ryzyka Kaida v NO/NI Kazlfgs,‘glel'
Very high risk




