
GDAŃSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY 

 

 

 

 

 

 

Małgorzata Anna Krawczyk 
 

 

 

 

Znaczenie ekspresji  

wybranych markerów hipoksji  

i indeksu proliferacyjnego Ki-67  

u dzieci z mięsakami tkanek miękkich  

w ocenie aktywności choroby  

i prognozowaniu jej przebiegu 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GDAŃSK 2016



  

Wydano za zgodą 

Dziekana Wydziału Lekarskiego 

 

 

 

 

 

 

Katedra i Klinika Pediatrii, Hematologii i Onkologii 

 

Gdański Uniwersytet Medyczny 

 

 

Promotor 

dr hab. n. med. Ewa Bień 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Medical University of Gdansk 2016 

ISBN 978-83-65098-27-6 

 

 

 

 

 

 

 



Pragnę serdecznie podziękować 

 

Mojemu Promotorowi, Pani dr hab. n. med. Ewie Bień,  

za merytoryczną opiekę nad moją pracą naukową, za pomoc, a przede 

wszystkim ogromną wiedzę i pasję do pracy. Dziękuję za inspirację,  
motywację i nieocenione wskazówki, bez których ta praca nie mogłaby 
powstać. 

Kierownikowi Kliniki Pediatrii, Hematologii i Onkologii GUMed,  

Pani Prof. dr hab. n. med. Elżbiecie Adamkiewicz-Drożyńskiej  
i Zespołowi Kliniki, za stworzenie optymalnych warunków do pracy  

naukowej, okazane wsparcie i słowa zachęty. 

Kierownikowi Zakładu Patologii i Neuropatologii GUMed,  
Pani dr hab. n. med. Ewie Iżyckiej-Świeszewskiej, prof. nadzw. GUMed, 

za zapoznanie mnie z tajnikami tworzenia mikromacierzy tkankowych 

oraz cenne uwagi przekazane w trakcie realizacji pracy. 

Kierownikom Ośrodków Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia 
Guzów Litych, za udostępnienie materiału klinicznego i tkankowego. 

Koleżankom z Fundacji i Hospicjum Pomorze Dzieciom, za przyjaźń, 
cierpliwość i mobilizację do pracy. 

Moim Rodzicom, za Ich bezgraniczną miłość, wsparcie i wiarę w moje 
możliwości. Bez Nich nie byłoby mnie tutaj. 

Moim Przyjaciołom i Bliskim, za pomoc przy powstawaniu pracy. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pracę dedykuję moim Pacjentom 

 



5 

SPIS TREŚCI 

WYKAZ SKRÓTÓW STOSOWANYCH W PRACY ........................................ 9 

1 WSTĘP .......................................................................................................... 12 

1.1 Mięsaki tkanek miękkich u dzieci ......................................................... 12 

1.1.1 Epidemiologia  ......................................................................... 12 

1.1.2 Podtypy histologiczne MTM u dzieci i ich charakterystyka 

kliniczna  ......................................................................... 12 

1.1.3 Kliniczne czynniki prognostyczne w MTM u dzieci .................. 16 

1.2 Hipoksja  ........................................................................... 17 

1.2.1 Rodzaje i przyczyny hipoksji ...................................................... 17 

1.2.2 Hipoksja w tkance nowotworowej .............................................. 19 

1.2.3 Metody oceny hipoksji w nowotworach ..................................... 20 

1.3 Czynnik indukowany przez hipoksję 1 .................................................. 21 

1.3.1 Budowa HIF-1. Aktywacja HIF-1a ............................................ 22 

1.4 Adaptacja komórek nowotworowych do hipoksji ................................. 24 

1.5 Hipoksja a angiogeneza w nowotworze ................................................ 26 

1.5.1 VEGF – marker angiogenezy aktywowany przez HIF-1a .......... 26 

1.6 Hipoksja a przemiany beztlenowe w nowotworze ................................ 28 

1.6.1 GLUT-1 – marker przemian beztlenowych aktywowany  

przez HIF-1a  ......................................................................... 28 

1.7 Hipoksja a regulacja komórkowego pH w nowotworze ........................ 29 

1.7.1 CA IX – marker regulacji pH aktywowany przez HIF-1a .......... 30 

1.8 Hipoksja a progresja nowotworu ........................................................... 31 

1.8.1 Antygen Ki-67 – marker aktywności proliferacyjnej  

nowotworu  ......................................................................... 32 

1.9 Endogenne markery hipoksji w praktyce klinicznej .............................. 33 

2 CELE PRACY .............................................................................................. 36 

3 MATERIAŁ I METODY .............................................................................. 37 

3.1 Materiał  ........................................................................... 37 

3.1.1 Charakterystyka grupy badanej ................................................... 37 

3.1.2 Korzystne i niekorzystne prognostycznie czynniki  

w MTM u dzieci  ......................................................................... 40 

3.1.3 Materiał tkankowy ...................................................................... 41 

3.2 Metodyka  ........................................................................... 42 

3.2.1 Badania histologiczne ................................................................. 42 



6 Małgorzata Anna Krawczyk 

3.2.2 Mikromacierze tkankowe – TMA ............................................... 42 

3.2.3 Badania IHC ekspresji wybranych markerów hipoksji  
oraz indeksu proliferacyjnego Ki-67 ........................................... 43 

3.2.4 Ocena stopnia ekspresji badanych markerów hipoksji  
w tkance nowotworowej guzów .................................................. 44 

3.2.5 Indeks proliferacyjny Ki-67 w tkance nowotworowej ................ 45 

3.3 Analiza statystyczna  ........................................................................... 45 

4 WYNIKI ........................................................................................................ 47 

4.1 Charakterystyka kliniczno-patologiczna grupy badanej ........................ 47 

4.2 Wpływ czynników kliniczno-prognostycznych na EFS i OS  

u dzieci z MTM  ........................................................................... 49 

4.3 Badania IHC HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF oraz Ki-67  

w MTM u dzieci  ........................................................................... 61 

4.4 Częstość występowania silnej ekspresji markerów hipoksji  

i wysokiego indeksu Ki-67 w badanej grupie dzieci z MTM ................ 66 

4.5 Wzajemna korelacja pomiędzy badanymi markerami ........................... 67 

4.6 Związek stopnia ekspresji badanych markerów hipoksji  

oraz indeksu Ki-67 z kliniczno-patologicznymi czynnikami 

prognostycznymi u dzieci z MTM......................................................... 67 

4.6.1 Częstość występowania silnej ekspresji HIF-1a, GLUT-1,  

CA IX, VEGF oraz wysokiego indeksu Ki-67, a obecność 

korzystnych i niekorzystnych czynników prognostycznych  

u dzieci z MTM  ......................................................................... 67 

4.6.2 Korelacja ekspresji HIF-1α, GLUT-1, CA IX, VEGF 

 i Ki-67 z kliniczno-patologicznymi czynnikami  

prognostycznymi u dzieci z MTM .............................................. 76 

4.6.3 Liczba markerów, ulegających jednocześnie silnej ekspresji  

w wybranych podgrupach prognostycznych ............................... 78 

4.7 Związek stopnia ekspresji badanych markerów hipoksji i indeksu  

Ki-67 z odpowiedzią na chemioterapię u dzieci z MTM ...................... 79 

4.7.1 Częstość występowania słabej i silnej ekspresji HIF-1a,  

GLUT-1, CA IX, VEGF oraz indeksu Ki-67, a odpowiedź  

na CHT  ......................................................................... 79 

4.7.2 Korelacja, pomiędzy ekspresją HIF-1a, GLUT-1, CA IX,  

VEGF oraz indeksem Ki-67, a odpowiedzią na CHT ................. 80 



 Spis treści 7 

4.7.3 Jednoczesna silna ekspresja kilku markerów, a odpowiedź  

na CHT  ......................................................................... 80 

4.8 Związek ekspresji badanych markerów hipoksji oraz indeksu Ki-67 

z prawdopodobieństwem 5-letniego EFS u dzieci z MTM ................... 83 

4.8.1 Prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u dzieci z MTM  

w zależności od stopnia ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX, 

VEGF oraz wartości indeksu Ki-67 ............................................ 83 

4.8.2 Endogenne markery hipoksji wpływające niezależnie na EFS  

u dzieci z MTM  ......................................................................... 89 

4.9 Liczba markerów ulegających jednoczesnej silnej ekspresji,  

a występowanie wznowy nowotworu i prawdopodobieństwo  

5-letniego EFS  ........................................................................... 90 

4.9.1 Prawdopodobieństwo 5-letniego EFS w zależności od liczby 

markerów spośród HIF-1a, VEGF i CA IX, ulegających silnej 

ekspresji w tkance nowotworowej .............................................. 91 

4.10 Związek ekspresji badanych markerów hipoksji i indeksu Ki-67 

 z prawdopodobieństwem 5-letniego OS u dzieci z MTM .................... 92 

4.10.1 Ekspresja HIF-1a, GLUT-1, CA IX, VEGF i Ki-67,  

a prawdopodobieństwo 5-letniego OS ........................................ 92 

4.10.2 Endogenne markery hipoksji wpływające niezależnie na OS  

u dzieci z MTM  ......................................................................... 98 

4.11 Liczba markerów ulegających jednoczesnej silnej ekspresji,  

a występowanie zgonu z progresji nowotworu i prawdopodobieństwo  

5-letniego OS  ........................................................................... 99 

4.11.1 Prawdopodobieństwo 5-letniego OS w zależności od liczby 

markerów spośród HIF-1a i CA IX, ulegających silnej  

ekspresji w tkance nowotworowej ............................................ 101 

5 DYSKUSJA ................................................................................................ 102 

5.1 Mikromacierze tkankowe w poznawaniu nowych markerów 

nowotworowych  ......................................................................... 102 

5.2 Ekspresja HIF-1a, VEGF, GLUT-1 i CA IX w MTM u dzieci  

– częstość występowania i  wzajemna korelacja pomiędzy  

markerami  ......................................................................... 104 

5.3 Korelacja pomiędzy ekspresją markerów hipoksji w MTM  

u dzieci, a wartością indeksu Ki-67 ..................................................... 108 



8 Małgorzata Anna Krawczyk 

5.4 Markery hipoksji a kliniczno-patologiczne czynniki prognostyczne  

w MTM u dzieci  ......................................................................... 109 

5.5 Markery hipoksji i antygen Ki-67 a odpowiedź na CHT .................... 113 

5.6 Markery hipoksji i IK67 a przebieg i wynik leczenia MTM u dzieci.. 115 

5.6.1 Wpływ badanych markerów na EFS ......................................... 116 

5.6.2 Wpływ badanych markerów na OS ........................................... 117 

5.7 Terapie hamujące ekspresję markerów hipoksji .................................. 119 

6 PODSUMOWANIE .................................................................................... 122 

7 WNIOSKI ................................................................................................... 126 

8 PIŚMIENNICTWO ..................................................................................... 127 

9 STRESZCZENIE ........................................................................................ 150 

10 SUMMARY ................................................................................................ 154 

11 ZAŁĄCZNIKI ............................................................................................. 158 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 

WYKAZ SKRÓTÓW STOSOWANYCH W PRACY 

2-DG 2-deoksy-D-glukoza 

AFH  angiomatoid fibrohistiocytoma 

ANG 1 angiopoietin 1 / angiopoetyna 1 

ARNT aryl hydrocarbon nuclear translocator 

Asn  reszta asparaginylowa 

ATP  adenozyno trójfosforan 

bHLH  basic helix-loop-helix / domena typu helisa-pętla-helisa 

CA  carbonic anhydrase / anhydraza węglanowa 

CCS  clear cell sarcoma / mięsak jasnokomórkowy 

cFS  congenital fibrosarcoma / wrodzona postać włókniakomięsaka 

ch  chłopcy 

CHT chemioterapia 

CI   confidence interval / przedział ufności 

CR  complete response / odpowiedź całkowita 

CWS  Cooperative Weichteilsarkom Studiengruppe 

DAB dwuaminobenzydyna 

DFSP  dermatofibrosarcoma protuberans / włókniakomięsak guzowaty 

skóry 

DNA deoxyribonucleic acid / kwas deoksyrybonukleinowy 

DSRCT  desmoplastic small round cell tumor / desmoplastyczny guz 

drobnookragłokomórkowy 

dz dziewczynki 

ECS  extraskeletal chondrosarcoma / chrzęstniakomięsak poza ukła-

dem szkieletowym 

EES extraskeletal Ewing sarcoma / pozakostny mięsak Ewinga 

EFS event free survival / przeżycie wolne od zdarzenia 

EGF  epidermal growth factor / naskórkowy czynnik wzrostu 

ES   epitheliod sarcoma / mięsak epitelioidny (nabłonkopodobny) 

F  female 

FGF fibroblast growth factor / czynnik wzrostu fibroblastów 

FIH  factor inhibiting HIF-1 / czynnik hamujący HIF-1 

FS   fibrosarcoma / włókniakomięsak 

GA  geldanamycyna 

GIST  gastrointestinal stromal tumor / stromalny guz przewodu po-

karmowego 

GLUT-1 glucose transporter 1 / transporter glukozy 1 

GPR good partial response / dobra częściowa odpowiedź 

H  high expression / silna ekspresja 
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H-E hematoksylina-eozyna 

HIF-1 hypoxia-inducible factor 1 / czynnik indukowany przez hipoksję 1 

HR hazard risk / ryzyko względne 

HRE  hypoxia responsive element / element odpowiedzi na hipoksję 

Hsp90 heat shock protein / białko szoku cieplnego 

IGF insulin-like growth factor / insulinopodobny czynnik wzrostu 

IHC  metody immunohistochemiczne 

IK67 indeks proliferacji Ki-67 

IL  interleukina 

IMFS  inflammatory myofibroblastic sarcoma / zapalny mięsak miofi-

broblastyczny 

IMFT  inflammatory myofibroblastic tumor / zapalny guz miofibrobla-

styczny 

IRS  Intergroup Rhabdomyosarcoma Study 

L  low expression / słaba ekspresja 

LMS  leyomyosarcoma / mięsak gładkokomórkowy 

LN  lymph nodes / węzły chłonne 

LPS  liposarcoma / tłuszczakomięsak 

M  mediana 

M.  male 

MesCS  mesenchymal chondrosarcoma / chrzęstniakomięsak mezen-

chymalny 

MFH  malignant fibrohistiocytoma / mięsak włóknistohistiocytarny 

MMM  mesenchymoma malignum / mięsak mezenchymalny 

MMP  metalloproteinases / metaloproteinazy 

MPNST  malignant peripheral nerve sheath tumor / złośliwy obwodowy 

guz z osłonek nerwowych 

MRT  malignant rhabdoid tumor / złośliwy guz rabdoidalny tkanek 

miękkich (pozanerkowy) 

MTM mięsak tkanek miękkich 

MyxCS  myxoid chondrosarcoma / chrzęstniakomięsak śluzowy 

N  liczba przypadków w grupie 

n  liczba przypadków w podgrupie 

NBL neuroblastoma / zwojak zarodkowy współczulny 

NF1 neurofibromatosis type I / nerwiakowłókniakowatość typu 1 

NFS  neurofibrosarcoma / nerwiakowłokniakomięsak 

NOS  not otherwise specified sarcomas/ mięsaki nie dające się sklasy-

fikować 

NRMS  non-rhabdomyosarcoma-like / mięsak nieprążkowanokomórkowy 

ODDD  oxygen-dependent degradation domain 

OS   overall survival / przeżycie całkowite 

OUN ośrodkowy układ nerwowy 
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PD   progressive disease / progresja choroby 

PDGF  platelet-derived growth factor / płytkopochodny czynnik wzrostu 

PE   primary excision / pierwotny zabieg operacyjny 

PET positron emission tomography / pozytonowa tomografia emisyjna 

PHD  hydroksylaza prolinowa 

PMR  płyn mózgowo-rdzeniowy 

PNET  primitive neuroectodermal tumor / prymitywny guz neuroekto-

dermalny 

PPGLGL  Polska Pediatryczna Grupa ds. Leczenia Guzów Litych 

PR  partial response / częściowa odpowiedź 

pVHL  białko von Hippel-Lindau 

Q  kwartyl 

RAT  retina anlage tumor / barwnikowy guz neuroektodermalny wieku 

dziecięcego 

RMA  alveolar rhabdomyosarcoma / mięsak prążkowanokomórkowy 

typ pęcherzykowy 

RME  embryonal rhabdomyosarcoma / mięsak prążkowanokomórkowy 

typ zarodkowy 

RMS rhabdomyosarcoma / mięsak prążkowanokomórkowy 

RT  radioterapia 

SD  stable disease / choroba stabilna 

SL   second look surgery / odroczona resekcja guza 

SS   synovial sarcoma / mięsak maziówkowy 

STS soft tissue sarcoma 

TAD  transactivation domain / domena transaktywacji 

TMA tissue microarray / mikromacierz tkankowa 

TNFa tumor necrosis factor a / czynnik martwicy nowotworów a 

TNM  klasyfikacja Tumor-Nodes-Metastases 

UDS  undifferentiated sarcoma / mięsak niezróżnicowany 

UICC  Union for International Cancer Control 

VEGF  vascular endothelial growth factor / czynnik wzrostu śródbłonka 

naczyniowego 

VEGFR receptor VEGF 

WS  whole sections / całe skrawki 

X  wartość średnia 
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1 WSTĘP 

1.1 Mięsaki tkanek miękkich u dzieci 

1.1.1 Epidemiologia 

Mięsaki tkanek miękkich (MTM) stanowią piątą co do częstości występo-

wania grupę nowotworów złośliwych u dzieci - po białaczkach, guzach ośrod-

kowego układu nerwowego (OUN), chłoniakach i zwojaku zarodkowym współ-

czulnym (neuroblastoma, NBL) (ryc. 1). W populacji dziecięcej MTM stanowią 

ok. 7-8% wszystkich nowotworów złośliwych [139]. Szacuje się, iż wskaźnik 

zachorowalności na MTM wynosi 0,2-1,0/100 000 rocznie, niezależnie od płci 

[115]. Większość zachorowań dotyczy dzieci w wieku 2-6 lat oraz młodzieży 

powyżej 12. roku życia; mediana wieku w momencie rozpoznania MTM wynosi 

ok. 5 lat. Nieznacznie częściej chorują chłopcy (1,1 vs 1,0). 

 

Białaczki (26,4%)

Guzy OUN (22,2%)

Chłoniaki (15,8%)

NBL (6,9%)

MTM (6,6%)

Guzy nerek (6,5%)

Guzy zarodkowe (5,8%)

Retinoblastoma (2,9%)

Inne (6,9%)

 

Ryc. 1. Częstość występowania poszczególnych typów nowotworów 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 dziecięcych MTM jest bardzo zróżnicowana, co 

sprawia, że stanowią one heterogenną grupę guzów o odmiennej symptomatolo-
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gii klinicznej, różnym przebiegu i rokowaniu. Mięsaki rozwijają się z embrio-

nalnej tkanki mezenchymalnej i neuroektodermalnej, wykazującej cechy różni-

cowania w kierunku tkanki mięśniowej prążkowanokomórkowej, gładkokomór-

kowej, tkanki tłuszczowej, włóknistej, naczyniowej, maziówki, osłonek nerwów 

obwodowych i wielu innych. 

Mięsaki tkanek miękkich dzieli się na trzy główne podgrupy kliniczno-

patologiczne: mięsaki prążkowanokomórkowe (rhabdomyosarcoma, RMS), 

guzy RMS-like oraz mięsaki nieprążkowanokomórkowe (non-rhabdomyo-

sarcoma-like, NRMS) [115]. 

U dzieci przeważają mięsaki typu RMS, stanowiąc prawie 70% wszystkich 

MTM. Cechuje je wysoka złośliwość i inwazyjność, skłonność do szybkiego 

wzrostu, tendencja do tworzenia wznów miejscowych, a także rozsiewu do re-

gionalnych węzłów chłonnych i narządów odległych. Wyróżnia się dwa główne 

podtypy RMS u dzieci: zarodkowy (embryonal, RME) oraz pęcherzykowy 

(alveolar, RMA). Podtypy te różnią się znacznie pod względem cech klinicz-

nych i biologicznych, oraz wykazują odmienności genetyczne (tabela 1). 

Zarodkowy podtyp RMS występuje częściej u dzieci młodszych, lokalizuje 

się głównie w obrębie układu moczowo-płciowego, oczodołu i nieokołoopono-

wych struktur głowy i szyi. Zwykle dobrze reaguje na chemioterapię (CHT) i 

radioterapię (RT), dzięki czemu rokowanie w RME uważa się za korzystne. Z 

kolei podtyp RMA spotykany jest głównie u dzieci powyżej 10. roku życia, do-

tyczy przeważnie kończyn, krocza, tułowia, przestrzeni zaotrzewnowej i około-

oponowej. Przebiega agresywnie, dając szybko przerzuty odległe drogą chłonną 

i krwionośną. Podtyp ten cechuje gorsza odpowiedź na CHT i RT, przez co ro-

kowanie w RMA jest często niepomyślne [2]. 

 

Tabela 1. Podtypy mięsaków typu RMS u dzieci 

Table 1. Subtypes of RMS STS in children 

Podtypy mięsaków typu RMS 

Subtypes of RMS STS 

Korzystne rokowanie 

Favorable prognosis 

Niekorzystne rokowanie 

Unfavorable prognosis 

typ botryoidalny RME 

typ pęcherzykowy  

łącznie z tzw. wariantem litym RMS (RMA) 
typ kolczystokomórkowy RME 

tzw. klasyczny typ RME 

 

Mięsaki RMS-like to grupa guzów nie należących do RMS, jednak o podob-

nej do RMS biologii i zbliżonej wrażliwości na CHT i RT, co implikuje podobną 
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strategię postępowania. Jak pokazano w tabeli 2, do grupy guzów RMS-like na-

leżą: pozakostny mięsak Ewinga (extraskeletal Ewing sarcoma, EES), mięsak 

maziówkowy (synovial sarcoma, SS) i prymitywny guz neuroektodermalny 

(primitive neuroectodermal tumor, PNET). 

 

Tabela 2. Podtypy mięsaków typu RMS-like u dzieci 

Table 2. Subtypes of RMS-like sarcomas in children 

Mięsaki RMS-like 

RMS-like sarcomas 

Grupa pozakostnego mięsaka Ewinga (extraskeletal Ewing sarcoma, EES) 

• klasyczna postać mięsaka Ewinga 

• atypowa postać mięsaka Ewinga 

• prymitywny guz neuroektodermalny (primitive neuroectodermal tumor, PNET) 

Mięsak maziówkowy (synovial sarcoma, SS) 

Mięsaki niezróżnicowane (undifferentiated sarcomas, UDS) 

Mięsaki nie dające się sklasyfikować (not otherwise specified sarcomas, NOS) 

 

Mięsaki typu NRMS to heterogenna grupa, do której należą guzy o różno-

rodnej histologii, przedstawione w tabeli 3. Poszczególne podtypy NRMS ce-

chować może odmienna charakterystyka kliniczna, przebieg choroby, chemio-

wrażliwość i rokowanie. Niektóre typy histologiczne mięsaków typu NRMS 

występują głównie u pacjentów dorosłych, a tylko wyjątkowo rzadko u dzieci. 

Według wielu badaczy, uzasadnia to objęcie ich nazwą „mięsaków typu doro-

słego”. Inni autorzy podkreślają wyraźne różnice, jakie cechują guzy NRMS, 

które rozwijają się u niemowląt i dzieci poniżej 4. roku życia, w porównaniu do 

guzów stwierdzanych u dzieci starszych. Jednym z najczęściej spotykanych u 

dzieci podtypów NRMS jest złośliwy obwodowy guz z osłonek nerwowych 

(malignant peripheral nerve sheath tumor, MPNST). Jest to nowotwór o agre-

sywnym przebiegu i trudnej do przewidzenia odpowiedzi na CHT. Połowa przy-

padków MPNST współistnieje z nerwiakowłókniakowatością typu 1 (neurofi-

bromatosis type I, NF1) [213]. 

 

Tabela 3. Wybrane podtypy mięsaków tkanek miękkich typu NRMS u dzieci 

Table 3. Selected subtypes of NRMS STS in children 

Mięsaki typu NRMS 

NRMS sarcomas 

Mięsaki nie dające się sklasyfikować (not otherwise specified sarcomas, NOS) 

Mięsak jasnokomórkowy (clear cell sarcoma, CCS)  

Chrzęstniakomięsak poza układem szkieletowym (extraskeletal chondrosarcoma, ECS) 

· chrzęstniakomięsak śluzowaty (myxoid chondrosarcoma, MyxCS) 

· chrzęstniakomięsak mezenchymalny (mesenchymal chondrosarcoma, MesCS) 

Włókniakomięsak (fibrosarcoma, FS) 

· wrodzona postać włókniakomięsaka (congenital fibrosarcoma, cFS) 
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Włókniakomięsak guzowaty skóry (dermatofibrosarcoma protuberans, DFSP) 

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

Mięsak epitelioidny (nabłonkopodobny) (epitheliod sarcoma, ES) 

Zapalny guz miofibroblastyczny (inflammatory myofibroblastic tumor, IMFT) 

· zapalny mięsak miofibroblastyczny (inflammatory myofibroblastic sarcoma, IMFS) 

Mięsak gładkokomórkowy (leyomyosarcoma, LMS) 

Tłuszczakomięsak (liposarcoma, LPS) 

Mięsak włóknistohistiocytarny (malignant fibrohistiocytoma, MFH) 

· angiomatoid fibrohistiocytoma (AFH) 

Mięsak mezenchymalny (mesenchymoma malignum, MMM) 

Złośliwy guz rabdoidalny tkanek miękkich (pozanerkowy) (malignant rhabdoid tumor, MRT)  

Złośliwy obwodowy guz z osłonek nerwowych (malignant peripheral nerve sheath tumor, 

MPNST); [synonimy: schwannoma malignum / neurofibrosarcoma (NFS)] 

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

 

Mięsaki tkanek miękkich mogą lokalizować się niemal wszędzie. Najczę-

ściej spotykane umiejscowienia MTM u dzieci przedstawiono na ryc. 2. Rozwi-

jają się najczęściej głęboko w obrębie masy mięśniowej, objawiając jako niebo-

lesne uwypuklenie lub guz o pozornie wyraźnych granicach. Mają pseudo-

rozprężający sposób wzrostu i rosną naciekająco wzdłuż przestrzeni i otworów 

naturalnych. Objawy kliniczne MTM u dzieci związane są zwykle z lokalizacją 

ogniska pierwotnego i/lub przerzutów odległych, dlatego są różnorodne i przy-

pominają często objawy innych schorzeń o podobnym umiejscowieniu. Podstęp-

ny przebieg i niecharakterystyczne wstępne objawy MTM u dzieci stwarzają 

duże trudności diagnostyczne. Z tego powodu u większości pacjentów rozpo-

znanie stawiane jest późno, w zaawansowanych stadiach choroby. Aż u ok. 20% 

chorych w momencie diagnozy obecne są przerzuty odległe, najczęściej w obrę-

bie płuc, kości, szpiku kostnego oraz OUN. Uogólnienie choroby w sposób zna-

czący pogarsza rokowanie [2, 115]. 

 

 

Oczodół   10% 

Głowa/szyja   25-35% 

Kończyny   18-20% 

Inne   15-27% 

Ryc. 2. Najczęstsza lokalizacja MTM u dzieci 

Fig. 2. The most common localisation of STS in children 

Układ moczowo-płciowy 20-25% 
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1.1.3 Kliniczne czynniki prognostyczne w MTM u dzieci 

W zdecydowanej większości ośrodków onkologii dziecięcej, zrzeszonych w 

ramach Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia Guzów Litych (PPGLGL), 

diagnostyka i leczenie MTM u dzieci prowadzone są wg międzynarodowego 

protokołu Cooperative Weichteilsarkom Studiengruppe (CWS). Dzięki wciąż 

udoskonalanym metodom terapeutycznym (chirurgii, CHT i RT), na przestrzeni 

kilku ostatnich dekad wyniki leczenia MTM u dzieci uległy znaczącej poprawie. 

Wg Intergroup Rhabdomyosarcoma Study (IRS) – IV prawdopodobieństwo 5-

letniego przeżycia całkowitego (overall survival, OS) dla całej grupy MTM 

wzrosło z 25% w roku 1970 do 73% w roku 2001 [117]. Dla lokalnych stadiów 

zaawansowania 5-letnie OS przekracza obecnie 90%, natomiast nadal pozostaje 

niezadowalające w stadiach zaawansowanych, a zwłaszcza rozsianych (10-20%) 

[115]. 

Kolejne protokoły CWS (CWS-91, -96, -2002, -2006, -2007 oraz CWS-

Guidance) zakładają coraz bardziej precyzyjne dostosowanie terapii do stopnia 

zaawansowania i agresywności nowotworu u danego pacjenta. O kwalifikacji do 

poszczególnych grup ryzyka decyduje typ i podtyp histologiczny mięsaka oraz 

liczne czynniki kliniczne, takie jak: wiek dziecka w momencie rozpoznania, 

lokalizacja guza pierwotnego, stadium zawansowania choroby zgodnie z klasy-

fikacją Tumor-Nodes-Metastases (TNM) oraz ocena pooperacyjna wg klasyfika-

cji IRS. Według TNM szczegółowo oceniane są: wyjściowa wielkość i inwazyj-

ność guza pierwotnego (cecha T), ewentualne zajęcie regionalnych węzłów 

chłonnych (cecha N) oraz obecność przerzutów odległych (cecha M). Klasyfika-

cja IRS obejmuje ocenę stadium zaawansowania choroby po przeprowadzonym 

pierwotnym zabiegu operacyjnym (primary excision, PE), uwzględnia więc bar-

dzo ważny czynnik prognostyczny, jakim jest doszczętność PE. Szczegółowe 

zasady klasyfikacji pacjentów wg klasyfikacji TNM i IRS zamieszczono w za-

łącznikach 1 i 2. W przypadku mięsaków nieoperacyjnych w momencie posta-

wienia rozpoznania, ważnym czynnikiem prognostycznym jest odpowiedź na 

neo-adjuwantową CHT, której oceny dokonuje się po trzech pierwszych jej kur-

sach (między 9 a 12 tygodniem terapii). Kryteria odpowiedzi całkowitej (com-

plete response, CR), dobrej częściowej (good partial response, GPR), częścio-

wej (partial response, PR), choroby stabilnej (stable disease, SD) i progresji 

choroby (progressive disease, PD) przedstawiono szczegółowo w rozdziale 3. 

„Materiał i metody”. Uzyskana dobra odpowiedź na CHT umożliwia w wielu 

przypadkach przeprowadzenie odroczonej doszczętnej resekcji guza (second 

look surgery, SL), co w sposób istotny poprawia rokowanie. Dobra reakcja na 

wstępną CHT identyfikuje również chorych, którzy nie wymagają stosowania 

bardziej intensywnej CHT w dalszym leczeniu [50]. 

Obecnie stosowany system patologiczno-klinicznej kwalifikacji chorych z 

RMS oraz NRMS do poszczególnych grup ryzyka przedstawiono w załączniku 

3. Z praktyki onkologicznej wiadomo, że nie zawsze analiza wymienionych 
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czynników rokowniczych jest wystarczająca dla prognozowania przebiegu i 

wyniku leczenia MTM u dzieci. Mimo agresywnej wielomodalnej terapii, nadal 

istnieją chorzy, u których dochodzi do nawrotu lub progresji nowotworu – a co 

za tym idzie – zgonu chorego dziecka. 

Badania genetyczne, ukierunkowane na wykrycie translokacji typowych dla 

poszczególnych rodzajów MTM, odgrywają istotną rolę w diagnostyce mięsa-

ków [170]. Nie są to jednak badania wykonywane rutynowo, a jedynie w przy-

padkach trudnych i niejednoznacznych. Również prognostyczne znaczenie wy-

krytych translokacji i innych aberracji chromosomowych nie zostało jedno-

znacznie ustalone. Tym samym w obowiązujących obecnie wytycznych, kwali-

fikacja dzieci z MTM do poszczególnych grup ryzyka, nie opiera się na wyni-

kach badań genetycznych. 

W MTM u dzieci nie znaleziono również „idealnych” prognostycznych bio-

markerów, wykrywanych w płynach ustrojowych. W przeciwieństwie bowiem 

do kilku innych nowotworów dziecięcych, MTM nie wydzielają swoistych bio-

markerów, możliwych do oznaczania w surowicy, moczu lub płynie mózgowo-

rdzeniowym (PMR), które korelowałyby z zaawansowaniem i aktywnością pro-

liferacyjną nowotworu. Podjęte dotąd prace badawcze nad znaczeniem rokowni-

czym różnych markerów obecnych w surowicy pacjentów z MTM poszerzyły 

wiedzę na temat biologii tego nowotworu, jednak analizowane biomarkery nie 

zyskały statusu czynników przydatnych w praktyce klinicznej [15, 16]. 

Dlatego nie ustają próby poznania nowych czynników rokowniczych, lepiej 

odzwierciedlających biologiczną aktywność MTM u dzieci, które pozwoliłyby 

na bardziej precyzyjne dopasowanie strategii leczenia do poszczególnych cho-

rych. W ostatnich latach zainteresowania naukowców skierowały się ku proce-

sowi hipoksji w guzach nowotworowych, jego znaczeniu w promowaniu prolife-

racji komórek nowotworowych, związku z procesem nowotworzenia naczyń 

(angiogenezy), przerzutowania i oporności na CHT i RT [89]. Markery hipoksji 

stały się obiecującym obszarem badań, zarówno 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-

czą jednak przede wszystkim dorosłych chorych z różnymi typami nowotworów 

złośliwych [19, 122, 161, 182, 194, 222, 224, 248]. Stopień ekspresji i poten-

cjalne znaczenie prognostyczne markerów hipoksji w MTM u dzieci nie były 

dotąd przedmiotem opublikowanych badań naukowych. 

1.2 Hipoksja 

1.2.1 Rodzaje i przyczyny hipoksji 

W toku ewolucji organizmy wielokomórkowe uzależniły się od tlenu (O2) i 

ich prawidłowe funkcjonowanie zależne jest od jego niezaburzonej dostawy i 

właściwego stężenia. W warunkach fizjologicznych ciśnienie parcjalne O2 w 
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poszczególnych rodzajach komórek organizmu jest różne. W komórkach górnej 

części układu oddechowego wynosi ono 110-150 mmHg (co odpowiada stężeniu 

O2 15-20%), zaś w komórkach siatkówki czy nerki – 5 mmHg (stężenie O2 1%) 

[36, 149, 203]. 

Stan kliniczny, w którym dochodzi do zmniejszenia ciśnienia parcjalnego O2 

na poziomie tkankowym nazywany jest hipoksją. Dla większości komórek za 

hipoksję uznawany jest spadek stężenia O2 poniżej 2%, przy czym wartości 

1,2% uważa się za stan umiarkowanej hipoksji, zaś stężenie poniżej 0,2% to stan 

hipoksji głębokiej i anoksji [149]. 

W zależności od mechanizmu powstawania wyróżnia się sześć rodzajów hi-

poksji: 

· Hipoksja hipoksyczna – powstaje w wyniku zmniejszonej dyfuzji O2 zwią-

zanej z niskim ciśnieniem parcjalnym O2 w powietrzu atmosferycznym, cho-

robami serca i płuc oraz obturacją lub niedrożnością dróg oddechowych. 

· Hipoksja histotoksyczna – powstaje w mechanizmie blokady enzymów, 

biorących udział w procesach wykorzystujących O2 na poziomie komórko-

wym. Najczęstszą przyczyną są zatrucia (np. tlenkiem węgla i cyjankiem po-

tasu), prowadzące do nieodwracalnego zahamowania funkcji oksydazy cyto-

chromowej, która jest podstawowym enzymem łańcucha oddechowego. 

· Hipoksja krążeniowa (zastoinowa) – powstaje w wyniku spowolnionego 

przepływu krwi przez tkanki i narządy np. w niewydolności mięśnia serco-

wego, wstrząsie, zakażeniu. 

· Hipoksja wysokościowa – powstaje podczas pobytu na dużych wysoko-

ściach nad poziomem morza. 

· Hipoksja anemiczna – do niedotlenienia tkanek dochodzi w wyniku krwa-

wienia i zmniejszenia zawartości hemoglobiny w krwinkach czerwonych, 

dysfunkcji w magazynowaniu O2 w erytrocytach lub na skutek zmniejszonej 

objętości tkankowej krwi. 

· Hipoksja metaboliczna – powstaje w wyniku zwiększonego zapotrzebowa-

nia na O2 w przebiegu różnych zaburzeń metabolicznych, występujących np. 

w posocznicy. 

Hipoksja może być stanem fizjologicznym, bądź patologicznym, występują-

cym czasowo (hipoksja ostra) lub przewlekle (hipoksja chroniczna). Hipoksja 

może być ograniczona do danej tkanki lub narządu, albo może obejmować cały 

organizm. Hipoksja chroniczna może występować w postaci ciągłej, w której 

niedotlenienie występuje stale w jednostce czasu (np. w przebiegu niedokrwisto-

ści) lub w postaci przerywanej, gdy u chorego w pewnym okresie czasu wystę-

pują powtarzające się epizody niedotlenienia przerywane epizodami prawidło-

wego utlenowania komórek (np. zespół bezdechu sennego) [174]. 

Niezależnie od przyczyny i postaci, tkankowy niedobór O2 stanowi jeden z 

najgroźniejszych czynników, zaburzających funkcje komórek. Aby przeżyć, 

muszą one dostosować się do nowych warunków, przestawiając się na metabo-
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lizm beztlenowy i uruchamiając liczne mechanizmy i procesy przeciwdziałające 

hipoksji, albo przywrócić odpowiednie utlenowanie tkanek. Badania ostatnich 

lat wykazują, że hipoksja stanowi powszechne zjawisko warunkujące wzrost 

nowotworu w organizmie [89]. 

1.2.2 Hipoksja w tkance nowotworowej 

Hipoksja stanowi jedną z cech charakterystycznych niemal wszystkich no-

wotworów litych, przy czym wielkość regionów hipoksji i frakcja niedotlenio-

nych komórek może różnić się znacząco nawet w guzach o tym samym typie 

histologicznym. Hipoksja wewnątrz guza nowotworowego wywołana jest głów-

nie przez niedostateczny dowóz O2 i substancji odżywczych przez nieprawidło-

we naczynia krwionośne powstałe na drodze neoangiogenezy w szybko prolife-

rującej tkance. Dodatkowo, w tkance nowotworowej wzrasta aktywność metabo-

liczna, zwiększa się zużycie O2 przez szybko dzielące się komórki, a w otaczają-

cym komórki nowotworowe środowisku spada pH [167]. W efekcie wszystkie te 

procesy prowadzą do niskiego stężenia O2 wewnątrz guza i niedotlenienia ko-

mórek. Pomiary utlenowania przy użyciu mikroelektrod wykazały, że ciśnienie 

parcjalne O2 w prawidłowej tkance waha się od 40 do 50 mmHg, zaś w tkance 

nowotworowej – od 5 do 10 mmHg, zwykle poniżej 7 mmHg [73]. 

Prace nad niedotlenowaniem tkanek prowadzone były od początku XX wie-

ku. Schwarz [196] jako pierwszy zauważył, iż prawidłowo utlenowane komórki 

skóry są bardziej wrażliwe na promieniowanie, w porównaniu do komórek hi-

poksycznych. Kolejne ważne prace opublikowali w 1955 roku Thomlinson i 

Gray, udowadniając w badaniach na komórkach raka płuca, iż hipoksja jest ce-

chą charakterystyczną komórek nowotworowych i przyczynia się do powstawa-

nia oporności na promieniowanie [225]. Wprawdzie stworzony przez nich mo-

del, tłumaczący rozwój i lokalizację regionów hipoksji w guzie nowotworowym, 

okazał się później nieprawidłowy, ale w swoich doświadczeniach Thomlinson i 

Gray dowiedli ważnego faktu, że komórki częściowo niedotlenowane (hipok-

syczne), obecne w strefie przejściowej pomiędzy komórkami martwiczymi, a 

komórkami w pełni zaopatrzonymi w O2, były zdolne do życia [225]. 

W roku 1968 brytyjski naukowiec Tannock, na podstawie przeprowadzo-

nych badań, przedstawił model powstawania hipoksji, akceptowany i aktualny 

do dnia dzisiejszego. Wg Tannocka w tkance nowotworowej istnieją prawidło-

wo utlenowane (normoksyczne) komórki zlokalizowane wokół naczynia krwio-

nośnego, zaopatrującego je w O2 i środki odżywcze. Następnie, w odległości 

100-180 µm od naczynia znajduje się strefa komórek hipoksycznych, a jeszcze 

dalej – w odległości >180 µm od naczynia krwionośnego panuje strefa anoksji, 

czyli obszar martwiczy [223]. 

W latach 70. XX wieku w tkance nowotworowej wyróżniono hipoksję chro-

niczną oraz ostrą przejściową. Znaczna odległość komórki nowotworowej od 

naczynia krwionośnego, uniemożliwiająca pozyskiwanie O2 i środków odżyw-
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czych, prowadzi do hipoksji chronicznej. Natomiast hipoksja ostra przejściowa 

powstaje w wyniku zaburzonej perfuzji krwi niezależnie od odległości od na-

czynia krwionośnego w guzie. Wynika to z nieprawidłowej budowy sieci naczyń 

krwionośnych w obrębie nowotworu, powstających na drodze angiogenezy. 

Efektem jest niedotlenienie nawet tych komórek, które znajdują się w pobliżu 

naczyń nowotworowych [29]. 

1.2.3 Metody oceny hipoksji w nowotworach 

Opracowano szereg metod diagnostycznych, dzięki którym możliwe jest zi-

dentyfikowanie regionów, a nawet komórek hipoksycznych, w ludzkich nowo-

tworach. Metody te można podzielić na bezpośrednie i pośrednie, inwazyjne i 

nieinwazyjne [73]. 

Do metod bezpośrednich należą metody z użyciem mikroelektrod, metody 

wykorzystujące zjawisko wygaszania fluorescencji przez tlen oraz obrazowanie 

obszarów hipoksji w badaniach radiologicznych. 

· Mikroelektroda Eppendorfa jest urządzeniem stosowanym w praktyce kli-

nicznej od ponad 30. lat. Umożliwia ona pomiar stężenia O2 w objętości gu-

za, a nie w poszczególnych komórkach, dostarcza zatem informacji o śred-

nim stężeniu O2 w guzie nowotworowym [24]. Wprowadzenie mikroelek-

trody do guza jest zabiegiem inwazyjnym i możliwym tylko w przypadku 

guzów łatwo dostępnych [239]. 

· Zjawisko wygaszania fluorescencji przez O2 jest nowoczesną metodą pomia-

ru stężenia O2, wykorzystującą umieszczone w sondzie fluoryzujące kom-

pleksy rutenu. Podobnie, jak mikroelektroda Eppendorfa, wprowadzenie 

sondy jest procedurą inwazyjną, możliwą do zastosowania jedynie w guzach 

położonych powierzchownie. Konieczna jest również korekcja temperatury 

pomiaru, a najważniejszym ograniczeniem tej metody jest brak możliwości 

scharakteryzowania natężenia hipoksji. 

· Obrazowanie obszarów hipoksji związane jest z szybko rozwijającą się 

dziedziną radiologii i wykorzystuje najnowsze metody obrazowania tkanek i 

narządów w organizmie chorego. Do najbardziej obiecujących metod obec-

nie zalicza się: 

· pozytonową tomografię emisyjną (positron emission tomography, PET); 

· spektroskopię magnetycznego rezonansu jądrowego (nuclear magnetic 

resonance, NMR); 

· oraz spektroskopię elektronowego rezonansu paramagnetycznego (elec-

tron paramagnetic resonance, EPR). 

Badaniem stosowanym coraz częściej do oceny obszarów hipoksji jest badanie 

PET. Dzięki zastosowaniu specyficznych dla obszarów hipoksji radioizotopów 

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

sy biochemiczne, nie zmieniając ich przebiegu. Ocena obszarów hipoksji jest 

bardzo precyzyjna [65], a charakterystykę niedotlenienia tkanki nowotworowej 
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można przedstawić w obrazie trójwymiarowym. Niestety badanie PET pozwala 

na ocenę obszarów hipoksji położonych powierzchownie (na głębokości 5-8 mm 

badanej tkanki) [31], a koszty badania są wysokie. 

Pośrednie metody oceny hipoksji obejmują obrazowanie utlenowania hemo-

globiny oraz immunohistochemiczne (IHC) wykrywanie egzo- i endogennych 

markerów hipoksji. 

Obrazowanie utlenowania hemoglobiny wykorzystuje obrazowanie rezonan-

sem magnetycznym zależnym od poziomu utlenowania krwi (blood oxygenation 

level-dependent magnetic resonance imaging, BOLD-MRI) lub spektroskopię w 

podczerwieni (near infrared spectroscopy, NIR). 

Najczęściej stosowanymi egzogennymi markerami hipoksji są pimonidazol, 

NITP (2-nitroimidazol związany z teofiliną) oraz EF5 (fluoropochodna etanida-

zolu). Ich zastosowanie w celu oceny stężenia O2 jest metodą inwazyjną, gdyż są 

to substancje podawane dożylnie. W przypadku obniżonego ciśnienia parcjalne-

go O2 dochodzi do ich degradacji jedynie w komórkach niedotlenionych, co 

wykrywane jest metodami IHC [67]. 

Najczęściej stosowaną w praktyce klinicznej metodą oceniającą komórki hi-

poksyczne jest oznaczanie endogennych markerów hipoksji w tkance guza me-

todami IHC. Są one proste w wykonaniu, nie wymagają dożylnej podaży śród-

ków kontrastowych, ani radioizotopów, i mogłyby być rutynowo stosowane w 

trakcie histopatologicznej oceny tkanki nowotworowej pobranej przed lecze-

niem. Dokładna ocena IHC endogennych markerów hipoksji umożliwia zobra-

zowanie przestrzenne niedotlenionych komórek. Jedyną trudnością jest właściwa 

interpretacja barwień przez doświadczonego patomorfologa. 

Do endogennych markerów hipoksji zaliczamy:  

· czynnik indukowany przez hipoksję 1 (hypoxia-inducible factor 1, HIF-1); 

· czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (vascular endothelial growth 

factor, VEGF); 

· anhydrazę węglanową IX (carbonic anhydrase IX, CA IX); 

· czynnik transportujący glukozę 1 (glucose transporter 1, GLUT-1). 

1.3 Czynnik indukowany przez hipoksję 1 

Przełomem badań nad hipoksją było wykrycie czynnika, odpowiedzialnego 

za utrzymywanie homeostazy tlenowej w komórce poprzez udział w adaptacji 

do zredukowanego poziomu O2 [104]. Jest nim HIF-1, wykryty w roku 1992 

dzięki badaniom Semenzy i Wanga nad elementem odpowiedzi na hipoksję (hy-

poxia responsive element, HRE) w genie erytropoetyny (EPO) [204]. Obecnie 

wiadomo, iż w warunkach hipoksji dochodzi do znaczącego wzrostu aktywności 

HIF-1. Powoduje to z kolei aktywację licznych genów, regulowanych przez 

HIF-1, odpowiedzialnych za fizjologiczną reakcję komórki na niedotlenienie 

[237]. W efekcie uruchomione zostają procesy przeciwdziałające skutkom nie-

doboru O2, aktywne zarówno w stanach fizjologicznych, jak i chorobowych, w 
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tym – w nowotworach. Obecnie HIF-1 uważany jest za najważniejszy czynnik 

regulujący odpowiedź komórki nowotworowej na zmniejszony dostęp O2, kon-

trolujący procesy i mechanizmy adaptacji do hipoksji oraz promujący jej prze-

trwanie, a nawet progresję [237]. 

1.3.1 Budowa HIF-1. Aktywacja HIF-1a 

HIF-1 jest heterodimerem, złożonym z trzech podjednostek alfa (HIF-1a, 

HIF-2a i HIF-3a) oraz podjednostki beta (HIF-1b), nazywanej wcześniej ARNT 

(aryl hydrocarbon nuclear translocator) [201, 230]. Ekspresję HIF-1a wykaza-

no we wszystkich ludzkich tkankach, podczas gdy HIF-2a występuje głównie w 

komórkach śródbłonka, komórkach wydzielających katecholaminy, komórkach 

płuc, serca i makrofagach obecnych w obrębie nowotworu [222]. HIF-3a jest 

najmniej poznaną podjednostką, obecną w komórkach grasicy, płuc, mózgu, 

serca i nerki [84]. Jej rola nie jest jasna, potwierdzono, iż jeden z wariantów 

splicingowych HIF-3 negatywnie reguluję ekspresję HIF-1 i HIF-2. 

Strukturę HIF-1 tworzą dwie główne podjednostki peptydowe: HIF-1a 

(o masie 120 kDa) i HIF-1b (o masie 91, 93 lub 94 kDa). Obie podjednostki 

zbudowane są z domeny typu helisa-pętla-helisa (basic helix-loop-helix, bHLH) 

oraz domeny PAS (PER-ARNT-SIM) [230]. Zarówno domena bHLH, jak i 

PAS, biorą udział w procesie dimeryzacji i wiązaniu HIF-1 z kwasem deoksyry-

bonukleinowym (deoxyribonucleic acid, DNA). Obie podjednostki HIF-1, 

oprócz domen bHLH i PAS, posiadają domeny transaktywacji (transactivation 

domains, TAD), przy czym HIF-1a posiada dwie domeny TAD (N-TAD oraz 

C-TAD), a HIF-1b - jedną domenę TAD [187]. Budowę HIF-1a przedstawiono 

na ryc. 3. 

 

 

Ryc. 3. Schemat budowy podjednostki HIF-1a 

Fig. 3. The scheme of the HIF-1a subunit construction 
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Zasadniczą rolę w regulacji stabilności HIF-1a odgrywa domena ODDD 

(oxygen-dependent degradation domain), która w pozycji 402 oraz 564 zawiera 

reszty prolinowe. Jej ubikwitynacja w warunkach tlenowych kieruje HIF-1a na 

drogę degradacji w proteasomie [96]. 

Podjednostka HIF-1b ulega stałej ekspresji w komórce, niezależnie od stę-

żenia O2, natomiast aktywność HIF-1a regulowana jest przez dostęp do O2 [92, 

96]. W warunkach prawidłowego utlenowania tkanek poziom HIF-1a jest prak-

tycznie niewykrywalny wskutek jego bardzo szybkiej ubikwitynozależnej de-

gradacji w proteasomach. Jest to proces regulowany przez białko supresorowe 

von Hippel-Lindau (pVHL) [106]. Reszty prolinowe 402 i 564 w domenie 

ODDD podjednostki HIF-1a, dzięki hydroksylazom prolinowym 1-3 (PHD 1-3), 

w obecności koaktywatorów (jonów żelaza i 2-oksyglutaranu) ulegają trans-4-

hydroksylacji, co umożliwia połączenie podjednostki HIF-1a z pVHL [164, 

195]. Powstały kompleks jest rozpoznawany przez ligazę ubikwitynową E3, co 

jest sygnałem do rozpoczęcia degradacji podjednostki HIF-1a w proteasomach 

[104; 106]. Natężenie procesu hydroksylacji reszt prolinowych domeny ODDD i 

uruchomienie procesu degradacji HIF-1a jest ściśle zależne od stężenia O2 w 

komórce [118, 184]. 

Drugim procesem wpływającym na aktywność podjednostki HIF-1a jest hy-

droksylacja reszty asparaginylowej (Asn803) w domenie C-TAD. Za hydroksy-

lację odpowiada czynnik hamujący HIF-1 (factor inhibiting HIF-1, FIH), który 

jest aktywny w warunkach normoksji [147]. Po hydroksylacji niemożliwe jest 

połączenie transaktywacyjnego koaktywatora CBP/p300 z domeną C-TAD 

[134], co prowadzi do niestabilności podjednostki HIF-1a i jej degradacji [118, 

184]. 

Aktywacja HIF-1 wymaga najpierw stabilizacji HIF-1a, poprzez zahamo-

wanie jego proteolizy. W warunkach obniżonego stężenia O2 w komórce docho-

dzi do zmniejszenia aktywności enzymów PHDs oraz unieczynnienia czynnika 

FIH, co prowadzi do stabilizacji podjednostki HIF-1a i jej kumulacji. W komór-

ce nowotworowej opisano również inne mechanizmy, prowadzące do zwiększe-

nia stężenia HIF-1a. Jednym z nich jest zahamowanie degradacji tej podjed-

nostki w przypadku utraty lub mutacji genu supresorowego TP53. W warunkach 

normoksji poziom HIF-1a wzrastać może także pod wpływem wielu czynników 

i cytokin, takich jak: insulina, insulinopodobny czynnik wzrostu 1 i 2 (insulin-

like growth factor, IGF-1, IGF-2), naskórkowy czynnik wzrostu (epidermal 

growth factor, EGF), czynnik wzrostu fibroblastów 2 (fibroblast growth factor 

2, FGF 2), czynnik martwicy nowotworów a (tumor necrosis factor a, TNF a) i 

płytkopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor, PDGF). Praw-

dopodobnie białka te stabilizują poziom HIF-1a przez aktywację kinaz na dro-

dze wiązania specyficznych receptorów. Ważnym czynnikiem stabilizującym 

HIF-1a, zarówno w warunkach normoksji jak i hipoksji, jest białko szoku ciepl-
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nego (heat shock protein, Hsp90). Inhibitor tego białka, geldanamycyna (GA), 

hamuje stabilizujące działanie Hsp90 i sprzyja degradacji HIF-1a w proteaso-

mie, niezależnej od pVHL [100]. 

Po stabilizacji podjednostki HIF-1a jej ilość gwałtownie wzrasta i białko ule-

ga translokacji do jądra komórkowego. Tam dochodzi do połączenia HIF-1a z 

podjednostką HIF-1b, na skutek czego powstaje czynnik transkrypcyjny HIF-1. 

Powstały aktywny kompleks łączy się z charakterystyczną sekwencją HRE 5’-

A/GCGTG-3’ w genach docelowych HIF-1 [14, 39, 200]. W efekcie w ekspresji 

tych genów zachodzą zmiany, które uruchamiają procesy przeciwdziałające 

niekorzystnym efektom hipoksji i zapewniające przetrwanie niedotlenionych 

komórek. Wykazano, że większość typów nowotworów złośliwych wykazuje 

silną ekspresję HIF-1a, co sugeruje istotną rolę tego markera w powstawaniu i 

progresji guzów. Silna tkankowa ekspresja HIF-1a u chorych z rakiem piersi, 

jajnika, szyjki macicy, przełyku, gardła, płuc oraz u pacjentów z guzami mózgu i 

MTM, wiązała się z wysoce agresywnym przebiegiem choroby, złą odpowiedzią 

na leczenie i niekorzystnym rokowaniem [202]. Szczególnie wysoką śmiertel-

ność stwierdzono u pacjentek z rakiem jajnika, u których jednocześnie wykryto 

mutację genu TP53 i silną ekspresję HIF-1a [19]. U chorych z rakiem żołądka i 

piersi potwierdzono związek, pomiędzy silną ekspresją HIF-1a, a dużą masą 

guza nowotworowego, zajęciem węzłów chłonnych i obecnością przerzutów 

odległych w momencie diagnozy [41, 231]. Silna i rozlana tkankowa ekspresja 

HIF-1a może pomóc identyfikować podgrupy chorych o szczególnie złym ro-

kowaniu, nawet pomimo braku innych niekorzystnych czynników prognostycz-

nych, np. wobec niskiego stadium zaawansowania choroby (u chorych z rakiem 

szyjki macicy), braku zajęcia węzłów chłonnych (w raku piersi) oraz niskiego 

stopnia histologicznej złośliwości guza (u pacjentów ze skąpodrzewiakiem) [18, 

20, 22]. Podkreśla to istotną rolę procesu hipoksji i adaptacji do hipoksji w roz-

woju nowotworu i jego biologicznej agresywności. 

1.4 Adaptacja komórek nowotworowych do hipoksji 

Obecnie uważa się, że HIF-1a stanowi główny czynnik transkrypcyjny ka-

skady hipoksji, regulujący ekspresję ponad 100 genów, których produkty biał-

kowe biorą udział w utrzymaniu homeostazy środowiska tlenowego i sprzyjają 

przystosowaniu komórek do niedotlenienia [141, 154, 237]. Uruchamiane proce-

sy adaptacyjne mogą mieć zasięg ogólnoustrojowy (jak np. zwiększenie erytro-

poezy, częstości oddechów i wydolności pracy serca), lokalny (stymulacja an-

giogenezy) lub komórkowy (aktywacja procesów metabolicznych i energetycz-

nych komórki, promowanie jej przeżycia, a nawet proliferacji). 

Aktywacja HIF-1a w obrębie tkanki nowotworowej w wyniku panującej 

tam hipoksji uruchamia szereg procesów „korzystnych” dla nowotworu, umoż-

liwiających komórkom guza przetrwanie. Do procesów tych należą: neoangio-



 Wstęp 25 

geneza, uruchomienie beztlenowych przemian metabolicznych i utrzymanie 

wewnątrzkomórkowego pH [154]. Ważnym odkryciem było powiązanie akty-

wacji HIF-1a z hamowaniem apoptozy komórek nowotworu i aktywacją proce-

sów oporności wielolekowej oraz proliferacji, inwazyjności i przerzutowania 

nowotworu.  

 

 

Ryc. 4. Znaczenie HIF-1a w regulacji procesów adaptacji do niedotlenienia w chorobie 

nowotworowej 

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

 

Na ryc. 4 przedstawiłam schemat regulowanych przez HIF-1a procesów ad-

aptacji do niedotlenienia w chorobie nowotworowej. Wyróżnione w nim zostały 

czynniki, uważane obecnie za najważniejsze wewnątrzkomórkowe markery 
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hipoksji. Jak już wspomniałam, należą do nich: HIF-1a, VEGF, odpowiedzialny 

za indukcję procesu neoangiogenezy, CA IX, regulująca pH komórki i GLUT-1, 

odpowiadający za zmianę metabolizmu komórki na beztlenowy [171, 222]. 

1.5 Hipoksja a angiogeneza w nowotworze 

W tkance nowotworowej procesy hipoksji i angiogenezy są nierozerwalnie 

powiązane i wzajemnie się nasilają. Szybko mnożące się komórki guza mają 

duże wymagania co do zaopatrzenia w O2 i środki odżywcze. Łatwo więc ulega-

ją hipoksji, przez co dochodzi w nich do stałej ekspresji HIF-1a. Czynnik ten 

przyczynia się do indukcji procesu neoangiogenezy, która ma na celu zapewnić 

dostawę O2 i składników odżywczych dla przetrwania niedotlenienia. Jednak 

powstająca sieć naczyń nowotworowych nie jest prawidłowa, może więc pogłę-

biać stan hipoksji, co nakręca błędne koło i prowadzi do aktywacji kolejnych 

procesów sprzyjających przeżyciu komórek nowotworowych. W efekcie prze-

żywają komórki najlepiej zaadaptowane, czyli najbardziej złośliwe [128]. 

Zgodnie z obowiązującą obecnie definicją, angiogeneza (neowaskularyzacja) 

to wieloetapowy proces powstawania nowych naczyń krwionośnych z naczyń 

już istniejących i prekursorów komórek endotelialnych (śródbłonkowych). Pro-

ces wytwarzania nowych naczyń w środowisku guza nowotworowego nazywany 

jest również neoangiogenezą. Jest on niezbędny dla dalszego rozwoju nowotwo-

ru po osiągnięciu przez guz średnicy 2 mm [149]. 

Czynniki regulujące neoangiogenezę pochodzą zarówno z komórek nowo-

tworowych, jak i komórek prawidłowych. Wzmożona synteza i aktywacja czyn-

ników proangiogennych zachodzi w tkance nowotworowej poprzez HIF-1a-

zależną indukcję transkrypcji genów kodujących te czynniki. Do najważniej-

szych czynników proangiogennych należą: VEGF, białko bogate w cysteinę 

(cysteine rich protein-61, Cyr61) [132], angiopoetyna 1 (angiopoietin 1, ANG 1) 

i wiele innych. Spośród nich najlepiej poznanym czynnikiem regulującym po-

wstawanie nowych naczyń w guzie jest VEGF [71]. 

1.5.1 VEGF – marker angiogenezy aktywowany przez HIF-1a 

Rodzina białek VEGF obejmuje pięć czynników wzrostu: VEGF-A, VEGF-

B, VEGF-C, VEGF-D oraz łożyskowy czynnik wzrostu (placenta growth factor, 

PlGF) [57]. Spośród nich VEGF-A odgrywa kluczową rolę w angiogenezie, 

łącząc się i aktywując receptory VEGFR-1 i VEGFR-2 [57]. Na skutek alterna-

tywnego splicingu powstaje co najmniej 9 izoform VEGF-A, z których izoforma 

VEGF-A165 jest najczęstsza i najbardziej aktywna biologicznie. Jej nadekspre-

sję stwierdza się w wielu nowotworach złośliwych u ludzi [58]. 

VEGF-A pierwotnie został odkryty i opisany jako tzw. czynnik zwiększają-

cy przepuszczalność naczyń (vascular permeability factor, VPF) wydzielany 

przez komórki nowotworowe [205]. Poprzednia nazwa opisuje jedną z ważnych 

funkcji VEGF, czyli zwiększanie przepuszczalności naczyń. W efekcie dochodzi 
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do obrzęku tkanki guza i wzrostu ciśnienia śródtkankowego w nowotworze [57, 

105]. Obrzęk ten z jednej strony nasila hipoksję, z drugiej zaś zmniejsza dopływ 

i przenikanie chemioterapeutyków do komórek nowotworowych [220]. 

Na skutek aktywacji ścieżki VEGF-A/VEGFR-2 dochodzi do zwiększonej 

ekspresji wielu białek, takich jak: białka układu fibrynolizy, metaloproteinazy 

(metalloproteinases, MMP), GLUT-1, syntaza tlenku azotu (nitric oxide syntha-

se, NOS), integryny oraz mitogeny. Białka te uczestniczą w procesie degradacji 

błony podstawnej i składników macierzy międzykomórkowej, co jest niezbędne 

do odłączenia się komórek śródbłonka od pericytów i błony podstawnej oraz ich 

migracji w kierunku stymulatorów angiogenezy [44, 69]. 

VEGF zwiększa przeżywalność komórek śródbłonka poprzez aktywację an-

tyapoptotycznego szlaku sygnałowego PI3K-Akt i białka Bcl-2 [77, 78]. W re-

zultacie dochodzi do ich proliferacji i formowania światła i pętli nowych naczyń, 

które zaopatrują rosnący guz w O2 i składniki odżywcze, niezbędne do ciągłego 

wzrostu i ekspansji [88]. Powstaje również błona podstawna i następuje rekruta-

cja pericytów. Dzięki złożonym procesom krzepnięcia i fibrynolizy następuje 

przebudowa nowo powstałych sznurów naczyniowych z wytworzeniem światła. 

Poszczególne kapilary łączą się tworząc liczne anastomozy. Jednak powstające 

w guzie nowotworowym naczynia krwionośne zdecydowanie różnią się od na-

czyń prawidłowych. Są nieregularne, niedojrzałe, kręte i chaotycznie ułożone. 

Wykazują niepełne zróżnicowanie tętniczo-żylne, a ich ściana jest cienka i po-

zbawiona mięśni gładkich [149]. Przepływ krwi w naczyniach jest turbulentny, 

często zwolniony, co powoduje wykrzepianie. Wykazano również, że angioge-

neza nowotworowa sprzyja przedostawaniu się komórek nowotworowych do 

krwiobiegu, co w konsekwencji może doprowadzić do tworzenia przerzutów. 

Dodatkowo VEGF hamuje przekształcanie się makrofagów w komórki dendry-

tyczne, co uniemożliwia prezentowanie antygenów specyficznych dla guza no-

wotworowego i obniża odpowiedź układu immunologicznego [51]. 

Nie dziwi więc fakt, że zaobserwowano związek, pomiędzy silną ekspresją 

VEGF, a progresją nowotworu i złą prognozą w przypadku wielu nowotworów. 

Należą do nich między innymi: rak jelita grubego [136], żołądka [146], trzustki 

[99], piersi [13], gruczołu krokowego [76] i płuc [70]. Unaczynienie nowotworu 

mierzone gęstością mikronaczyń i zwiększoną ekspresją VEGF w wielu nowo-

tworach korelowało z większym ryzykiem powstawania przerzutów odległych i 

zmniejszoną przeżywalnością pacjentów [72]. Od czasu odkrycia VEGF w 1989 

roku prowadzone są intensywne badania nad wykorzystaniem nowych metod 

diagnostycznych, jak również terapeutycznych, opartych na blokowaniu angio-

genezy i progresji nowotworów za pomocą przeciwciał monoklonalnych anty-

VEGF. W wielu typach nowotworów wyniki są obiecujące. 
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1.6 Hipoksja a przemiany beztlenowe w nowotworze 

Szybko mnożące się i migrujące komórki nowotworowe potrzebują stałego 

źródła energii dla podtrzymania swego potencjału proliferacyjnego. W warun-

kach hipoksji, przemiany metaboliczne komórek nowotworowych przełączane 

są na szlaki niezależne od O2, którego brakuje. Uruchamiany jest przyspieszony 

proces glikolizy (oddychania beztlenowego), czyli proces, w wyniku którego 

glukoza jest metabolizowana do pirogronianu, a następnie do kwasu mlekowego. 

Proces ten dostarcza znacznie mniej energii, niż spalanie glukozy w warunkach 

tlenowych (dwie cząsteczki adenozyno trójfosforanu, ATP, vs 36 cząsteczek 

ATP), ale jest pewnym i dostępnym źródłem energii w warunkach hipoksji. 

Ekspresja wszystkich enzymów szlaku glikolitycznego, a także ekspresja trans-

porterów glukozy GLUT-1 i GLUT-3, regulowana jest przez HIF-1a. Wykaza-

no, iż w wielu nowotworach wysoki poziom GLUT-1 koreluje z krótszym cza-

sem wolnym od przerzutów i gorszym całkowitym przeżyciem chorych [35, 

131]. 

1.6.1 GLUT-1 – marker przemian beztlenowych aktywowany przez HIF-

1a 

Wśród białek, które transportują glukozę przez błony komórkowe najlepiej 

poznanym jest białko GLUT-1. Transporter ten znajduje się jedynie w erytrocy-

tach, komórkach śródbłonka naczyń mózgu, komórkach oka, łożyska i mięśni 

[246]. W stanach przewlekłego niedotlenienia komórek i tkanek, podczas utrud-

nionego dostępu do glukozy, stwierdza się statystycznie istotnie wyższą ekspre-

sję białka GLUT-1, dlatego często jego obecność stwierdza się w komórkach 

guzów nowotworowych [145, 156]. 

Transporter GLUT-1 zlokalizowany w ludzkich komórkach ma masę czą-

steczkową ok. 54 kDa i składa się z 492 aminokwasów. Gen SLC2A1, kodujący 

białko GLUT-1, znajduje się na krótkim ramieniu chromosomu 1 (1p35-31.3) i 

złożony jest z 10 eksonów. Transportery GLUT, niezależnie od podtypu, posia-

dają 12 hydrofobowych domen a-heliksowych. Uważa się, że przechodzą one 

przez błonę plazmatyczną 12 razy, a duża pętla znajdująca się pomiędzy 6 i 7 

segmentem zlokalizowana jest wewnątrz komórki, po stronie cytoplazmatycznej. 

Podobnie, wewnątrzkomórkowo, zlokalizowane są regiony N- oraz C-końcowe 

GLUT-1. 

Sugeruje się, iż stopień złośliwości komórek nowotworowych koreluje ze 

stopniem glikozylacji GLUT-1. Białko GLUT-1 posiada pętlę z miejscem gliko-

zylacji znajdującą się zewnątrzkomórkowo, pomiędzy domeną transmembrano-

wą 1 i 2 [246]. GLUT-1 podlega zarówno N- , jak i O-glikozylacji, co zapewnia 

pełną aktywność transportową i wpływa na masę molekularną białka [190]. 

Transporter GLUT-1 ulega wewnątrzkomórkowej degradacji w lizosomach. 
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Współoddziaływanie GLUT-1 z białkami GIPC sprzyja translokacji GLUT-1 do 

błony komórkowej, przez co zapobiega jego degradacji [236]. 

Doniesienia naukowe przekonują, że białka GLUT-1 występują jako dimery. 

Następnie dimery łączą się w tetramer, w którym istnieje kompleks stale prezen-

tujący miejsca wiązania glukozy (dwa zewnętrzne i dwa wewnętrzne) [249]. Nie 

zostało jednoznacznie określone, w jaki sposób transporter GLUT-1 przeprowa-

dza translokację substratu przez błonę komórkową. Jednak fakt, że komórki 

nowotworowe prezentują zwiększone pobieranie glukozy został wykorzystany w 

badaniu PET w diagnostyce różnych nowotworów złośliwych. 

W wielu typach nowotworów stwierdzono wysoki poziom ekspresji GLUT-1 

[8, 46, 131]. W rakach żołądka ekspresja GLUT-1 ściśle korelowała z typem 

nowotworu, jego potencjałem przerzutowym i nasileniem angiogenezy [112]. W 

rakach piersi, jelita grubego i nowotworach gruczołów ślinowych stwierdzono 

związek, pomiędzy stadium zaawansowania choroby, a ekspresją GLUT-1. 

Większą ekspresję stwierdzano u chorych w zawansowanym stadium, co prze-

kładało się na gorsze rokowanie [8, 46, 162, 183]. Minami i wsp. [158] dowiedli, 

iż silna tkankowa ekspresja GLUT-1 w raku płuca wiąże się z agresywnym 

przebiegiem choroby, pomimo niskiego stadium zaawansowania nowotworu. 

Natomiast w raku szyjki macicy brak ekspresji GLUT-1 w komórkach nowo-

tworowych wpływał korzystnie na przeżycie wolne od przerzutów [1]. Chan i 

wsp. [38] w swoich badaniach prowadzonych na komórkach białaczkowych 

człowieka HL-60 wykazali, że zmniejszenie ekspresji genu GLUT-1 hamowało 

proliferację komórek o ponad 50%. Na podstawie dostępnych badań naukowych 

można zakładać, iż GLUT-1 może mieć zastosowanie w prognozowaniu stopnia 

złośliwości nowotworu, co pozwoliłoby wyróżnić grupę chorych wymagającą 

bardziej agresywnego leczenia. 

1.7 Hipoksja a regulacja komórkowego pH w nowotworze 

Jak już wspomniałam, w komórce nowotworowej dochodzi do nasilenia pro-

cesów glikolizy. W efekcie wzrasta stężenie kwasu mlekowego, co prowadzi do 

obniżenia wewnątrzkomórkowego pH. HIF-1a przywraca prawidłową wartość 

pH poprzez aktywację usuwania cząsteczki kwasu mlekowego na zewnątrz ko-

mórki oraz indukcję ekspresji anhydraz węglanowych. Wyróżnia się co najmniej 

15 izoform anhydraz węglanowych, które wykazują różnorodne spektrum dzia-

łania [172]. Anhydrazy CA IX i CA XII katalizują odwracalną reakcję powsta-

wania jonu wodorowęglanowego (HCO3
-
) z wody (H2O) i dwutlenku węgla 

(CO2) wg wzoru: CO2 + H2O <=> H
+
 + HCO3

–
. 

W ten sposób CA IX i CA XII regulują wewnątrz- i pozakomórkowe pH. 

Opisana reakcja katalizowana przez CA IX zachodzi 10
7
 razy szybciej, niż bez 

tego enzymu. Zatem działanie CA IX jest jedną z najszybciej przebiegających 

poznanych dotychczas reakcji enzymatycznych [214]. 
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1.7.1 CA IX – marker regulacji pH aktywowany przez HIF-1a 

Anhydraza węglanowa IX jest uznanym i często oznaczanym endogennym 

markerem poziomu niedotlenowania komórek. Gen kodujący CA IX znajduje 
się na krótkim ramieniu chromosomu 9 (9p12-13) i złożony jest z 11 eksonów 

[165]. CA IX jest białkiem błonowym o masie cząsteczkowej 58/54 kDa, złożo-

nym z 459 aminokwasów, zaliczanym do rodziny metaloenzymów z aktywnym 

centrum – kofaktorem w postaci atomu cynku [171]. 

Ekspresja CA IX przez tkanki prawidłowe ograniczona jest do komórek 

przewodu pokarmowego (śluzówka żołądka i jelit), pęcherzyka żółciowego, 

przewodów trzustkowych oraz erytrocytów. Wykryta po raz pierwszy przez 

Pastorekovą i wsp. [173], CA IX uznana została za obiecujący marker nowotwo-

rowy u chorych z rakiem szyjki macicy i jasnokomórkowym rakiem nerki. Wy-

kazano, że odgrywa ona istotną rolę w proliferacji i transformacji nowotworo-

wej. W badaniach ostatnich lat wykazano znamienny związek, pomiędzy ekspre-

sją CA IX i obecnością obszarów niedotlenionych lub martwiczych w tkance 

nowotworowej. Wykazano, że CA IX stanowi faktyczny endogenny marker 

hipoksji nowotworowej, korelujący z innymi jej znacznikami, takimi jak: eks-

presja HIF-1α, odległość od naczyń krwionośnych i ekspresja VEGF [97]. Ba-

dania sugerują, iż CA IX pozwala komórkom nowotworowym przystosować się 

do środowiska o obniżonym ciśnieniu parcjalnym O2 oraz podwyższonej kwa-

śności. Wyniki badań eksperymentalnych pokazały, że poziom CA IX wzrasta w 

pierwszej dobie niedotlenienia komórek nowotworowych, umożliwiając adapta-

cję do przewlekłej hipoksji. Sprzyja to ich proliferacji i przerzutowaniu do odle-

głych tkanek i narządów [171]. 

Doniesienia na temat prognostycznego znaczenia CA IX w nowotworach są 

rozbieżne. Silną ekspresję CA IX uznano za niezależny czynnik złego rokowania 

w takich nowotworach, jak: rak szyjki macicy, jelita grubego, niedrobnokomór-

kowy rak płuca, rak głowy i szyi oraz nosogardła [28, 97, 107, 113, 120, 123, 

125].W raku piersi kilka zespołów badawczych udowodniło, iż silna ekspresja 

CA IX wiąże się ze złym rokowaniem [43, 212, 234] i krótszym przeżyciem 

chorych [75]. Natomiast w różnych typach raka nerki oraz w raku jajnika nie 

potwierdzono, by ekspresja CA IX była niezależnym czynnikiem prognostycz-

nym [240]. Co więcej, silna ekspresja CA IX u pacjentów z rakiem jasnokomór-

kowym nerki korelowała z dobrą odpowiedzią na immunoterapię i korzystnym 

rokowaniem [37]. Współzależności pomiędzy nasleniem hipoksji tkanki nowo-

tworowej, a wzrostem masy guza oraz ekspresją markerów hipoksji w komór-

kach nowotworowych przedstawiono schematycznie na ryc. 5. 
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Ryc. 5. Współzależności pomiędzy nasileniem niedotlenienia w tkance guza, wzrostem masy 

nowotworu i ekspresją HIF-1a i VEGF w komórkach nowotworowych. Za Brahimi-Horn 2006 

[25], w modyfikacji własnej 

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 zmieniło się spojrzenie na problem hipoksji w nowotwo-

rze. Poza dobrze udokumentowanym negatywnym wpływem na skuteczność 

radioterapii, niedotlenienie tkanki nowotworowej uznawane jest obecnie za 

główny czynnik przyczynowy proliferacji, inwazji i przerzutowania komórek 

nowotworowych. Wykazano, że w wyniku hipoksji, część niedotlenionych ko-

mórek obumiera, jednak inne podlegają wielu genetycznym i molekularnym 

zmianom adaptacyjnym, mającym na celu ich przetrwanie w niesprzyjających 

warunkach [26, 227]. Za pośrednictwem aktywacji HIF-1a i kolejnych proce-

sów regulowanych przez ten czynnik, komórki nowotworowe stają się zdolne do 

unikania apoptozy i przeżycia, a nawet intensywnej proliferacji [178]. Elimino-

wane są komórki prawidłowe, a promowane komórki z mutacją genów supreso-

rowych nowotworów, a wśród nich: PTEN [250], VHL [238] i TP53 [193] oraz 

aktywacją onkogenów, m.in. Ras [42], HER2/neu [135] i Src [110]. 

Hipoksja pobudza nowotworowe komórki do ekspresji różnych czynników 

wzrostu, między innymi: EGF, insuliny, IGF-1, IGF-2 i PDGF, które promują 

proliferację komórkową [154]. Aktywowany przez hipoksję HIF-1a wywołuje 

zmiany w matrix międzykomórkowym, ułatwiając inwazję i migrację komórek 

nowotworu [66]. To zwiększa potencjał przerzutowy komórek. Szybka i niekon-

trolowana proliferacja komórek nowotworowych prowadzi do zwiększenia 

„wymagań” co do zaopatrzenia w O2 i środki odżywcze, co pogłębia hipoksję i 
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stymuluje powstawanie kolejnych mutacji. W efekcie powstaje klon komórkowy 

doskonale przystosowany do przetrwania w organizmie w stanie niedotlenienia. 

Cechuje go bardziej złośliwy fenotyp, oporność na CHT i RT, co w efekcie po-

garsza wyniki leczenia, a nawet promuje progresję guza. 

Stwierdzono również, że wznowy nowotworu są bardziej odporne na niedo-

tlenienie, niż komórki guza pierwotnego, co przejawia się zwykle mniejszą 

wrażliwością nawrotów nowotworu na leczenie onkologiczne. Mniejsza wrażli-

wość komórek nowotworowych na RT wynika między innymi z faktu, iż w na-

promienianej tkance dochodzi do obniżenia powstawania reaktywnych form O2. 

Natomiast zmniejszona wrażliwość na CHT wiąże się ograniczoną penetracją 

leku do regionów słabo unaczynionych, powstawaniem oporności wielolekowej 

w warunkach hipoksji i potrzebą dostępu do O2 do pełni działania wybranych 

leków cytostatycznych [30, 47]. W efekcie hipoksja – zamiast uszkadzać ko-

mórki nowotworowe – powoduje ich przeżycie i aktywną proliferację. 

1.8.1 Antygen Ki-67 – marker aktywności proliferacyjnej nowotworu 

Jednym z parametrów, określających aktywność proliferacyjną komórek 

nowotworowych, jest stopień ekspresji antygenu Ki-67. Jest to niehistonowe 

białko, wchodzące w skład macierzy jądrowej, zakodowane na chromosomie 10 

(10q25) [80]. Wyróżnia się dwie izoformy tej proteiny: o masie cząsteczkowej 

320 i 359 kD. Po raz pierwszy antygen Ki-67 został opisany w roku 1983, lecz 

jego funkcja nie została dotąd w pełni wyjaśniona. 

Antygen Ki-67 występuje w komórkach proliferujących (zarówno prawi-

dłowych jak i patologicznych), będących w fazie G1, S, G2 lub M cyklu komór-

kowego. Jest natomiast nieobecny w komórkach, które pozostają poza cyklem 

komórkowym, czyli w fazie G0 [80]. Stwierdzenie obecności Ki-67 w danej 

komórce nie pozwala określić, w jakiej fazie cyklu komórkowego się ona znaj-

duje, jednak świadczy, iż jest ona w fazie wzrostowej. A zatem określenie liczby 

komórek w guzie z dodatnią ekspresją Ki-67 dostarcza informacji o potencjale 

proliferacyjnym nowotworu [64]. Ocena jest szybka, powtarzalna, a miernikiem 

ilościowym ekspresji Ki-67 jest indeks (IK67) – pozytywna reakcja na 1000 

komórek [79]. 

Do tej pory, nie ustalono wartości IK67, która w sposób jednoznaczny różni-

cowałaby nowotwory o wysokim i niskim współczynniku proliferacji (w więk-

szości prac do analizy przyjęto wartości od 10 do 40%) [68, 158, 159]. Nieza-

leżnie od przyjętej granicy, odsetek komórek Ki-67-pozytywnych korelował 

dodatnio ze stopniem histologicznej złośliwości MTM, guzów kości, glejaków 

OUN, raka jajnika, nowotworów piersi i nowotworów trzustki [5, 7, 108, 197, 

219, 221]. W MTM u pacjentów dorosłych wartość IK67 korelowała dodatnio z 

wielkością nowotworu, stopniem martwicy i inwazji naczyniowej w guzie oraz 

obecnością przerzutów odległych [44]. Wysoki IK67 korelował także z gorszym 

EFS w MTM [34] i był niezależnym czynnikiem prognozującym prawdopodo-
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bieństwo przeżycia wolnego od zdarzeń (event free survival, EFS) i OS w mię-

saku Ewinga, niezależnie od typu zastosowanego leczenia [144]. U dzieci z 

MTM badania nad znaczeniem wartości IK67 prowadzili Kazanowska i wsp. 

[116]. Najwyższy odsetek komórek z pozytywnym barwieniem na obecność 

antygenu Ki-67 występował w niekorzystnym prognostycznie podtypie histolo-

gicznym, RMA, i w grupie chorych ze złą odpowiedzią na CHT. Wyższy indeks 

proliferacyjny występował również w grupie dzieci, które następnie w przebiegu 

choroby rozwinęły wznowę oraz u tych, które zmarły z progresji nowotworu. 

Sugeruje to obecność związku, pomiędzy wysoką wartością IK67 i obecnością 

czynników niekorzystnego rokowania w MTM u dzieci. Pomimo tych danych, w 

protokołach diagnostycznych stosowanych obecnie u dzieci z MTM, marker ten 

nie jest ujmowany wśród obowiązujących kryteriów kwalifikacji chorych do 

grup ryzyka. Jego znaczenie prognostyczne u dzieci z MTM wymaga więc dal-

szych badań. 

1.9 Endogenne markery hipoksji w praktyce klinicznej 

Na przestrzeni ostatnich kilku lat opublikowano wyniki wielu badań, ocenia-

jących znaczenie endogennych markerów hipoksji u pacjentów z chorobą nowo-

tworową. W znakomitej większości prace te dotyczyły chorych dorosłych z roz-

poznaniem różnych typów nowotworów litych, takich jak: guzy mózgu, rak 

nerki, płuc, jelita grubego, piersi, szyjki macicy, prostaty, pęcherza moczowego, 

nowotwory głowy i szyi i innych [19, 93, 103, 107, 122, 126, 182, 194, 210, 

222, 224, 248]. W nowotworach tych stwierdzono, że poszczególne endogenne 

markery hipoksji wykazują silną ekspresję w różnym stopniu, jednak w więk-

szości badań odsetek immunopozytywnych komórek był znaczny. Co więcej, 

dowiedziono, że poszczególne markery dodatnio korelowały ze sobą wzajemnie. 

Wykazano, że silna ekspresja HIF-1a w niektórych nowotworach (m. in. gleja-

kach złośliwych i rakach jajnika) korelowała z gęstością nowotworowych na-

czyń krwionośnych oraz stężeniem czynników proangiogennych (m.in. VEGF). 

Manipulacje genetyczne przeprowadzone na modelach zwierzęcych wykazały, 

że zwiększenie lub zmniejszenie aktywności HIF-1a jest związane z nasileniem 

lub zahamowaniem procesów angiogenezy oraz wzrostu guza, odpowiednio 

[122]. 

W wielu typach nowotworów złośliwych wykazano istotny statystycznie 

związek, pomiędzy stopniem ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF w 

tkance nowotworowej, a obecnością czynników negatywnej prognozy u po-

szczególnych pacjentów. Stwierdzono, że silniejsza ekspresja markerów hipoksji 

korelowała znamiennie z bardziej złośliwym podtypem histologicznym guza 

[55, 56, 119, 244], dużą masą nowotworu, obecnością przerzutów w węzłach 

chłonnych i narządach odległych [21, 55, 56, 112, 119, 159, 175, 188, 244], 

wyższym ryzykiem wystąpienia wznowy i krótszym przeżyciem całkowitym 

[62, 123, 125, 138, 151, 198, 207]. Spośród markerów związanych z adaptacją 
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do hipoksji, najwięcej badań i publikacji poświęcono znaczeniu VEGF, wykazu-

jąc, że odgrywa on bezdyskusyjną rolę w promocji neowaskularyzacji guzów 

nowotworowych, inwazyjności oraz przerzutowania drogą krwi i chłonki [53, 

169, 241, 242]. 

Poza istotnym związkiem tkankowej ekspresji markerów hipoksji z tworze-

niem odległych przerzutów oraz krótszym EFS i OS, opublikowano również 

dane, dotyczące negatywnego związku ekspresji tych markerów z odpowiedzią 

na stosowane leczenie onkologiczne, a zwłaszcza skutecznością CHT i RT. 

Istotnie słabszą odpowiedź na CHT stwierdzono m.in. u pacjentek z rakiem pier-

si z silną tkankową ekspresją HIF-1a [75]. Z kolei Koukourakis i wsp. [127] 

potwierdzili złą odpowiedź na RT w nowotworach głowy i szyi w przypadku 

silnej tkankowej ekspresji CA IX. W badaniach u pacjentów dorosłych z MTM 

stwierdzono, iż nadekspresja HIF-1a jest niezależnym czynnikiem, przewidują-

cym słabą odpowiedź na CHT w tej grupie chorych [119]. 

Badań oceniających znaczenie prognostyczne HIF-1a, GLUT-1, CA IX i 

VEGF w MTM jest niewiele, ich wyniki dotyczą wyłącznie pacjentów dorosłych 

i nie są jednoznaczne. Shintani i wsp. [207] dowiedli, iż silna ekspresja HIF-1a 

stwierdzona w tkance guza nowotworowego przed leczeniem MTM wiąże się z 

istotnie krótszym czasem przeżycia całkowitego chorych Z kolei Smeland i wsp. 

[209] nie wykazali takiej zależności w grupie pacjentów z MTM o budowie 

innej niż stromalny guz przewodu pokarmowego (gastrointestinal stromal tu-

mor, GIST). Ostatnie badanie opublikowane przez Kim i wsp. [119] wykazało, 

że silna ekspresja HIF-1a jest niezależnym czynnikiem niekorzystnie związa-

nym z przeżyciem wolnym od progresji choroby. 

Znaczenie VEGF w MTM zostało potwierdzono w wielu badaniach. Wyka-

zano w nich, iż silna ekspresja VEGF w guzie nowotworowym wiązała się z 

gorszym rokowaniem, co przekładało się na krótsze przeżycie całkowite chorych 

[101, 245]. Prace nad znaczeniem VEGF w nowotworach u ludzi zaowocowały 

stworzeniem inhibitorów tego proangiogennego czynnika, które z powodzeniem 

stosowane są już w wielu nowotworach u pacjentów dorosłych, w tym w lecze-

niu MTM. Związek ekspresji GLUT-1 z rokowaniem u chorych dorosłych z 

MTM i mięsakami kości badali Endo i wsp. [63] i Smeland i wsp. [209]. Bada-

nia tych ostatnich autorów wykazały, iż GLUT-1 może być niezależnym czynni-

kiem prognostycznym co do przeżycia u chorych z rozpoznaniem MTM. Jedynie 

pojedyncze doniesienia dotyczyły znaczenia ekspresji CA IX u pacjentów doro-

słych z MTM. Wykazano w nich, iż obecność CA IX w komórkach nowotwo-

rowych wiązała się z gorszym rokowaniem i krótszym okresem wolnym od 

przerzutów [21, 151, 209]. W przypadku dorosłych pacjentów z nieresekcyjnymi 

MTM o wysokim stopniu histologicznej złośliwości, ekspresja CA IX w tkance 

guza wiązała się z niższym prawdopodobieństwem przeżycia całkowitego i wol-

nego od choroby oraz krótszym czasem do wystąpienia przerzutów odległych 

[151]. 
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W literaturze dostępne są tylko nieliczne prace, oceniające kliniczną przy-

datność poszczególnych markerów indukowanych przez hipoksję w nowotwo-

rach typu dziecięcego Badania obejmowały pacjentów z rozpoznaniem nerczaka 

zarodkowego, NBL, guzów kości i retinoblastoma [54, 55, 56, 159, 180, 215]. 

W żadnym z tych nowotworów nie badano ekspresji wszystkich czterech głów-

nych endogennych markerów hipoksji. Uzyskane wyniki były zróżnicowane i 

zależały od typu badanego nowotworu. Poza NBL, w nowotworach dziecięcych 

nie wykazano istotnej prognostycznej roli markerów hipoksji [55, 56]. 

Do chwili obecnej w literaturze światowej nie opublikowano wyników 

badań nad znaczeniem ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF w MTM 

u dzieci.  

Z danych uzyskanych z badań nad wieloma typami nowotworów, w tym nad 

MTM u pacjentów dorosłych wynika, że markery hipoksji mogą stanowić obie-

cujące czynniki prognostyczne, zaangażowane w regulację najistotniejszych 

procesów biologicznych w rozwoju nowotworów, takich jak: proliferacja, apop-

toza, zdolność migracji komórek guza i przerzutowania, angiogeneza, procesy 

glikolizy tkankowej i inne. W wielu nowotworach stwierdzono korelację marke-

rów hipoksji z wyznacznikami histologicznej złośliwości guzów, ocenianymi 

rutynowo w trakcie badania histopatologicznego. W przypadku MTM u dzieci 

za taki czynnik uważa się indeks Ki-67, jednak związek markerów hipoksji z 

wartością IK67 nie został dotąd ustalony. 

Wysunęłam hipotezę, iż stopień nasilenia ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX 

i VEGF w tkance nowotworowej MTM u dzieci przed rozpoczęciem leczenia 

onkologicznego może korelować z aktywnością proliferacyjną guzów, mierzoną 

wartością indeksu Ki-67 oraz że badane markery hipoksji i IK67 mogą progno-

zować odpowiedź na CHT, przebieg choroby i wynik leczenia. 

Uznałam, że poznanie nowych markerów MTM u dzieci może stanowić 

istotny wkład w wyjaśnienie mechanizmów progresji w tym nowotworze i dać 

podstawę do rozwoju i zastosowania w przyszłości nowych celowanych metod 

terapeutycznych. 
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2 CELE PRACY 

Celem pracy było określenie znaczenia ekspresji wybranych endogennych 

markerów hipoksji oraz indeksu proliferacyjnego Ki-67 u dzieci z mięsakami 

tkanek miękkich w ocenie aktywności choroby i prognozowaniu jej przebiegu. 

 

Cel główny pracy realizowano poprzez: 

 

1. Określenie częstości występowania i wzajemnej korelacji, pomiędzy bada-

nymi endogennymi markerami hipoksji (HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF) 

w tkance nowotworowej MTM u dzieci. 

2. Poszukiwanie związku, pomiędzy stopniem ekspresji badanych markerów 

hipoksji, a aktywnością proliferacyjną MTM, mierzoną wartością indeksu 

proliferacyjnego Ki-67. 

3. Poszukiwanie współzależności, pomiędzy stopniem ekspresji HIF-1a, 

GLUT-1, CA IX i VEGF oraz wartością IK67, a obecnością kliniczno-

patologicznych czynników, uznawanych za istotne prognostycznie w MTM 

u dzieci. 

4. Poszukiwanie odpowiedzi na pytanie, czy na podstawie stopnia ekspresji 

poszczególnych markerów hipoksji i/lub wartości indeksu Ki-67 w tkance 

nowotworowej pobranej przed leczeniem u dzieci z MTM, można przewi-

dzieć odpowiedź na chemioterapię. 

5. Analizę zależności, pomiędzy stopniem ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i 

VEGF oraz wartością IK67, a prawdopodobieństwem przeżycia wolnego od 

zdarzeń i przeżycia całkowitego u dzieci z MTM. 
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3 MATERIAŁ I METODY 

3.1 Materiał 

3.1.1 Charakterystyka grupy badanej 

Wstępnej analizie poddano 110 dzieci z rozpoznaniem MTM, leczonych w 

ośrodkach onkologii dziecięcej PPGLGL w latach 1992-2013. Po wstępnej oce-

nie z badania wykluczono 19 pacjentów: 12 z powodu niewystarczającej jakości 

technicznej materiału tkankowego oraz siedmiu chorych z powodu braku danych 

klinicznych, co do ich dalszych losów. Ostatecznie badaniami objęto 91 dzieci z 

MTM. U wszystkich tych pacjentów dostępny był archiwalny histologiczny 

materiał tkankowy, pochodzący z pierwotnego guza nowotworowego, oraz pełne 

dane kliniczne, obejmujące szczegółową charakterystykę, przebieg oraz osta-

teczny wynik leczenia. Ich dane kliniczne pozyskane zostały z Krajowego Reje-

stru MTM u dzieci. Diagnostyka i leczenie wszystkich badanych prowadzone 

były zgodnie z protokołami CWS, obowiązującymi w okresie terapii (CWS-91,  

-96, -2002 i -2006). We wszystkich przypadkach rozpoznania histologiczne 

MTM zostały potwierdzone przez drugiego niezależnego patologa z doświad-

czeniem w dziedzinie diagnostyki mięsaków u dzieci. 

Na przeprowadzenie badań uzyskano zgodę Niezależnej Komisji Bioetycz-

nej ds. Badań Naukowych przy Gdańskim Uniwersytecie Medycznym (nr 

NKBBN/449/2013). 

Wiek pacjentów w momencie diagnozy wahał się od 1 dnia (guz wrodzony) 

do 227 miesięcy (18 lat 11 miesięcy), ze średnią 101,1 miesiąca i medianą 105,7 

miesiąca. Wśród badanych było 38 dziewcząt i 53 chłopców. W badanej grupie 

chorych analizowano następujące zmienne: wiek w momencie rozpoznania 

MTM, typ histologiczny MTM, podtyp RMS, cechy guza pierwotnego (lokali-

zację, wielkość i inwazyjność), stadium choroby wg TNM i IRS, doszczętność 

pierwotnego i odroczonego zabiegu resekcji guza, zastosowane leczenie miej-

scowe i systemowe, odpowiedź na CHT indukcyjną, wystąpienie wznowy i/lub 

progresji nowotworu oraz ostateczny wynik leczenia. 

 

Cechy guza pierwotnego u dzieci z MTM: 

 

Lokalizacja guza pierwotnego określana była zgodnie z obowiązującą kla-

syfikacją i wyróżniała guzy położone w obrębie następujących struktur: 

· oczodół; 

· głowa/szyja: 

o nieokołooponowo (czepiec ścięgnisty, szyja, ślinianki, jama ustna, 

krtań, górna i dolna część gardła, tarczyca, policzki); 
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o okołooponowo (jama nosowo-gardłowa, zatoki, jama nosowa, ucho 

środkowe, dół podskroniowy, dół skrzydłowo-podniebienny, oczo-

dół z erozją kości podstawy czaszki oraz strop oczodołu, stok, prze-

strzeń zaszczękowa, kość klinowa, kość sitowa, podstawa nosa, ero-

zja kości podstawy czaszki, porażenie nerwów czaszkowych, obec-

ność komórek nowotworowych w PMR); 

· układ moczowo-płciowy: 

o pęcherz moczowy i prostata; 

o bez pęcherza moczowego i prostaty (jądra, najądrze, okolica około-

jądrowa, prącie, srom, pochwa, jajnik, macica); 

· kończyny i obręcze (w tym mięśnie pośladkowe); 

· inne (miednica mniejsza, jama brzuszna, tułów, ściana klatki piersiowej, 

śródpiersie, skóra, grasica). 

 

Wielkość guza pierwotnego: 

· <5 cm i ≥5 cm. 

 

Inwazyjność guza pierwotnego: 

· T1 – guz ograniczony do narządu lub tkanki, z których się wywodzi; 

· T2 – guz wykraczający poza narząd lub tkankę, z których się wywodzi. 

 

Stadium zaawansowania MTM u dzieci oceniano wg klasyfikacji TNM. 

Przedstawiono ją w załączniku 1. 

 

Pierwotną resekcję guza pierwotnego (primary excision, PE) zdefiniowa-

no jako resekcję guza przeprowadzoną przed jakimkolwiek innym leczeniem. 

Doszczętność PE oceniano wg następujących kryteriów: 

· R0 – zabieg mikroskopowo doszczętny; 

· R1 – zabieg makroskopowo doszczętny, ale mikroskopowo niedoszczętny; 

· R2 – zabieg makroskopowo niedoszczętny lub tylko biopsja guza nieopera-

cyjnego. 

Na podstawie doszczętności PE, u wszystkich pacjentów określano poope-

racyjne stadium zaawansowania nowotworu zgodnie z klasyfikacją IRS, 

przedstawioną w załączniku 2. 

 

Odroczoną resekcją guza (second look surgery, SL) nazywano chirurgicz-

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

Doszczętność SL klasyfikowano na podstawie oceny chirurgicznej i pato-

morfologicznej jako: 

· Ips – brak komórek nowotworowych w tkance uzyskanej podczas operacji 

SL; 
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· IIps – obecność komórek nowotworowych w tkance uzyskanej podczas ope-

racji SL; 

· IIIps – obecność makroskopowych pozostałości guza. 

 

Radioterapię stosowano po mikro- i makroskopowo niekompletnym wycię-

ciu guza lub w sytuacji, gdy operacja nowotworu była niemożliwa do przepro-

wadzenia. W badanej grupie stosowano napromienianie wiązką zewnętrzną, z 

konwencjonalnym frakcjonowaniem w dawce całkowitej od 45 do 76 Gy, zależ-

nej od typu MTM. Ze względu na znaczną ilość niekompletnych lub niedostęp-

nych danych na temat RT, w pracy nie analizowano wpływu samej RT na wynik 

leczenia chorych. 

 

Chemioterapię stosowano jako neo-adjuwantową (po niedoszczętnej ma-

kroskopowo PE lub jedynie po diagnostycznej biopsji guza) lub/i adjuwantową 

(uzupełniającą zabieg operacyjny). Intensywność CHT zależała od grupy ryzy-

ka, do której zaliczony został pacjent na podstawie oceny czynników progno-

stycznych zalecanych przez protokół CWS. Wśród stosowanych cytostatyków 

były: winkrystyna, doksorubicyna, epirubicyna, daktynomycyna, ifosfamid, 

etopozyd oraz karboplatyna. 

Zasady kwalifikacji chorych do grup ryzyka w obowiązującym do chwili 

obecnej protokole CWS-2006 i CWS-Guidance przedstawiono w załączniku 3. 

Ze względu na to, że w analizowanym okresie czasu zmieniły się kryteria i 

zasady kwalifikacji chorych do grup ryzyka, nie analizowano związku badanych 

markerów z grupami ryzyka, a jedynie z poszczególnymi czynnikami progno-

stycznymi, wyznaczającymi kwalifikację do tych grup. 

 

Odpowiedź na CHT oceniano u dzieci, u których po PE stwierdzano mie-

rzalne zmiany nowotworowe (pooperacyjne stadia III i IV wg IRS). Oceny od-

powiedzi na CHT dokonywano po pierwszym cyklu CHT (między 9 a 12 tygo-

dniem leczenia chemicznego), definiując ją następująco: 

· całkowita odpowiedź (complete response, CR) – całkowite zniknięcie zmian 

nowotworowych; 

· dobra częściowa odpowiedź (good partial response, GPR) – zmniejszenie 

objętości guza o co najmniej 67% objętości (ale mniej niż 100%); 

· częściowa odpowiedź (partial response, PR) – zmniejszenie objętości guza 

o co najmniej 33% jego objętości, lecz o mniej niż 67%; 

· stabilizacja choroby (stable disease, SD) – zmniejszenie objętości guza o 

mniej niż 33% wyjściowej objętości; 

· progresja choroby (progressive disease, PD) – zwiększenie wielkości guza 

lub wykrycie nowych zmian nowotworowych. 

Zgodnie z protokołem, odpowiedź na CHT powodująca zmniejszenie objęto-

ści guza o co najmniej 33% jego wyjściowej objętości (obejmująca odpowiedź 
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CR, GPR i PR) umożliwia kontynuację terapii I linii bez konieczności zmiany 

schematu leczenia na bardziej agresywny. Dlatego odpowiedzi CR, GPR i PR 

w tej pracy określane były jako "dobra odpowiedź na CHT”, zaś odpowie-

dzi SD i PD – jako „zła odpowiedź na CHT”. 

 

Wznową nazywano nawrót choroby po osiągnięciu wcześniej przez chorego 

klinicznej remisji. Za progresję uznawano powiększanie się wymiarów guza lub 

wystąpienie nowych ognisk choroby u pacjenta, który wcześniej nie osiągnął 

klinicznej remisji. 

W zależności od lokalizacji i zasięgu, wyróżniano wznowę/progresję lokalną 

(w miejscu guza pierwotnego), regionalną (w regionie guza pierwotnego z lub 

bez zajęcia regionalnych węzłów chłonnych i sąsiadujących narządów i tkanek), 

przerzutową (z zajęciem narządów odległych i/lub pozaregionalnych węzłów 

chłonnych) oraz mieszaną. 

 

Wynik leczenia oceniono w oparciu o dwie zmienne zależne: 

Przeżycie wolne od zdarzeń (event free survival, EFS), które definiowano 

jako czas (w miesiącach) liczony od dnia rozpoczęcia leczenia onkologicznego 

do dnia rozpoznania miejscowego, regionalnego lub odległego nawrotu choroby 

lub progresji nowotworu. 

Przeżycie całkowite (overall survival, OS), które zdefiniowano jako czas 

(w miesiącach) liczony od rozpoznania nowotworu do zgonu chorego, bez 

względu na jego przyczynę. 

3.1.2 Korzystne i niekorzystne prognostycznie czynniki w MTM u dzieci 

W grupie badanej wyróżniono podgrupy chorych, w oparciu o obecność ko-

rzystnych i niekorzystnych czynników prognostycznych. Czynniki te zostały 

wymienione i scharakteryzowane w tabeli 4. W każdej z tych podgrup o ko-

rzystnym i niekorzystnym rokowaniu analizowano ekspresję IHC badanych 

markerów hipoksji i wartość indeksu proliferacyjnego IK-67. 

 

Tabela 4. Charakterystyka korzystnych i niekorzystnych prognostycznie czynników u dzieci z 

MTM 

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

 

Czynnik korzystny  

prognostycznie 

Favorable prognostic factor 

Czynnik niekorzystny pro-

gnostycznie 

Unfavorable prognostic factor 

Wiek w momencie  

diagnozy 

Age at diagnosis 

<10 lat ≥10 lat 

Lokalizacja guza  

pierwotnego 

głowa/szyja nieokołoopono-

wo 
głowa/szyja okołooponowo 



 Materiał i metody 41 

Primary tumor site układ moczowo-płciowy nie 

pęcherz moczowy/prostata 

oczodół 

układ moczowo-płciowy pę-

cherz moczowy/prostata 

kończyny i obręcze 

inne 

Wielkość guza pierwot-

nego 

Primary tumor size 

<5 cm ≥5 cm 

Inwazyjność guza  

Primary tumor invasive-

ness 

T1 T2 

Zajęcie węzłów chłon-

nych  

Lymph nodes involvement 

N0 N1 

Przerzuty odległe  
Distant metastases 

M0 M1 

Stadium zaawansowania 

wg IRS 

IRS stage  

I i II III i IV 

Histologia 

Histology 
RME RMA i MPNST 

Podtyp RMS 

RMS subtype 
RME RMA 

Doszczętność PE 

Completness of PE 
R0 R1 i R2 

Odpowiedź na CHT 

Response to CHT 
dobra zła 

3.1.3 Materiał tkankowy 

Materiał tkankowy do badań stanowiły wycinki z pierwotnych guzów dzieci 

z MTM, archiwizowane w Zakładach Patomorfologii jednostek współpracują-

cych w ramach PPGLGL: COPERNICUS Podmiotu Leczniczego w Gdańsku 

oraz Uniwersyteckich Szpitali Klinicznych z Gdańska, Wrocławia, Łodzi, Po-

znania i Warszawy. Wycinki z guzów były utrwalone w buforowanej 10% for-

malinie, następnie rutynowo przeprowadzone histotechnologicznie i zatopione w 

blokach parafinowych. 

Grupę badaną wyłoniono spośród 103 zgromadzonych przypadków, na pod-

stawie reprezentatywności materiału tkankowego, a ilość i jakość dostępnej 

tkanki nowotworowej oceniona została we wstępnej selekcji histopatologicznej 

preparatów. Z powodu niewystarczającej jakości materiału odrzucono 12 przy-

padków. Ostatecznie do badań zakwalifikowano 91 guzów MTM, które zostały 

skatalogowane, oznaczone numerami i opisane w podwójnie kodowanej bazie 

utworzonej w programie Excel. Całkowicie zanonimizowane zostały dane kli-
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niczne pacjentów, których materiał tkankowy podlegał analizie. Były one 

umieszczone w osobnej bazie danych i nieznane wykonawcom analiz. 

3.2 Metodyka 

3.2.1 Badania histologiczne 

Badania wykonywane były w Zakładzie Patologii i Neuropatologii Gdań-
skiego Uniwersytetu Medycznego (kierownik: dr hab. n. med. Ewa Iżycka-

Świeszewska, prof. nadzw.). Jako autorka niniejszej pracy aktywnie uczest-

niczyłam we wszystkich etapach pozyskiwania i przygotowywania materia-

łu do badań, w tym w tworzeniu mikromacierzy tkankowych i ocenie od-

czynów immunohistochemicznych. 

W pierwszym etapie, na podstawie oceny preparatów wybarwionych hema-

toksyliną-eozyną (H-E), dokonano weryfikacji histopatologicznej przypadków i 
wyboru reprezentatywnych wycinków z guzów. Następnie wyselekcjonowane 

wycinki poddano szczegółowej analizie w kontekście reprezentatywności pól 
tkankowych do planowanych mikromacierzy tkankowych (tissue microarray, 

TMA). Preferowano żywą tkankę nowotworową bez zmian martwiczych, 
uszkodzeń mechanicznych i termicznych. Wybrane miejsce oznaczano na 

szkiełku podstawowym markerem i dopasowywano komplementarny obszar w 
bloku parafinowym. 

3.2.2 Mikromacierze tkankowe – TMA 

Do utworzenia macierzy tkankowych użyty został komercyjny zestaw Tissue 

-Tek® Quick-Ray™ Tissue Microarray System, firmy Sakura Finetek USA, Inc. 
 Z wyznakowanych obszarów w blokach parafinowych za pomocą specjalnej 

igły wycinającej (punch tip) pobierany był fragment tkanki w postaci cylin-

drycznego rdzenia tkankowego (tissue core). Z każdego guza wycinano 1-2 

rdzenie tkankowe o średnicy 5 mm. 

Pobrane fragmenty tkankowe guzów przenoszono na parafinowo-

polimerową płytkę mikromacierzy (recipient block), zawierającą 20 dołków o 
średnicy 5 mm. Równolegle oznaczano na papierowym schemacie lokalizację 

konkretnych przypadków w tworzonej macierzy, celem ich identyfikacji i póź-
niejszej analizy. Kolejny etap stanowiło scalenie bloku w cieplarce o temperatu-

rze 60°C w czasie 30 min. Następnie przy pomocy mikrotomu bloki tkankowe 

mikromacierzy krojono na skrawki tkankowe grubości 4 µm. Umieszczano je na 

silanizowanych szkiełkach adhezyjnych (Microscope Slides FLEX, firmy Dako). 

Na ryc. 6 przedstawiłam schemat przygotowywania macierzy tkankowych, za-

czerpnięty z publikacji Giltnane i wsp. [82], w modyfikacji własnej. 
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Ryc. 6. Schemat przygotowywania mikromacierzy tkankowych 

Fig. 6. The scheme of tissue microarrays preparation 

3.2.3 Badania IHC ekspresji wybranych markerów hipoksji oraz indeksu 

proliferacyjnego Ki-67 

W tkankach z TMA wykonano odczyny IHC na obecność badanych marke-

rów hipoksji: HIF-1a, GLUT-1, CA IX oraz VEGF. Ponadto wykonano odczy-

ny z przeciwciałem anty-Ki-67. Immunofenotypizacja przeprowadzona została 

przez doświadczony zespół laboratoryjny Zakładu Patologii i Neuropatologii 

Gdańskiego Uniwersytetu Medycznego przy użyciu Systemu detekcji EnVision 

Flex, Firmy Dako. 

Kontrolę pozytywną w badaniu, zgodnie z zaleceniami producenta przeciw-

ciał, stanowiły wycinki z nienowotworowej tkanki nerki, łożyska i wątroby. 
Kontrolę negatywną metody stanowiły skrawki, w których zastępowano pier-

wotne przeciwciała buforem TRIS. 

Procedurę IHC przeprowadzano w następujących 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) (50×) 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 przeciwciałem pierwotnym przez 30 min w temperaturze poko-

jowej. Do rozcieńczenia przeciwciał użyto Diluent, firmy Dako (nr kat. 

K8006). 

Używano następujących przeciwciał w podanych niżej rozcieńczeniach: 

· HIF-1a  (1:500, Abcam, kod ab463); 

· GLUT-1  (1: 200, DAKO, kod A3536); 

· CA IX   (1:1000, Abcam, kod ab15086); 

· VEGF   (1: 250, Abcam, kod m68334); 

· Ki-67   (1:100, DAKO, kod M7240). 

4. Inkubacja z przeciwciałem wtórnym anty – mysim, skoniugowanym z poli-

merem znakowanym peroksydazą chrzanową (horseradish peroxidase, HRP, 

nr SM 802). Inkubację prowadzono przez 20 min w temperaturze pokojo-

wej. 

5. Reakcja barwna. Skrawki inkubowano przez 10 min w temperaturze poko-

jowej z dwuaminobenzydyną (DAB) jako chromogenem (nr DM 827). 

DAB-chromogen rozcieńczano w roztworze buforującym (Substrate Buffer), 

zawierającym nadtlenek wodoru (nr SM 803). 

6. Podbarwienie jąder komórkowych hematoksyliną Mayera – 5 min. 

7. Przemywanie skrawków przy użyciu roztworu soli fizjologicznej z buforem 

TRIS o pH=7,6 oraz wody dejonizowanej (20×) (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 markerów hipoksji w tkance 

nowotworowej guzów 

Ekspresję wybranych markerów hipoksji: HIF-1a, GLUT-1, CA IX oraz 

VEGF w tkance nowotworowej oceniano za pomocą metody półilościowej. 

1. Określano lokalizację odczynu – komórki nowotworowe lub podścielisko; 

lokalizacja w komórkach: jądrowa, cytoplazmatyczna, błonowa, mieszana. 

2.  Określano siłę reakcji barwnej w skali od + do +++, zależnie od 

stosowanego przeciwciała, przyjmując indywidualne kryteria. 

3. Szacowano ilość immunopozytywnych komórek w przedziałach 

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

W oparciu o punkty 2 i 3 wyznaczano współczynnik ekspresji 

poszczególnych markerów, posługując się własną skalą, którą przedstawiono w 

tabeli 5. 

Stan, gdy w tkance nowotworowej nie stwierdzano obecności barwnej reak-

cji IHC z zastosowanym przeciwciałem, określano jako „brak reakcji” i przypi-

sywano mu współczynnik ekspresji o wartości 0. Odczyny IHC, którym przypi-

sano współczynniki ekspresji 1-4 uznawano za słabe, 5-7 – za umiarkowane, 8-

12 – za silne. 
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Tabela 5. Wartości współczynników ekspresji badanych markerów w komórkach nowotworowych 

w oparciu o siłę reakcji barwnej i odsetek immunopozytywnych komórek 

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 komórek z dodatnim odczynem IHC 

Percentage of immunopositive cells 

Siła reakcji 

barwnej 

 

Intensity  

of the IHC 

staining 

 >50% 26-50% 6-25% 0-5% 

Silna +++ 

Strong +++ 
12 9 6 3 

Umiarkowana ++ 

Intermediate ++ 
11 8 5 2 

Słaba + 

Weak + 
10 7 4 1 

Brak reakcji 

No staining 
0 

 

Do celów statystycznych w badanej grupie wyróżniono ostatecznie dwa 

poziomy ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX oraz VEGF w tkance nowotwo-

rowej: 

· ekspresja słaba – obejmująca przypadki guzów z odczynem słabym i 

umiarkowanym (współczynniki ekspresji od 0 do 7); 

· ekspresja silna – obejmująca odczyny silne (współczynniki ekspresji od 8 

do 12). 

W tłumaczeniu na jezyk angielski uwzględniono nazewnictwo, używane w 

literaturze anglojęzycznej, dotyczącej tej tematyki. I tak: 

· ekspresję słabą tłumaczono jako low expression (L); 

· ekspresję silną – jako high expression (H). 

3.2.5 Indeks proliferacyjny Ki-67 w tkance nowotworowej 

Do oceny ekspresji antygenu Ki-67 analizowano 100-500 jąder komórek 

nowotworowych z 1-3 wybranych pól o zagęszczeniu komórek immunopozy-

tywnych (hot spot). Wskaźnik IK67 określono jako procent dodatnich jąder. 

Do celów analiz statystycznych indeks Ki-67 ≤30% komórek opisano jako 

niski, a indeks >30% – jako wysoki. Wartość odcięcia ustalono w oparciu o 

medianę wartości indeksu Ki-67 dla grupy badanej. W sposób skrótowy wysoki 

indeks Ki-67 oznaczano symbolem H (high), a słaby symbolem L (low). 

3.3 Analiza statystyczna 

Wyniki uzyskanych badań poddano opracowaniu statystycznemu. Dla para-

metrów ciągłych: wieku i wartości IK-67 zostały wyliczone: liczba przypadków 
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(n), wartości średnie (X), mediany (M), zakres (min-max), dolny i górny kwartyl 

(25Q-75Q) i odchylenia standardowe (SD.).Weryfikację hipotezy o równości 

średnich poszczególnych prób przeprowadzono metodą analizy wariancji 

ANOVA lub dla grup o niejednorodnej wariancji lub o małej liczbie przypad-

ków testem nieparametrycznym sumy rang Kruskala-Wallisa (jednorodność 

wariancji sprawdzano testem Bartlett’a). 

Dla parametrów dyskretnych częstość występowania cechy w grupach anali-

zowano testem c
2
df z poprawką Yates’a z odpowiednią liczbą stopni swobody df 

(df=(m-1)*(n-1), gdzie m – liczba wierszy, n – liczba kolumn) lub dla tablic 2x2, 

gdy wartość oczekiwana w komórce była mniejsza od 5, testem Fishera. Dla 

tablic 2x2 w przypadku wystąpienia istotności statystycznej obliczono względne 

ryzyko (relative risk, rr) oraz 95% przedział ufności dla rr (confidence interval, 

CI). 

Dla wybranych parametrów przeprowadzono analizę korelacji, wyliczając 

współczynnik korelacji Spearmana r. 

Krzywe przeżycia wykreślano stosując metodę Kaplana-Meiera i porówny-

wano je używając testu log-rank. Przeżycie przedstawiono jako wartość skumu-

lowaną +/- błąd standardowy. Analizę wieloczynnikową wykonano wykorzystu-

jąc model proporcjonalnego hazardu Coxa. 

P<0,05 uznawano za znaczące statystycznie. Wartości p spełniające kryteria 

istotności statystycznej przedstawiono w tabelach i na rycinach kolorem czer-

wonym. 

Analizę statystyczną przeprowadzono wykorzystując komputerowy pakiet 

programów 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 obejmowała 91 dzieci z rozpoznaniem MTM. U 66 dzieci 

stwierdzono utkanie RMS (w tym u 46 – RME i u 20 – RMA), zaś u 25 chorych 

rozpoznano guzy o histologii MPNST, zaliczane do NRMS. Grupa obejmowała 

38 dziewcząt i 53 chłopców. Wiek pacjentów w momencie diagnozy wahał się 

od 1 dnia (guz wrodzony) do 227 miesięcy (18 lat 11 miesięcy), ze średnią 101,1 

miesiąca i medianą 105,7 miesiąca (25Q=35,2 oraz 75Q=168,5 miesiąca). Me-

diana wieku dzieci z rozpoznaniem MPNST wynosiła 132 miesiące, a dzieci z 

RMS – 67 miesięcy. W grupie pacjentów z RMS mediana wieku dzieci z RMA 

była wyższa, niż dzieci z RME (114 miesięcy vs 51 miesięcy). W tabeli 6 przed-

stawiono rozkład płci i wieku pacjentów w obrębie całej grupy badanej i w po-

szczególnych podtypach histologicznych MTM. 

 

Tabela 6. Płeć i wiek dzieci w grupie badanej i poszczególnych podtypach histologicznych MTM 

Table 6. Sex and age of children in the study group and in particular histological subtypes of STS 

N (%) 

 

dz/ chł 

F / M. 

Wiek (mies.) 

Age (months) 

 

min-max 

X / M 

Typ MTM 

STS type 

n (%) 

 

dz/ chł 

F / M. 

Wiek  

(mies.) 

Age (months) 

 

min-max 

X / M 

Typ MTM 

STS type 

n (%) 

dz/ chł 

F / M. 

Wiek  

(mies.) 

Age (months) 

 

min-max 

X / M 

Grupa 

badana 

Study 

group 

91 

(100%) 

38 / 53 

0-227  

101,1 / 

105,7 

RMS  

66 (72,5%) 

 

28 / 38 

0-227  

89 / 67 

RME  

46 (50,5%) 

 

17 / 29 

0-227  

76 / 51 

RMA  

20 (22%) 

 

11 / 9 

10-226 

118 / 114 

NRMS  

25 (27,5%) 

 

10 / 15 

2-214 

121 / 132 

MPNST  

25 (27,5%) 

 

10 / 15 

2-214 

121 / 132 

 

W tabeli 7 zamieszczono charakterystykę grupy badanej z wyodrębnieniem 

klinicznych i patologicznych czynników prognostycznych u dzieci z MTM. 
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Tabela 7. Charakterystyka grupy badanej z wyodrębnieniem klinicznych i patologicznych 

czynników prognostycznych 

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

Czynniki prognostyczne w MTM 

Prognostic factors in STS 

Liczba pacjentów (%grupy 

badanej) 

 Number of patients  

(% of the group) 

91 ( 100%) 

Wiek 

Age 

<10 lat 53   (58,2%) 

≥10 lat 38   (41,8%) 

Lokalizacja guza 

Tumor site 

korzystna 20   (22%) 

niekorzystna 71   (78%) 

Wielkość guza 

Tumor size 

≤5 cm 29   (32%) 

>5 cm 61   (67%) 

Inwazyjność guza 

Tumor invasiveness 

T1 14   (15,4%) 

T2 77   (84,6%) 

Zajęcie węzłów chłonnych 

Lymph nodes involvement 

N0 68   (74,7%) 

N1 23   (25,3%) 

Stadium IRS 

IRS stage 

I 4   (4,4%) 

II 11   (12,1%) 

III 45   (49,5%) 

IV 31   (34%) 

Histologia 

Histology 

korzystna 46   (50,5%) 

niekorzystna 45   (49,5%) 

Typ MTM 

STS type 

RMS 66   (72,5%) 

NRMS 25   (27,5%) 

Podtyp RMS 

RMS subtype 

RME 46   (50,5%) 

RMA 20   (22%) 

Doszczętność PE 

Completeness of PE 

R0 6   (6,6%) 

R1 15   (16,5%) 

R2 14   (15,4%) 

biopsja 56   (61,5%) 

Doszczętność SL 

Completeness of SL 

R0 20   (22%) 

R1 13   (14,3%) 

R2 6   (6,6%) 

Odpowiedź na CHT 

Response to CHT 

dobra 52   (57,1%) 

zła 20   (22%) 

Wznowa 

Relapse 

nie 40   (44%) 

tak 51   (56%) 

Zgon z PD 

Death of PD 

nie 50   (54,9%) 

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 i II – jedynie u 15 (16,5%) dzieci. U zdecydowanej większości 

chorych zabieg pierwotny obejmował jedynie biopsję diagnostyczną (56; 
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61,5%). Makroskopowe pozostałości nowotworu po PE stwierdzono u 70 dzieci 

(76,9%), u 15 (16,5%) zabieg pierwotny był mikroskopowo niedoszczętny i 

jedynie u sześciorga (6,6%) – doszczętny mikroskopowo. 

U większości pacjentów największa średnica guza pierwotnego przekraczała 

5 cm (61 chorych; 67%). U 77 (84,6%) badanych guz wykraczał poza narząd, z 

którego się wywodził (cecha T2). 

W badanej grupie guzy pierwotne lokalizowały się w obrębie: 

· narządów wewnętrznych (lokalizacja tzw. inna – u 25 chorych; 27,5%); 

· kończyn – u 22 dzieci (24,2%); 

· głowy i szyi – u 19 dzieci (20,9%); 

o w okolicy okołooponowej u 11 (12,1%); 

o w okolicy nieokołooponowej u 8 (8,8%); 

· układu moczowo-płciowego – u 18 dzieci (19,8%); 

o z zajęciem pęcherza moczowego/prostaty u 5 (5,5%); 

o bez zajęcia pęcherza moczowego/prostaty u 13 (14,3%); 

· u jednego chorego nie wykazano ogniska pierwotnego nowotworu. 

U większości chorych (71 dzieci, 78%) lokalizacja guza zakwalifikowana 

została jako niekorzystna rokowniczo. 

Odpowiedź na CHT można było ocenić u 72 chorych. Dobrą odpowiedź na 

CHT odnotowano u 52 z nich (72,2%), zaś złą – u 20 (27,8%). 

Odroczoną resekcję guza przeprowadzono u 39 chorych (42,9% grupy bada-

nej). U 20 z nich (51,3% dzieci poddanych operacji SL) doszczętność zabiegu 

oceniono jako R0, u 13 (33,3%) – jako R1, zaś u sześciu (15,4%) – jako R2. 

Wznowa choroby wystąpiła u 51chorych (56%). U 27 pacjentów (52,9% 

dzieci ze wznową) była to wznowa lokalna, u sześciu (11,8%) – regionalna, u 13 

(25,5%) – przerzutowa i u pięciu (9,8%) – mieszana. W badanej grupie żyje 50 

(54,9%) chorych z okresem obserwacji od 2,4 do 239 miesięcy, średnia 74,7 

miesiąca, mediana 59 miesięcy. Zmarło 41 dzieci (45,1% grupy badanej) – 

wszystkie w wyniku progresji choroby nowotworowej. Prawdopodobieństwo 5-

letniego EFS w grupie badanej wynosiło 37,4±5,6%, zaś prawdopodobieństwo 

5-letniego OS – 48,8±5,9%. 

4.2 Wpływ czynników kliniczno-prognostycznych na EFS i OS u dzieci 

z MTM 

W badanej grupie dzieci z MTM przeanalizowano, które z uznanych progno-

stycznych czynników kliniczno-patologicznych w sposób statystycznie istotny 

wpływają na EFS i OS. 

W analizie jednoczynnikowej wykazano, iż w badanej grupie na EFS wpły-

wały znamiennie: wiek, stadium zaawansowania i odpowiedź na CHT. W anali-

zie wieloczynnikowej stwierdzono, że odpowiedź na CHT i stadium choroby 

były niezależnymi czynnikami prognostycznymi dla EFS u dzieci z MTM 
(tabela 8). 
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Tabela 8. Wyniki analizy wieloczynnikowej potwierdzające niezależny wpływ stadium 

zaawansowania i odpowiedzi na CHT na EFS u pacjentów z MTM 

Table 8. Results of multivariate analysis showing the independent influence of stage and response 

to CHT on EFS in patients with STS 

 Beta 
Ryzyko względne (HR) 

 Hazard Risk (HR) 
p 

Stadium zaawansowania MTM 

STS stage 
0,661728 1,938139 0,004165 

Odpowiedź na CHT 

Response to CHT 
0,812169 2,252789 0,000261 

 

Z kolei do czynników kliniczno-patologicznych, wpływających statystycznie 
istotnie na OS zaliczono: wiek, histologię guza, zajęcie węzłów chłonnych, sta-

dium zaawansowania i odpowiedź na CHT. Spośród tych czynników tylko zaję-

cie węzłów chłonnych i odpowiedź na CHT okazały się niezależnymi czyn-

nikiem prognostycznymi dla OS w analizie wieloczynnikowej Coxa, co 

przedstawiono w tabeli 8. 

 

Tabela 9. Wyniki analizy wieloczynnikowej potwierdzające niezależny wpływ zajęcia węzłów 

chłonnych i odpowiedzi na CHT na OS u pacjentów z MTM 

Table 9. Results of multivariate analysis showing the independent influence of lymph nodes 

involvement and response to CHT in patients with STS 

 Beta 
Ryzyko względne (HR) 

 Hazard Risk (HR) 
p 

Zajęcie węzłów chłonnych 

Lymph nodes involvement 
1,17 3,23 0,00035 

Odpowiedź na CHT 

Response to CHT 
1,08 2,94 0,00279 

 

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 zależności od wieku chorych  

(grupa badana N=91; p=0,0907)  

pawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów <10 lat (n=53) = 44,6±7,7%; 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów ≥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% 

 

p=0,0907 

wiek <10 lat (n=53) 

wiek ≥10 lat (n=38) 
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Ryc. 8. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zależności od histologii guza  

(grupa badana N=91, p=0,0315) 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów z histologią korzystną (n=46) = 50,7±8,1% 

prawdopodbieństwo 5-letniego EFS u pacjentów z histologią niekorzystną (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% 

 

p=0,0315 

histologia korzystna (n=46) 

histologia niekorzystna (n=45) 
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Ryc. 9. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zależności od stadium choroby  

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

prawdpodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów w stadium I+II (n=15) = 63,4±14,8% 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów w stadium III+IV (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+II (n=15) = 63,4±14,8% 

the probability of the 5-year EFS in patients in stage III+IV (n=76) = 33,4±5,8% 

 

p=0,0532 

stadium choroby I+II (n=15) 

stadium choroby III+IV (n=76) 
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Ryc. 10. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zależności od zajęcia węzłów chłonnych  

(grupa badana N=91; p=0,299) 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów z cechą N0 (n=68) = 45,5±6,4% 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów z cechą 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 N0 (n=68) = 45,5±6,4% 

the probability of the 5-year EFS in patients with N1 (n=23) = 12,4±8,0% 

 

p=0,299 

cecha N0 (n=68) 

cecha N1 (n=23) 
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Ryc. 11. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zależności od odpowiedzi na CHT  

(grupa badana N=72; p=0,00019) 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów z dobrą odpowiedzią na CHT (n=52)  

= 44,8±7,7% 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów ze złą odpowiedzią 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% 

 

p=0,00019 

dobra odpowiedź na CHT (n=52) 

zła odpowiedź na CHT (n=20) 
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Ryc. 12. Krzywe OS u dzieci z MTM w zależności od wieku chorych  

(grupa badana N=91; p=0,0526) 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów <10 lat (n=53) = 54,6±8,2% 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów ≥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% 

 

p=0,0526 

wiek <10 lat (n=53) 

wiek ≥10 lat (n=38) 
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Ryc. 13. Krzywe OS u dzieci z MTM w zależności od histologii guza pierwotnego  

(grupa badana N=91; p=0,0391) 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów z histologią korzystną (n=46) = 60,9±8,4% 

prawdopodbieństwo 5-letniego OS u pacjentów z histologią niekorzystną (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% 

 

p=0,0391 

histologia korzystna (n=46) 

histologia niekorzystna (n=45) 
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Ryc. 14. Krzywe OS u dzieci z MTM w zależności od stadium choroby  

(grupa badana N=91; p=0,0718) 

prawdpodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów w stadium I+II (n=15) = 73,8±13,1% 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów 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+II (n=15) = 73,8±13,1% 

the probability of the 5-year OS in patients in stage III+IV (n=76) = 44,5±6,4% 

 

p=0,0718 

stadium choroby I+II (n=15) 

stadium choroby III+IV (n=76) 
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Ryc. 15. Krzywe OS u dzieci z MTM w zależności od zajęcia węzłów chłonnych  

(grupa badana N=91; p=0,00545) 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów z cechą N0 (n=68) = 58,4±6,8% 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów z cechą N1 (n=23) = 23,1±9,6% 

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 N0 (n=68) = 58,4±6,8% 

the probability of the 5-year OS in patients with N1 (n=23) = 23,1±9,6% 

 

cecha N0 (n=68) 

cecha N1 (n=23) 

p=0,00545 



60 Małgorzata Anna Krawczyk 

 

0 50 100 150 200 250 300

czas [miesiące]

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

p
ra

w
d

o
p

o
d

o
b

ie
ń

st
w

o
 O

S

 

Ryc. 16. Krzywe OS u dzieci z MTM w zależności od odpowiedzi na CHT  

(grupa badana N=72; p=0,0230) 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów z dobrą odpowiedzią na CHT (n=52) 

 = 56,0±7,8% 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów ze złą odpowiedzią 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% 

 

p=0,0230 

dobra odpowiedź na CHT (n=52) 

zła odpowiedź na CHT (n=20) 
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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-1a oceniano odczyn jądrowy, w przypadku 

GLUT-1 – reaktywność błonową i cytoplazmatyczną, CA IX – reaktywność 

cytoplazmatyczną i błonową oraz VEGF – odczyn cytoplazmatyczny. W przy-

padku antygenu Ki-67 oceniano odczyn jądrowy. 

Poszczególne poziomy ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX oraz VEGF 

przedstawiono na ryc. 17-20. 

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

 

  
A B 

  
C D 

Ryc. 17. Jądrowa immunoreaktywność HIF-1a w różnych typach MTM u dzieci 

A. RME (200x) – słaba immunoreaktywność;  

B. RME (400x) – słaba immunoreaktywność;  

C. RMA (200x) – silna immunoreaktywność;  

D. MPNST (100x) – silna immunoreaktywność 

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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Ryc. 18. Silna błonowo-cytoplazmatyczna ekspresja GLUT-1 

A. RME (100x) – odczynowość (+++) w większości komórek; 

B. RME (400x) – odczynowość (+++) w większośći komórek; 

C. MPNST (100x) – odczynowość (++) w >90% komórek; 

D. MPNST (200x) – odczynowość (++) w >90% komórek 

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 średnionasilona reakcja cytoplazmatyczna – ekspresja silna; 

B. RME (100x) – nasilona reakcja barwna w komórkach strefy okołomartwiczej – ekspresja silna; 

C. RME (200x) – nasilona reakcja barwna w komórkach strefy okołomartwiczej – ekspresja silna; 

D. MPNST (200x) – słaba reakcja barwna w < 50% komórek – ekspresja słaba 

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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Ryc. 20. Cytoplazmatyczna ekspresja VEGF  

A. RME (100x) – silna ekspresja;  

B. MPNST (200x) – silna immunoreaktywność;  

C. RME (200x) – większosc komórek immunonegatywnych;  

D. RMA (100x) – silna ekspresja w ok. 80% komórek 

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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Ryc. 21. Indeks proliferacyjny Ki-67 (IK67) 

A. RME (400x) – pozytywne barwienie na obecność antygenu jądrowego Ki-67 w ok. 90% 

komórek – wysoki IK67;  

B. MPNST (200x) – pozytywne barwienie na obecność antygenu jądrowego Ki-67 w ok. 25% 

komórek – niski IK67;  

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

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

D. RMS (200x) – pozytywne barwienie na obecność antygenu jądrowego Ki-67 w ok. 12% 

komórek – 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 Częstość występowania silnej ekspresji markerów hipoksji i 

wysokiego indeksu Ki-67 w badanej grupie dzieci z MTM 

Prawie 80% pacjentów z grupy badanej wykazało silną ekspresję VEGF (72 

chorych, 79%). Silną ekspresję CA IX stwierdzono u 63,7% (58 chorych), HIF-1a 

u 48,3% (44 chorych), zaś GLUT-1 – u 34% (31 chorych). Wartość indeksu 

proliferacyjnego Ki-67 wahała się od 3% do 80%, ze średnią wartością 34,8% i 

medianą 33%. Odsetek chorych z indeksem Ki-67 ≥30% wyniósł 58,2% (53 

chorych). 

U sześciu chorych (6,6%) nie stwierdzono silnej ekspresji żadnego z anali-

zowanych markerów. Silną ekspresję jednego markera stwierdzono u 16 dzieci 

(17,6%), dwóch markerów u 17 (18,7%), a trzech u 14 (15,4%) pacjentów. Silną 

ekspresję czterech lub wszystkich pięciu markerów wykazano u 24 (26,3%) i 14 

(15,4%) dzieci, odpowiednio. 

Częstość występowania silnej i słabej ekspresji markerów hipoksji oraz in-

deksu Ki-67 w grupie badanej przedstawiono na ryc. 22. 
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Ryc. 22 Częstość występowania silnej i słabej ekspresji markerów 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 pomiędzy badanymi markerami 

Wyniki wzajemnej korelacji pomiędzy ekspresją badanych endogennych 

markerów hipoksji oraz wartością indeksu Ki-67, badane metodą korelacji Spe-

armanna, przedstawiono w tabeli 10. 

 

Tabela 10. Wzajemna korelacja pomiędzy ekspresją badanych markerów hipoksji oraz indeksem 

proliferacyjnym Ki-67, badana metodą 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 CA IX VEGF 

 r p r p r p r p 

HIF-1a 0,33 0,00165       

CA IX 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 wzajemną dodatnią korelację pomiędzy prawie wszystkimi anali-

zowanymi markerami hipoksji. Oznacza to, że silna ekspresja jednego z bada-

nych markerów związana była z silną ekspresją innego markera, a słaba ekspre-

sja danego markera korelowała ze słabą ekspresją innego markera. Pomiędzy 

ekspresją CA IX i HIF-1a zauważono dodatnią korelację, jednak nie była ona 

istotna statystycznie (p=0,0861). 

Za wyjątkiem CA IX, wszystkie pozostałe markery hipoksji (HIF-1a, 

GLUT-1 i VEGF) w sposób statystycznie znamienny korelowały dodatnio z 

wartością indeksu Ki-67. 

4.6 Związek stopnia ekspresji badanych markerów hipoksji oraz 

indeksu Ki-67 z kliniczno-patologicznymi czynnikami 

prognostycznymi u dzieci z MTM 

4.6.1 Częstość występowania silnej ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX, 

VEGF oraz wysokiego indeksu Ki-67, a obecność korzystnych i 

niekorzystnych czynników prognostycznych u dzieci z MTM 

W tabeli 11. przedstawiono częstość występowania silnej i słabej ekspresji 
badanych markerów w zależności od obecności poszczególnych czynników 
prognostycznych u dzieci z MTM. 
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W badanej grupie wykazano statystycznie częstsze występowanie silnej eks-

presji HIF-1a u chorych w wyższych stadiach zaawansowania MTM 

(p=0,0152), u dzieci z zajęciem węzłów chłonnych (p=0,0094), u pacjentów z 

niekorzystną rokowniczo histologią (p=0,00467) i podtypem RMA (p=0,00362). 

Silną ekspresję GLUT-1 istotnie częściej stwierdzano w guzach z podtypem 

histologicznym RMA (p=0,0109). Marker ten występował również częściej u 

pacjentów z guzem pierwotnym o niekorzystnej lokalizacji w wysokich stadiach 

zaawansowania i z niekorzystną histologią, jednak nie wykazano istotności sta-

tystycznej (p=0,0768, p=0,0811 i p=0,0650, odpowiednio). 

Z kolei silna ekspresja CA IX znamiennie częściej towarzyszyła histologii 

RMA (p=0,0179), niekorzystnej lokalizacji guza (p=0,0389) i wysokiemu sta-

dium zaawansowania (p=0,00581). Silna ekspresja VEGF występowała staty-

stycznie istotnie częściej u pacjentów z niekorzystną histologią i podtypem 

RMA (p=0,0116 i p=0,0260, odpowiednio). 

Wysoką wartość indeksu Ki-67 stwierdzano statystycznie częściej jedynie u 

chorych z wysokimi stadiami zaawansowania choroby (p=0,00177). W pozosta-

łych podgrupach prognostycznych wartość IK67 nie różniła się istotnie staty-

stycznie. 

Na ryc. 23-27. przedstawiono odsetek pacjentów z silną i słabą ekspresją ba-

danych markerów hipoksji oraz odsetek chorych z wysokim i niskim indeksem 

Ki-67 w zależności od lokalizacji guza pierwotnego, stadium zaawansowania 

nowotworu, histologii MTM, podtypu RMS i zajęcia węzłów chłonnych. 
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Legenda / Legend: 

  silna ekspresja badanego markera 
high expression of analyzed marker 
 

  słaba ekspresja badanego markera  
low expression of analyzed marker 
 

 1 
korzystna lokalizacja guza 
favorable tumor site 
 

 2 
niekorzystna lokalizacja guza 
unfavorable tumor site 
 

p< 0,05 

 

Ryc. 23. Częstość występowania silnej i słabej ekspresji badanych markerów hipoksji i indeksu 

Ki-67 w zależności 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) 

 

p=0,108 p=0,0768 

p=0,0389 p=0,148 

p=0,939 
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Legenda / Legend: 

  silna ekspresja badanego markera 

high expression of analyzed marker 
 

  słaba ekspresja badanego markera  

low expression of analyzed marker 
 

 I-IV 
stadia zaawansowania MTM 

STS stages 

  p< 0,05 

  

Ryc. 24. Częstość występowania silnej i słabej ekspresji badanych markerów hipoksji i indeksu 

Ki-67 w zależności 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 

 

p=0,0152 p=0,0811 

p=0,0058 p=0,109 

p=0,00177 
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Legenda / Legend: 

  silna ekspresja badanego markera 

high expression of analyzed marker 
 

  słaba ekspresja badanego markera  

low expression of analyzed marker 
 

 1 
histologia korzystna MTM 

favorable histology of STS 
 

 2 
histologia niekorzystna MTM 

unfavorable histology of STS 
 

p< 0,05 

Ryc. 25. Częstość występowania silnej i słabej ekspresji badanych markerów hipoksji i indeksu 

Ki-67 w zależności 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) 

 

p=0,00467
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p=0,0650 

p=0,219 p=0,0116 

p=0,763 
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Legenda / Legend 

  silna ekspresja badanego markera 

high expression of analyzed marker 
 

  słaba ekspresja badanego markera  

low expression of analyzed marker 
 

 1 RME 

 2 RMA 

p< 0,05 

Ryc. 26. Częstość występowania silnej i słabej ekspresji badanych markerów hipoksji i indeksu 

Ki-67 w zależności 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) 

 

p=0,00362 p=0,0109 

p=0,0179 p=0,026 

p=0,409 
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Legenda / Legend 

  silna ekspresja badanego markera 

high expression of analyzed marker 
 

  słaba ekspresja badanego markera  

low expression of analyzed marker 
 

 1 N0 

 2 N1 

p< 0,05 

Ryc. 27. Częstość występowania silnej i słabej ekspresji badanych markerów hipoksji i indeksu 

Ki-67 w zależności od zajęcia węzłów chłonnych (N0 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) 

 

p=0,0094 p=0,175 

p=0,936 p=0,440 

p=0,129 
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Wykazano, że pacjenci z bardziej zaawansowaną chorobą, a zwłaszcza w 

stadium przerzutowym, statystycznie istotnie częściej wykazywali silną ekspre-

sję HIF-1a, CA IX i wyższą wartość indeksu Ki-67. U pacjentów z przerzutami 

odległymi markery te wykryto w guzie nowotworowym odpowiednio w: 71%, 

87,1% i 83,9% przypadków, w porównaniu do 36,7%, 51,7% i 45% w grupie 

dzieci z MTM bez przerzutów odległych (p=0,0152, p=0,0058 i p=0,00177, 

odpowiednio). 

Pacjenci z MTM o niekorzystnej histologii znamiennie częściej charaktery-

zowali się silną ekspresją HIF-1a i VEGF, niż pacjenci z histologią korzystną 

(64,4% i 91,1% vs 32,6% i 67,4%, p=0,00467 i p=0,0116, odpowiednio). Rów-

nież silna ekspresja GLUT-1 występowała częściej w grupie chorych z nieko-

rzystną histologią, w porównaniu do chorych z histologią korzystną, a różnice 

między grupami były bliskie istotności statystycznej (44,4% vs 23,9%, 

p=0,0650). 

Jeszcze wyraźniej zaznaczały się różnice częstości występowania silnej eks-

presji badanych markerów pomiędzy dziećmi z różnymi histologicznymi podty-

pami RMS. Pacjenci z RMA statystycznie istotnie częściej wykazywali silną 

ekspresję HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF, niż pacjenci z RME (75%, 60%, 

90% i 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 których guz pierwotny stwierdzano w niekorzystnych progno-

stycznie lokalizacjach, istotnie częściej wykazywali tkankową ekspresję CA IX 

(p=0,0389), zaś u pacjentów z zajęciem węzłów chłonnych znamiennie częściej 

stwierdzano silną ekspresję HIF-1a (p=0,0094). 

Nie wykazano statystycznie istotnych różnic, pomiędzy stopniem ekspresji 

badanych markerów stwierdzanym u chorych różniących się pod względem 

wieku (<10 lat i ≥10 lat), wielkości guza pierwotnego (<5 cm vs ≥5 cm) i jego 

inwazyjności (T1 vs T2). Odsetek pacjentów z silną ekspresją badanych marke-

rów nie różnił się istotnie pomiędzy grupami chorych, u których pierwotne i 

odroczone zabiegi operacyjne różniły się doszczętnością. Stopień ekspresji ba-

danych markerów nie zależał od płci pacjentów. 

4.6.2 Korelacja ekspresji HIF-1α, GLUT-1, CA IX, VEGF i Ki-67 z 

kliniczno-patologicznymi czynnikami prognostycznymi u dzieci z 

MTM 

W tabeli 12 przedstawiono wyniki korelacji, pomiędzy ekspresją badanych 

markerów, a poszczególnymi czynnikami prognostycznymi MTM u dzieci. 
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Wykazano statystycznie znamienną dodatnią korelację, pomiędzy stadiami 

zaawansowania MTM u dzieci, a ekspresją HIF-1a (p=0,00336), GLUT-1 

(p=0,0326), CA IX (p=0,0002) i wartością indeksu Ki-67 (p=0,00704). W wyż-

szych stadiach zaawansowania (III i IV wg IRS) stwierdzano statystycznie istot-

nie silniejszą ekspresję tych markerów, natomiast w stadiach niskich (I i II wg 

IRS) ekspresja HIF-1a, GLUT-1 i CA IX była statystycznie istotnie słabsza, a 

wartość indeksu Ki-67 – znamiennie niższa. W przypadku VEGF dodatnia kore-

lacja ekspresji tego markera ze stadium choroby była bliska statystycznej istot-

ności (p=0,0744). 

Wykazano istotną statystycznie korelację pomiędzy typem histologicznym 

MTM u dzieci, a ekspresją HIF-1a, GLUT-1 i VEGF. U pacjentów z guzami o 

histologii niekorzystnej stwierdzano silniejszą ekspresję tych markerów 

(p=0,0147, p=0,0399 i p=0,0016; odpowiednio). 

Silna ekspresja HIF-1a w sposób istotny statystycznie korelowała z wyż-

szym stadium choroby (p=0,00336), niekorzystną histologią MTM (p=0,0147) i 

zajęciem regionalnych węzłów chłonnych (p=0,00419). W przypadku chorych z 

niekorzystną lokalizacją guza korelacja z silną ekspresją HIF-1a była bliska 

statystycznej istotności (p=0,0641). Silna tkankowa ekspresja GLUT-1 wyka-

zywała korelację z wyższym stadium zaawansowania MTM i niekorzystną histo-

logią oraz niekorzystną lokalizacją guza pierwotnego (p=0,0326, p=0,0399 i 

p=0,0421, odpowiednio). 

Stwierdzono, że silna ekspresja VEGF statystycznie znamiennie korelowała 

dodatnio z obecnością niekorzystnej histologii (p=0,0016) i podtypem NRMS u 

dzieci z MTM (p=0,0038). Korelacja pomiędzy silną ekspresją VEGF, a nieko-

rzystną lokalizacją guza i wysokim stadium zaawansowania choroby były bliskie 

statystycznej istotności (p=0,080 i p=0,0744, odpowiednio). Silna tkankowa 

ekspresja CA IX i wysoka wartość indeksu Ki-67 korelowały dodatnio jedynie z 

wyższym stadium zaawansowania choroby nowotworowej (p=0,0002 i 

p=0,00704; odpowiednio). 

Żaden z analizowanych markerów nie korelował w sposób istotny staty-

stycznie z wiekiem chorych, wielkością i inwazyjnością guza oraz doszczętno-

ścią PE. 

4.6.3 Liczba markerów, ulegających jednocześnie silnej ekspresji w wy-

branych podgrupach prognostycznych 

Przeanalizowano częstość występowania silnej jednoczesnej ekspresji kilku 

markerów hipoksji oraz indeksu Ki-67 w wybranych podgrupach prognostycz-

nych. 

Wykazano, że u pacjentów z histologią korzystną statystycznie istotnie czę-

ściej stwierdzano silną ekspresję maksymalnie trzech markerów w porównaniu 

do pacjentów z histologią niekorzystną (69,8% vs 45,8%; p=0,0365). Z kolei u 

pacjentów z histologią niekorzystną istotnie częściej, niż u pacjentów z hi-
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stologią korzystną, występowała silna ekspresja czterech lub pięciu marke-

rów (54,2% vs 27,9%; p=0,0202). 
U chorych w stadium I i II MTM częściej obserwowano ekspresję maksy-

malnie jednego markera (46,7% vs 19,7%; p=0,0579). U pacjentów w stadiach 

III i IV z kolei stwierdzono częstsze występowanie silnej ekspresji co naj-

mniej trzech markerów jednocześnie (61,8% vs 33,3%; p=0,0795). 
Nie stwierdzono różnic w liczbie markerów ulegających silnej ekspresji u 

pacjentów różniących się wiekiem w momencie zachorowania. 

4.7 Związek stopnia ekspresji badanych markerów hipoksji i indeksu 

Ki-67 z odpowiedzią na chemioterapię u dzieci z MTM 

4.7.1 Częstość występowania słabej i silnej ekspresji HIF-1a, GLUT-1, 

CA IX, VEGF oraz indeksu Ki-67, a odpowiedź na CHT 

W tabeli 13 przedstawiono częstość występowania słabej i silnej ekspresji 

badanych markerów u dzieci z dobrą i złą odpowiedzią na CHT oraz wyniki 

porównania pomiędzy podgrupami. 

 

Tabela 13. Częstość występowania słabej i silnej ekspresji badanych markerów u pacjentów z 

dobrą i złą odpowiedzią 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 odpowiedź na CHT 

Good response to CHT 

 n=52 

Zła odpowiedź na CHT 

Poor response to CHT  

n=20 

p 

 

Słaba  

ekspresja 

Low 

expression 

Silna  

ekspresja 

High 

expression 

Słaba  

ekspresja 

Low 

expression 

Silna  

ekspresja 

High 

expression 

HIF-1a 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 

 

Wśród pacjentów z MTM nie stwierdzono istotnych statystycznie różnic w 

częstości występowania słabej i silnej ekspresji badanych markerów, pomiędzy 

podgrupą chorych z dobrą i złą odpowiedzią na CHT. Podgrupy badane najwy-

raźniej różniły się pod względem ekspresji CA IX, jednak przy ich porównaniu 

nie stwierdzono statystycznej znamienności (p=0,0772). U prawie wszystkich 

dzieci ze złą odpowiedzią na CHT stwierdzano silną ekspresję VEGF, jednak u 



80 Małgorzata Anna Krawczyk 

chorych wykazujących dobrą odpowiedź na CHT również przeważała silna eks-

presja VEGF.  

4.7.2 Korelacja, pomiędzy ekspresją HIF-1a, GLUT-1, CA IX, VEGF 

oraz indeksem Ki-67, a odpowiedzią na CHT 

Wyniki korelacji pomiędzy ekspresją badanych markerów hipoksji oraz in-

deksem Ki-67, a odpowiedzią na CHT u dzieci z MTM przedstawiono w tabeli 

14. 

Wykazano, że spośród analizowanych markerów jedynie tkankowa ekspresja 

VEGF w sposób statystycznie znamienny korelowała dodatnio z odpowiedzią na 

CHT (r=0,26, p=0,0301). Im silniejsza była ekspresja VEGF w tkance guza, 

tym stwierdzano gorszą odpowiedź na CHT i odwrotnie – im słabsza eks-

presja VEGF – tym lepsza była reakcja na CHT. W przypadku CA IX oraz 

GLUT-1 również obserwowano bliską statystycznej istotności dodatnią korela-

cję, pomiędzy ekspresją markerów, a uzyskiwaną reakcją na CHT (p=0,0749 i 

p=0,0924, odpowiednio). 

Nie stwierdzono korelacji pomiędzy ekspresją HIF-1a i wartością indeksu 

Ki-67, a odpowiedzią na CHT. 
 

Tabela 14. Korelacja pomiędzy ekspresją markerów hipoksji i indeksu Ki-67, a odpowiedzią na 

CHT u dzieci z MTM 

Table 14. Correlation between the expression of hypoxia markers and Ki-67 index and the 

response to CHT in children with STS 

Badane markery 

Analyzed markers 

Odpowiedź na CHT   (n=72) 

Response to CHT   (n=72) 

r p 

HIF-1a 0,18 0,132 

GLUT-1 0,20 0,0924 

CA IX 0,21 0,0749 

VEGF 0,26 0,0301 

Ki-67 -0,07 0,559 

 

4.7.3 Jednoczesna silna ekspresja kilku markerów, a odpowiedź na CHT 

Przeanalizowano, czy podgrupy chorych z dobrą i złą odpowiedzią na CHT 

różnią się pod względem liczby markerów, ulegających jednocześnie silnej eks-

presji w tkance nowotworowej. Wyniki analiz przedstawiono w tabeli 15. 

Wykazano, że u dzieci dobrze reagujących na CHT częściej występowała 

jednoczesna silna ekspresja maksymalnie trzech markerów (63,5% vs 35%, 

p=0,0559). Z kolei w podgrupie chorych ze złą reakcją na CHT przeważali 

chorzy z silną tkankową ekspresją co najmniej czterech badanych marke-
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rów (65% vs 36,5%, p=0,0559). W obu analizach stwierdzono graniczną istot-

ność statystyczną. 

 

Tabela 15. Odsetek chorych z silną ekspresją kilku markerów jednocześnie w podgrupach z dobrą 

i złą odpowiedzią na CHT oraz porównanie pomiędzy 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 

Liczba markerów ulegają-

cych jednoczesnej silnej 

ekspresji 

Number of markers with  

simultaneous high expression 

Dobra odpowiedź  

na CHT 

Good response to CHT 

(n=52) 

Zła odpowiedź  

na CHT  

Poor response to CHT 

(n=20) 

p 

maksymalnie 1 marker 

maximum of 1 marker 
12 (23,1%) 2 (10%) 0,332 

maksymalnie 2 markery 

maximum of 2 markers 
24 (46,2%) 5 (25%) 0,170 

maksymalnie 3 markery 

maximum of 3 markers 
33 (63,5%) 7 (35%) 0,0559 

co najmniej 4 markery 

at least 4 markers 
19 (36,5%) 13 (65%) 0,0559 

 

Przeanalizowano, z jaką częstością w podgrupach z dobrą i złą odpowiedzią 

na CHT występuje jednoczesna silna ekspresja VEGF, CA IX i GLUT-1, czyli 

markerów, które korelują z reakcją na CHT (omówionych w podpunkcie 4.7.2.). 

Stwierdzono, iż u chorych źle reagujących na CHT istotnie częściej wy-

stępowała jednoczesna silna ekspresja VEGF, CA IX i GLUT-1, w porów-

naniu do chorych reagujących dobrze na CHT (55% vs 25%). Z kolei brak 

silnej ekspresji lub silną ekspresję tylko jednego z tych trzech markerów stwier-

dzano znacząco częściej u dzieci z dobrą odpowiedzią na CHT, w porównaniu 

do dzieci ze złą odpowiedzią na CHT (42,3% vs 10%, p=0,00937). 

Silna jednoczesna ekspresja GLUT-1 i CA IX występowała istotnie częściej 

u dzieci ze złą, niż u dzieci z dobrą odpowiedzią na CHT (50% vs 28,8%). Z 

kolei słaba ekspresja i GLUT-1 i CA IX stwierdzana była częściej u pacjentów 

dobrze reagujących na CHT, niż u pacjentów reagujących źle (38,5% vs 10%, 

p=0,0205). 

Wyniki omówionych analiz przedstawiono graficznie na ryc. 28 i 29. 
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Legenda / Legend 

  silna ekspresja obu markerów 

high expression of both markers 
 

  słaba ekspresja obu markerów 

low expression of both markers 
 

 1 
dobra odpowiedź na CHT 

good response to CHT 
 

 2 
zła odpowiedź na CHT 

poor response to CHT 
 

p< 0,05 

Ryc. 28. Częstość występowania jednoczesnej silnej ekspresji GLUT-1 i CA IX oraz słabej 

ekspresji GLUT-1 i CA IX u pacjentów z dobrą i złą odpowiedzią na CHT 

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

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

  silna ekspresja 3 markerów 

high expression of all 3 markers 
 

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

 1 
dobra odpowiedź na CHT 
good response to CHT 
 

 2 
zła odpowiedź na CHT 
poor response to CHT 
 

p< 0,05 

Ryc. 29. Częstość występowania jednoczesnej silnej ekspresji GLUT-1, CA IX i VEGF oraz silnej 

ekspresji maksymalnie jednego z tych markerów u pacjentów z dobrą i złą odpowiedzią 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 

CHT 

 

p=0,0205 

p=0,00937 
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4.8 Związek ekspresji badanych markerów hipoksji oraz indeksu Ki-67 

z prawdopodobieństwem 5-letniego EFS u dzieci z MTM 

4.8.1 Prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u dzieci z MTM w zależności 

od stopnia ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX, VEGF oraz wartości 

indeksu Ki-67 

W analizie jednoczynnikowej wykazano, że wszystkie badane markery 

hipoksji w sposób statystycznie znamienny wpływają na prawdopodobień-

stwo 5-letniego EFS u dzieci z MTM (p<0,001). Pacjenci, u których wykazano 

silną ekspresję markerów hipoksji w guzie pierwotnym, mieli znamiennie niższe 
prawdopodobieństwo 5-letniego EFS w porównaniu do chorych wykazujących 

jedynie słabą ekspresję poszczególnych markerów. Najniższe prawdopodobień-

stwo 5-letniego EFS stwierdzono u dzieci, u których w tkance guza wykryto 

silną ekspresję GLUT-1 (5-letni EFS = 7,4±5,0%) i HIF-1a (13,3±5,3%). Z 

kolei obecność jedynie słabej ekspresji VEGF wiązała się z najwyższym praw-

dopodobieństwem 5-letniego EFS (92,3±7,4%). 

W badanej grupie nie wykazano związku pomiędzy wartością indeksu Ki-

67, a prawdopodobieństwem 5-letniego EFS (p=0,634). 

Na ryc. 30-34 przedstawiono krzywe EFS i podano prawdopodobieństwa 5-

letnich EFS w zależności 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 zależności od stopnia ekspresji HIF-1a  

(grupa badana N=91; p=0,00001) 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów ze słabą ekspresją HIF-1a (n=47)  

= 65,9±7,6% 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów z silną ekspresją HIF-1α (n=44)  

= 13,3±5,3% 

Fig. 30. EFS curves in children STS in relation to the HIF-1a tumor expression  

(study group N=91; p=0,00001) 

the probability of the 5-year EFS in patients with low expression of HIF-1a (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% 

 

p=0,00001 

słaba ekspresja HIF-1a (n=47) 

silna ekspresja HIF-1a (n=44) 
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Ryc. 31. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zależności od stopnia ekspresji GLUT-1  

(grupa badana N=91; p=0,00009) 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów ze słabą ekspresją GLUT-1 (n=60) = 53,4±7,0% 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów z silną ekspresją 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% 

 

p=0,00009 

słaba ekspresja GLUT-1 (n=60) 

silna ekspresja GLUT-1 (n=31) 
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Ryc. 32. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zależności od stopnia ekspresji CA IX  

(grupa badana N=91; p=0,00001) 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów ze słabą ekspresją CA IX (n=33) = 72,3±8,5% 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów z silną ekspresją CA IX (n=58) = 15,8±5,5% 

Fig. 32. EFS 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% 

 

p=0,00001 

słaba ekspresja CA IX (n=33) 

silna ekspresja CA IX (n=58) 
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Ryc. 33. Krzywe EFS u dzieci z MTM  zależności od stopnia ekspresji VEGF  

(grupa badana N=91; p=0,00000) 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów ze słabą ekspresją VEGF (n=19)  

= 92,3±7,4% 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów z silną ekspresją VEGF (n=72)  

= 25,2±5,5% 

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) = 25,2±5,5% 

 

p=0,00000 
słaba ekspresja VEGF (n=19) 

silna ekspresja VEGF (n=72) 
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Ryc. 34. Krzywe EFS u dzieci z MTM w zależności od wartości indeksu Ki-67 (IK67) 

(grupa badana N=91; p=0,634) 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów z IK67 <30% (n=38) = 45,1±8,0% 

prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów 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) = 45,1±8,0% 

the probability of the 5-year EFS in patients with IK67 ≥30% (n=53) = 31,6±7,4% 

 

p=0,634 

IK67 <30% (n=38) 

IK67 ≥30% (n=53) 
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4.8.2 Endogenne markery hipoksji wpływające niezależnie na EFS u 

dzieci z MTM 

W tabeli 16 przedstawiono wyniki analizy wieloczynnikowej, oceniającej 

wpływ ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF na EFS u dzieci z MTM. 

Wykazano, że spośród badanych markerów hipoksji na EFS niezależnie 

wpływają: HIF-1a, CA IX i VEGF. 

 

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

wieloczynnikowej 

Table 16. The influence of HIF-1α, CA IX and VEGF expression on EFS of children with STS – 

results of multivariate analysis 

 Beta 
Ryzyko względne HR 

Hazard risk (HR) 
p 

HIF-1a 1,001061 2,721169 0,001963 

CA IX 0,945535 2,574190 0,020128 

VEGF 2,207054 9,088900 0,033867 

 

W kolejnym etapie wieloczynnikowej analizy Coxa, poza HIF-1a, CA IX i 

VEGF, uwzględniono również wpływ wcześniej zidentyfikowanych niezależ-

nych czynników klinicznych, czyli: stadium zaawansowania MTM i odpowiedź 

na CHT. 

Wykazano, że spośród wszystkich analizowanych parametrów (klinicznych 

oraz immunohistochemicznych), niezależny wpływ na EFS u dzieci z MTM 

mają: ekspresja HIF-1a, odpowiedź na CHT, ekspresja VEGF i CA IX (ta-

bela 17). 

 

Tabela 17. Markery hipoksji i czynniki kliniczne wpływające niezależnie 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 

 Beta 
Ryzyko względne HR 

Hazard Risk (HR) 
p 

HIF-1a 0,866138 2,377710 0,008522 

Odpowiedź na CHT 

Response to CHT 
0,556368 1,744326 0,016915 

VEGF 2,203525 9,056880 0,033948 

CA IX 0,857919 2,358249 0,037818 
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4.9 Liczba markerów ulegających jednoczesnej silnej ekspresji, a 

występowanie wznowy nowotworu i prawdopodobieństwo 5-letniego 

EFS 

W tabeli 18 przedstawiono odsetek chorych z silną tkankową ekspresją kilku 

markerów jednocześnie w podgrupach bez wznowy i ze wznową MTM oraz 

porównanie pomiędzy podgrupami. 

Tabela 18. Odsetek chorych z silną ekspresją kilku markerów jednocześnie w podgrupach bez 

wznowy i ze wznową MTM oraz porównanie pomiędzy 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 

Silna ekspresja markerów 

High expression of markers 

Bez wznowy  

Without relapse 

n=40 

Ze wznową 

With relapse 

n=51 

p 

maksymalnie 1 

maximum of 1 
22 (55%) 0 (0%) 0,00000 

maksymalnie 2 

maximum of 2  
31 (77,5%) 8 (15,7%) 0,00000 

co najmniej 3 

at least 3 
9  (23%) 43 (84%) 0,00000 

co najmniej 4 

at least 4 
2 (5%) 36 (70,6%) 0,00000 

 

Wykazano, że podgrupy chorych bez wznowy i ze wznową MTM różniły się 

w sposób istotny statystycznie pod względem liczby markerów ulegających sil-

nej ekspresji w guzie przed leczeniem. 

U ponad połowy chorych, którzy nie rozwinęli wznowy choroby, stwierdzo-

no brak (u 15%) lub ekspresję tylko jednego badanego markera (40%). Nato-

miast w podgrupie chorych, u których wystąpiła wznowa choroby, u wszystkich 

pacjentów stwierdzono silną tkankową ekspresję co najmniej dwóch spośród 

pięciu badanych markerów. W grupie ze wznową statystycznie istotnie czę-

ściej stwierdzano silną ekspresję co najmniej czterech badanych markerów, 

w porównaniu do grupy dzieci bez wznowy MTM (70,6% vs 5%, 
p=0,00000). Z kolei w podgrupie chorych bez wznowy statystycznie znamiennie 

częściej stwierdzano silną ekspresję maksymalnie dwóch spośród badanych 

markerów (77,5% vs 15,7%, p=0,00000). 

W tabeli 19 przedstawiono prawdopodobieństwo 5-letniego EFS w zależno-

ści od liczby markerów, ulegających silnej ekspresji w tkance nowotworowej. 
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Tabala 19. Prawdopodobieństwo 5-letniego EFS w zależności od liczby markerów, ulegających 

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 

Liczba markerów ulegających silnej ekspresji 

The number of markers with high tumor expression 
n 

Prawdopodobieństwo  

5-letniego EFS 

Probability of the 5-year EFS 

maksymalnie 1 

maximum of 1 
22 95,0±4,9% 

maksymalnie 2 

maximum of 2  
39 74,4±7,4% 

co najmniej 3 

at least 3 
52 12,7±5,2% 

co najmniej 4 

at least 4 
38 4,6±4,1% 

 

Na podstawie uzyskanych wyników badań IHC i analiz statystycznych 

stwierdzono, iż prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u dzieci z MTM zależa-

ło w sposób istotny od liczby markerów, ulegających silnej ekspresji w 

tkance guza. Im więcej markerów wykazywało jednocześnie silną ekspresję, 

tym prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u pacjentów było niższe. 
Stwierdzono, iż prawdopodobieństwo 5-letniego EFS było bardzo wysokie u 

chorych, u których przeprowadzone badania IHC wykazały silną ekspresję mak-

symalnie jednego spośród badanych markerów (95,0±4,9%). Silna tkankowa 

ekspresja maksymalnie dwóch spośród badanych markerów wiązała się z praw-

dopodobieństwem 5-letniego EFS wynoszącym 74,4±7,4%. Stwierdzenie silnej 

ekspresji trzech i więcej markerów (u 52 dzieci) oraz czterech i więcej marke-

rów (u 38 chorych) w sposób znaczący zwiększało ryzyko wystąpienia wznowy 

nowotworu. Prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u tych pacjentów wynosiło 

jedynie 12,7±5,2% oraz 4,6±4,1%, odpowiednio. 

4.9.1 Prawdopodobieństwo 5-letniego EFS w zależności od liczby 

markerów spośród HIF-1a, VEGF i CA IX, ulegających silnej 

ekspresji w tkance nowotworowej 

Przeprowadzone i przedstawione wcześniej wyniki analizy wieloczynniko-

wej Coxa wykazały, że spośród markerów IHC niezależny wpływ na EFS u 

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

łam dodatkowo, czy prawdopodobieństwo 5-letniego EFS zależy od tego, ile 

spośród tych trzech markerów hipoksji ulega jednocześnie silnej ekspresji w 

tkance guza nowotworowego. 

Stwierdzenie jednoczesnej silnej ekspresji HIF-1a, VEGF i CA IX w tkance 

nowotworowej wiązało się z prawdopodobieństwem 5-letniego EFS wynoszą-

cym 0%, czyli ze 100% ryzykiem wystąpienia wznowy w ciągu 5 lat od rozpo-
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znania MTM. Przeciwnie, 11 dzieci, u których nie wykryto silnej ekspresji żad-

nego z trzech wymienionych markerów, miało prawdopodobieństwo 5-letniego 

EFS = 100%. Prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u 17 pacjentów z silną eks-

presją jednego markera spośród HIF-1a, CA IX i VEGF było nadal wysokie i 

wynosiło 86,3±9,2%. Natomiast prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u dzieci z 

silną ekspresją dwóch markerów wynosiło jedynie 32,4±9,3%. 

Wyniki analiz przedstawiono w tabeli 20. 

 

Tabela 20. Prawdopodobieństwo 5-letniego EFS w zależności od liczby markerów spośród HIF-

1a, VEGF i CA IX, ulegających silnej ekspresji w tkance nowotworowej 

Table 20. The probabilities of 5-year EFS in relation to the number of markers from among HIF-

1a, VEGF i CA IX with high tumor expression 

Badane 

markery 

Analyzed 

markers 

Liczba markerów ulegających 

silnej ekspresji 

Number of markers  

with high tumor expression 

n 

Prawdopodobieństwo  

5-letniego EFS 

Probability of the 5-year EFS 

HIF-1a, CA 

IX, VEGF 

brak silnej ekspresji markerów 

no high expression of any markers 
11 100% 

1 marker 

1 marker 
18 86,3±9,2% 

2 markery 

2 markers 
30 32,4±9,3% 

wszystkie 3 markery 

all 3 markers 
32 0,0±0,0% 

 

4.10 Związek ekspresji badanych markerów hipoksji i indeksu Ki-67  

z prawdopodobieństwem 5-letniego OS u dzieci z MTM 

4.10.1 Ekspresja HIF-1a, GLUT-1, CA IX, VEGF i Ki-67,  

a prawdopodobieństwo 5-letniego OS 

 

Na ryc. 35-39 przedstawiono krzywe OS i podano prawdopodobieństwa 5-

letnich OS dla podgrup chorych różniących się stopniem ekspresji HIF-1a, 

GLUT-1, CA IX, VEGF oraz wartością indeksu Ki-67. 
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Ryc. 35. Krzywe OS u dzieci z MTM w zależności od stopnia ekspresji HIF-1a  

(grupa badana N=91; p=0,00000) 

 prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów ze słabą ekspresją HIF-1a (n=47) = 79,3±7,3% 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów z silną ekspresją HIF-1a (n=44) = 24,7±6,7% 

Fig. 35. OS curves in children with STS in relation to the HIF-1a 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-1a (n=44) = 24,7±6,7% 

 

p=0,00000 

słaba ekspresja HIF-1a (n=47) 

silna ekspresja HIF-1a (n=44) 
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Ryc. 36. Krzywe OS u dzieci z MTM w zależności od stopnia ekspresji GLUT-1  

(grupa badana N=91; p=0,00020) 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów ze słabą ekspresją GLUT-1 (n=60) = 67,0±6,7% 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów z silną ekspresją 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% 

 

p=0,00020 

słaba ekspresja GLUT-1 (n=60) 

silna ekspresja GLUT-1 (n=31) 
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Ryc. 37. Krzywe OS u dzieci z MTM w zależności od stopnia ekspresji CA IX  

(grupa badana N=91; p=0,0000) 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów ze słabą ekspresją CA IX (n=33)  

= 86,3±6,4% 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów z silną ekspresją CA IX (n=58) = 25,1±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% 

 

p=0,0000 

słaba ekspresja CA IX (n=33) 

silna ekspresja CA IX (n=58) 



96 Małgorzata Anna Krawczyk 

 

0 50 100 150 200 250 300

czas [miesiące]

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

p
ra

w
d

o
p

o
d

o
b

ie
ń

st
w

o
 O

S

 

Ryc. 38. Krzywe OS u dzieci z MTM w zależności od stopnia ekspresji VEGF 

(grupa badana N=91; p=0,00023) 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów ze słabą ekspresją VEGF (n=19) = 100% 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów z silną ekspresją 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% 

 

p=0,00023 

słaba ekspresja VEGF (n=19) 

silna ekspresja VEGF (n=72) 
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Ryc. 39. Krzywe OS u dzieci z MTM w zależności od wartości indeksu Ki-67 (IK67) 

(grupa badana N=91; p=0,0460) 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów z wartością IK67 <30% (n=38) = 61,4±8,2% 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów z wartością 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% 

 

p=0,0460 

IK67 <30% (n=38) 

IK67 ≥30% (n=53) 



98 Małgorzata Anna Krawczyk 

 

W analizie jednoczynnikowej wykazano, że wszystkie badane markery 

hipoksji oraz indeks Ki-67 wpływają na OS u dzieci z rozpoznaniem MTM. 
Różnice pomiędzy podgrupami chorych, różniących się stopniem ekspresji ba-

danych markerów hipoksji i indeksu Ki-67, były statystycznie istotne w analizie 

jednoczynnikowej (p<0,001 dla markerów hipoksji i p<0,05 dla Ki-67). Najbar-

dziej wyraźne różnice w OS stwierdzono pomiędzy podgrupami chorych różnią-

cych się stopniem ekspresji HIF-1a i CA IX, zaś najmniej wyraźne – w przy-

padku różnej wartości indeksu Ki-67. 

Pacjenci, u których wykazano silną ekspresję badanych markerów w guzie 

pierwotnym, mieli statystycznie znamiennie niższe prawdopodobieństwo 5-

letniego OS w porównaniu do chorych, nie wykazujących silnej ekspresji po-

szczególnych markerów. Najniższe prawdopodobieństwo 5-letniego OS stwier-

dzono u chorych z silną ekspresją GLUT-1 (jedynie 15,0±7,6%), HIF-1a 

(24,7±6,7%) i CA IX (25,1±6,8%). Z kolei dzieci z MTM, u których stwierdzo-

no jedynie słabą ekspresję VEGF, miały 100% prawdopodobieństwo 5-letniego 

OS. W przypadku braku ekspresji CA IX i HIF-1a, prawdopodobieństwo 5-

letniego OS było nieco niższe, ale nadal wysokie (86,3±6,4% i 79,3±7,3%; od-

powiednio). 

4.10.2 Endogenne markery hipoksji wpływające niezależnie na OS u dzieci 

z MTM 

W analizie wieloczynnikowej wykazano, że spośród badanych markerów 

hipoksji na OS u dzieci z MTM niezależnie wpływają: HIF-1a i CA IX. Wy-

niki tych analiz przedstawiono w tabeli 21. 

 

Tabela 21. Wpływ ekspresji HIF-1a 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 

 Beta 
Ryzyko względne (HR) 

Hazard Risk (HR) 
p 

HIF-1α 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, 

uwzględniono również wpływ wcześniej zidentyfikowanych niezależnych czyn-

ników klinicznych, czyli: zajęcie węzłów chłonnych i odpowiedź na CHT. 

Stwierdzono, że wszystkie badane parametry (kliniczne i IHC) wpływa-

ją na OS, przy czym HIF-1a i CA IX niezależnie (tabela 21). Oznacza to, że 

stwierdzenie silnej ekspresji HIF-1a i/lub CA IX w tkance guza u pacjenta z 

MTM przed leczeniem może stanowić silniejszy negatywny czynnik progno-
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styczny co do przeżycia chorego, niż dotychczas stosowane czynniki kliniczne, 

na których opiera się stratyfikacja do grup ryzyka. 

4.11 Liczba markerów ulegających jednoczesnej silnej ekspresji, a 

występowanie zgonu z progresji nowotworu i prawdopodobieństwo 

5-letniego OS 

Tabela 22 przedstawia odsetek chorych z silną tkankową ekspresją kilku 

markerów jednocześnie u pacjentów, którzy żyją choroby momencie analizy i 

tych, którzy zmarli w wyniku progresji nowotworu oraz porównanie pomiędzy 

podgrupami. 

 

Tabela 22. Częstość występowania silnej jednoczesnej ekspresji kilku badanych markerów w 

podgrupach chorych, którzy żyją w momencie analizy oraz tych, którzy zmarli w wyniku progresji 

nowotworu, oraz porównanie pomiędzy 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 

Silna ekspresja markerów 

High expression of markers 

Żyje 

Alive 

n=50 

Zgon z progresji 

Died of PD 

n= 41 

p 

maksymalnie 1 

maximum of 1 
22 (44%) 0 (0%) 0,00000 

maksymalnie 2 

maximum of 2  
37 (74%) 2 (4,9%) 0,00000 

co najmniej 3 

at least 3 
13 (26%) 39 (95,1%) 0,00000 

co najmniej 4 

at least 4 
5 (10%) 33 (80,5%) 0,00000 

 

Wykazano, że analizowane podgrupy chorych różniły się w sposób istotny 

statystycznie pod względem liczby markerów ulegających silnej ekspresji w 

guzie przed leczeniem. 

Wykazano, że u wszystkich 41 pacjentów, którzy zmarli w wyniku progresji 

choroby nowotworowej, stwierdzono silną tkankową ekspresję co najmniej 

dwóch spośród pięciu badanych markerów. U żadnego z pacjentów z tej pod-

grupy nie stwierdzono w momencie diagnozy słabej ekspresji wszystkich pięciu 

lub czterech z pięciu badanych markerów. U ponad 95% chorych, którzy 
zmarli z PD, stwierdzono silną ekspresję trzech i więcej spośród badanych 

markerów, zaś u ponad 80% pacjentów – ekspresję czterech i pięciu bada-

nych czynników. Odsetki te były statystycznie istotnie wyższe, w porównaniu 

do grupy dzieci, które pomyślnie zakończyły leczenie onkologiczne 

(p=0,00000). 
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Z kolei w podgrupie chorych, którzy żyją bez oznak choroby statystycznie 

znamiennie częściej stwierdzano silną ekspresję maksymalnie jednego (44%) 

lub maksymalnie dwóch (74%) spośród pięciu badanych markerów. U 12% 

dzieci, które żyją w momencie analizy, stwierdzono niewystępowanie silnej 

ekspresji żadnego markera. Takiej sytuacji nie stwierdzono u żadnego spośród 

chorych, którzy zmarli z progresji nowotworu. 

W tabeli 23 przedstawiono prawdopodobieństwo 5-letniego OS w zależności 

od liczby markerów, ulegających silnej ekspresji w tkance nowotworowej. 

 

Tabela 23. Prawdopodobieństwo 5-letniego OS w zależności od liczby markerów, ulegających 

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 

Liczba markerów ulegających silnej ekspresji 

The number of markers with high tumor expression 
n 

Prawdopodobieństwo  

5-letniego OS 

Probability of the 5-year OS 

maksymalnie 1 

maximum of 1 
22 100% 

maksymalnie 2 

maximum of 2  
39 93,9±4,2% 

co najmniej 3 

at least 3 
52 20,6±6,2% 

co najmniej 4 

at least 4 
38 8,5±5,6% 

 

Na podstawie uzyskanych wyników badań IHC i analiz statystycznych 

stwierdzono, iż prawdopodobieństwo 5-letniego OS u dzieci z MTM zależało 

w sposób istotny od liczby markerów, ulegających silnej ekspresji w tkance 

guza. Im więcej markerów wykazywało jednocześnie silną ekspresję, tym 
prawdopodobieństwo 5-letniego OS u pacjentów było niższe. 

Stwierdzono, iż w analizowanej grupie chorych z MTM 100% prawdopodo-

bieństwo 5-letniego OS mieli wszyscy, u których wykryto silną ekspresję nie 

więcej niż jednego markera. Takich pacjentów było 22:16 z silną ekspresją tylko 

jednego markera i sześcioro bez silnej ekspresji któregokolwiek z markerów. 

Bardzo dobre rokowanie i prawdopodobieństwo 5-letniego OS przekraczające 

90% stwierdzono również u dzieci, u których wykazano silną ekspresję maksy-

malnie dwóch badanych markerów. Natomiast u chorych, u których stwierdzono 

silną tkankową ekspresję trzech i więcej spośród badanych markerów prawdo-

podobieństwo 5-letniego OS wynosiło jedynie 20,6±6,2%. Stwierdzenie silnej 

ekspresji czterech lub pięciu badanych markerów w sposób znaczący zwiększało 

ryzyko wystąpienia niepowodzenia leczenia nowotworu. Prawdopodobieństwo 

5-letniego OS u tych pacjentów wynosiło 8,5±5,6%. 
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4.11.1 Prawdopodobieństwo 5-letniego OS w zależności od liczby 

markerów spośród HIF-1a i CA IX, ulegających silnej ekspresji w 

tkance nowotworowej 

Przeprowadzone i przedstawione wcześniej wyniki analizy wieloczynniko-

wej wykazały, że HIF-1a i CA IX mają niezależny wpływ na OS u dzieci z 

MTM. Dlatego przeanalizowałam dodatkowo, czy prawdopodobieństwo 5-

letniego OS zależy od tego, ile spośród tych dwóch markerów hipoksji ulega 

silnej ekspresji w tkance guza nowotworowego. Wyniki analiz przedstawiono w 

tabeli 24. 

 

Tabela 24. Prawdopodobieństwo 5-letniego OS w zależności od liczby markerów spośród HIF-1α 

i CA IX, ulegających silnej ekspresji w tkance nowotworowej 

Table 24. The probabilities of 5-year OS in relation to the number of markers from among HIF-1α 

and CA IX,with high tumor expression 

Badane 

markery 

Analyzed 

markers 

Liczba markerów ulegających 

silnej ekspresji 

Number of markers  

with high tumor expression 

n 

Prawdopodobieństwo  

5-letniego OS 

Probability of the 5-year OS 

HIF-1a i 

CA IX 

brak silnej ekspresji markerów 

no high expression of any markers 
21 100% 

1 marker 

1 marker 
38 65,0±8,8% 

2 markery 

2 markers 
33 7,1±4,8% 

 

Stwierdzenie jednoczesnej silnej ekspresji HIF-1a i CA IX wiązało się z 

bardzo niskim prawdopodobieństwem 5-letniego OS (7,1±4,8%). Z kolei cho-

rzy, u których nie wykazano silnej ekspresji ani HIF-1a, ani CA IX (n=21), mie-

li prawdopodobieństwo 5-letniego OS = 100%. Prawdopodobieństwo 5-letniego 

OS u 38 dzieci z silną ekspresją albo HIF-1a, albo CA IX, było pośrednie i wy-

nosiło 65,0±8,8%. 
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5 DYSKUSJA 

Celem pracy było określenie znaczenia ekspresji wybranych endogennych 

markerów hipoksji (HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF) oraz indeksu prolifera-

cyjnego Ki-67 w tkance nowotworowej pobranej od dzieci z MTM przed lecze-

niem onkologicznym w ocenie aktywności choroby i prognozowaniu jej prze-

biegu. Jest to pierwsza na świecie praca, analizująca znaczenie markerów 

hipoksji u dzieci z rozpoznaniem MTM i jedna z nielicznych, podejmująca 

ten temat u dzieci z chorobą nowotworową [54, 55, 56, 215]. Uzyskane wyni-

ki mają istotne znaczenie poznawcze, ale również praktyczne, stanowiąc źródło 

wiedzy na temat potencjalnych nowych markerów prognostycznych u dzieci z 

MTM. Stwierdzone w pracy powiązania, pomiędzy stopniem ekspresji endogen-

nych markerów hipoksji, a agresywnością i przebiegiem MTM u dzieci mogą 

stanowić asumpt do badań nad terapiami celowanymi skierowanymi przeciwko 

HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF w tej grupie nowotworów. 

Poza nowatorskim tematem, analizowanym w licznej grupie 91 chorych z 

MTM, ważnym i interesującym aspektem było wykorzystanie w metodyce ba-

dań mikromacierzy tkankowych TMA. To nowoczesne narzędzie, które umoż-

liwia zastąpienie konwencjonalnego układu „jeden skrawek guza – jeden przy-

padek” przez układ, w którym na jednym skrawku parafinowym analizować 

można wiele zmian jednocześnie. 

5.1 Mikromacierze tkankowe w poznawaniu nowych markerów 

nowotworowych 

W ostatnich latach badania z wykorzystaniem TMA stosowane są coraz po-

wszechniej w diagnostyce molekularnej, umożliwiając poznawanie nowych 

prognostycznych markerów w chorobach nowotworowych [33]. Technika TMA 

pozwala na badanie zarówno tkanek, jak i kultur komórkowych. Analizy marke-

rów dokonywać można na poziomie kwasów nukleinowych, bądź – jak w obec-

nej pracy – na poziomie ekspresji białek [33, 90]. Najczęściej stosowaną metodą 

diagnostyczną jest barwienie IHC. Inne techniki badawcze, jak fluorescencyjna 

lub mRNA hybrydyzacja in situ, stosowane są rzadziej. 

Dużą zaletą zastosowania TMA do badań diagnostycznych i naukowych jest 

możliwość naniesienia wielu próbek tkankowych na jeden blok biorcy. Pozwala 

to na porównywanie licznych próbek z guzów podczas jednej oceny mikrosko-

powej, co znacząco ułatwia pracę patologa – oszczędzając czas i zwiększając 

obiektywizm oceny. 

Niektórzy badacze podnosili problem konieczności zakupu drogiego sprzętu 

do produkcji mikromacierzy, co miało utrudniać powszechne używanie tej tech-

niki badawczej w praktyce klinicznej. Dowiedziono jednak, iż zastosowanie 
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TMA znacznie skraca czas przygotowania materiału do badań i zmniejsza zuży-

cie odczynników, co w sumie obniża koszty analiz. Również jednoczesne dia-

gnozowanie wielu próbek zmniejsza całościowe koszty badania, przy zachowa-

niu rzetelności i wiarygodności wyników. W wielu pracach podkreślano, iż jed-

ną z większych zalet TMA jest możliwość standaryzacji metod barwienia IHC i 

późniejszej oceny wszystkich próbek naniesionych na dany blok biorcy. Otrzy-

mane w ten sposób wyniki są wiarygodne i powtarzalne, a duża liczba jednocza-

sowo analizowanych przypadków umożliwia rzetelną analizę statystyczną [176, 

229]. 

Mimo wielu zalet, TMA posiada również pewne niedoskonałości. Niektórzy 

badacze uważają, że mały rozmiar rdzeni tkankowych pobranych z bloków-

dawców, może być wadą, gdyż uniemożliwia on zobrazowanie profilu całej 

tkanki z uwzględnieniem jej heterogennej budowy. Dotyczy to w szczególny 

sposób tkanki nowotworowej, zawierającej regiony o różnej aktywności prolife-

racyjnej, jak również regiony apoptotyczne czy nekrotyczne. W tym aspekcie 

niektórzy badacze uważają, że należy badać większą liczbę rdzeni pobieranych z 

różnych miejsc badanego guza (jego obrzeża, centrum i prawidłowej tkanki 

marginesu). Podniosłoby to wiarygodność uzyskiwanych wyników, szczególnie 

w przypadku tkanek o wysokim stopniu heterogenności [14, 186, 232]. Dowie-

dziono jednak, że istnieje duża i bardzo duża zgodność, pomiędzy wynikami 

ekspresji markerów badanych metodą TMA i uzyskanymi przy zastosowaniu 

konwencjonalnej metody oceny całych skrawków (whole sections, WS) [124, 

133, 191]. Dowiedziono, że TMA utworzone przy użyciu igieł o średnicy 0,6 

mm są wystarczająco wiarygodne i reprezentatywne [3, 85, 109]. W obecnej 

pracy zastosowano pojedyncze rdzenie tkankowe o średnicy 5 mm, czyli znacz-

nie większej, niż w większości publikowanych prac badawczych. W sposób 

istotny może to poprawiać rzetelność prezentowanych wyników, W obecnej 

pracy zadbano również o to, by każdy rdzeń pobrany był ze ściśle określo-

nego miejsca guza nowotworowego, wybranego wcześniej przez doświad-

czonego patologa. Do oceny ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF oraz 

antygenu proliferacji Ki-67 wybrano obszary zlokalizowane w pobliżu (ale 

nie w obrębie!) obszarów nekrotycznych, czyli regiony o potencjalnie naj-

większej aktywności procesów adaptacji komórek nowotworowych do hi-

poksji. 

Badania przy użyciu TMA umożliwiają analizę archiwalnych tkanek zato-

pionych w parafinie. Jest to zaletą tej metody, jednak rodzi się pytanie, czy ar-

chiwalny materiał sprzed wielu dekad nadaje się do prowadzenia wiarygodnych 

badań ekspresji markerów białkowych. W obecnej pracy najstarsze bloki-dawcy 

pochodziły sprzed 23 lat. Badania Campa i wsp. wykazały, ze większość tkanek 

nawet sprzed 50-70 lat jest odpowiedniej jakości do prowadzenia badań IHC. 

Oczywiście, zależy to od wielu czynników, jak: sposób utrwalenia materiału, 

zatopienia w parafinie, przechowywania, a także separacji antygenu [33]. W 
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przedstawianej pracy, wstępnej analizie poddano materiał uzyskany z pierwot-

nych guzów od 103 dzieci z rozpoznaniem MTM, leczonych w ośrodkach onko-

logii dziecięcej PPGLGL w latach 1992-2013. Po wstępnej ocenie histopatolo-

gicznej z badania wykluczono 12 przypadków z powodu niewystarczającej jako-

ści technicznej materiału tkankowego. Pozostałe bloki tkankowe w ocenie do-

świadczonego patologa nadawały się w pełni do badań nad ekspresją HIF-1a, 

GLUT-1, CA IX i VEGF oraz indeksu Ki-67, zarówno metodą WS, jak i TMA. 

Biorąc pod uwagę powyższe rozważania, analizowane w niniejszej pracy 

barwienia IHC na obecność markerów hipoksji i antygenu proliferacyjnego Ki-

67 przeprowadzono przy użyciu techniki TMA. Poza etapami, wymagającymi 

specjalistycznej wiedzy histopatologicznej, wszystkie pozostałe etapy pobie-

rania materiału z bloku-dawcy, a następnie tworzenia, krojenia i scalania 

mikromacierzy (bloków-biorców) przeprowadzone zostały przez dokto-

rantkę we współpracy z doświadczonym patologiem. 

5.2 Ekspresja HIF-1a, VEGF, GLUT-1 i CA IX w MTM u dzieci – 

częstość występowania i  wzajemna korelacja pomiędzy markerami 

Mięsaki tkanek miękkich u dzieci stanowią złożoną i wciąż nie do końca po-

znaną grupę złośliwych nowotworów litych. Choć wszystkie wywodzą się z 

pierwotnej komórki mezenchymalnej, jednak ich późniejsze różnicowanie spra-

wia, że biologiczna aktywność, przebieg kliniczny i rokowanie u poszczegól-

nych pacjentów są odmienne. W ostatnich trzech dekadach, dzięki zastosowaniu 

nowych metod operacyjnych i nowoczesnych technik RT oraz wielolekowej 

CHT, odnotowano znaczący postęp w leczeniu MTM u dzieci. Wg danych IRS 

IV, 5-letnie OS dla całej grupy MTM wzrosło z 25% w roku 1970 r. do 73% w 

roku 2001 r. [117]. Poprawa wyleczalności MTM u dzieci wynika w znacznej 

mierze z coraz bardziej precyzyjnego dostosowania intensywności terapii onko-

logicznej do całego szeregu czynników prognostycznych, stwierdzanych u pa-

cjentów. Takie postępowanie z jednej strony poprawiać ma wyniki leczenia, zaś 

z drugiej – minimalizować ryzyko wystąpienia poważnych powikłań, które u 

dzieci w szczególny sposób obniżają jakość życia po chorobie. 

Mimo postępu, rokowanie u dzieci z MTM w stadiach zaawansowanych jest 

nadal niezadowalające [115]. Dlatego od wielu lat nie ustają próby poznania i 

zastosowania w praktyce klinicznej nowych markerów prognostycznych, któ-

rych ocena mogłaby pomóc scharakteryzować biologiczną aktywność guza i 

ułatwić podejmowanie decyzji terapeutycznych [168]. Niestety, w przeciwień-

stwie do kilku innych nowotworów dziecięcych, MTM nie wydzielają swoistych 

biomarkerów, których poziomy w płynach ustrojowych korelowałyby z zaawan-

sowaniem, aktywnością proliferacyjną i odpowiedzią na leczenie. Podjęte dotąd 

prace badawcze, w tym np. badania nad znaczeniem surowiczych poziomów IL-

10 i IL-12 u dzieci z MTM, w których uczestniczyłam w latach 2011-2013, z 

pewnością poszerzyły wiedzę na temat biologii mięsaków, jednak analizowane 
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interleukiny nie zyskały statusu markerów przydatnych w praktyce klinicznej 

[15, 16]. 

Dlatego celem mojej obecnej pracy było poszukiwanie czynników ro-

kowniczych bardziej swoiście i bezpośrednio związanych z aktywnością 

proliferacyjną, odpowiedzią na CHT, przebiegiem i wynikiem leczenia dzie-

cięcych MTM. W pracy podjęłam próbę odpowiedzi na pytanie, czy takimi 

czynnikami mogłyby być endogenne markery hipoksji: HIF-1a, GLUT-1, 

CA IX i VEGF, oznaczane metodami IHC w tkance nowotworowej pobra-

nej przed rozpoczęciem leczenia onkologicznego. 

Znaczenie procesów hipoksji i powiązanych z nią procesów adaptacyjnych, 

takich jak: regulacja procesów zależnych od glukozy, kontrola wewnątrzkomór-

kowego pH i indukcja angiogenezy, stanowi jeden z wiodących tematów badań 

naukowych podejmowanych w onkologii w ostatnich latach. Znakomita więk-

szość opublikowanych analiz dotyczy pacjentów z nowotworami typowymi dla 

wieku dorosłego, takimi jak między innymi: rak pęcherza moczowego, piersi, 

jelita grubego, wątroby, jajnika, trzustki, prostaty, nerki i wiele innych [19, 122, 

161, 182, 194, 222, 224, 248]. Część prac dotyczy chorych dorosłych z rozpo-

znaniem mięsaków tkanek miękkich i kości [117, 157, 295, 207]. Jedynie kilka 

doniesień poświęconych było roli markerów hipoksji w nowotworach u dzieci. 

Dotyczyły one pacjentów z rozpoznaniem guza Wilmsa, NBL, retinoblastoma, 

osteosarcoma oraz niektórych guzów OUN [54, 55, 56, 111, 159, 180, 215]. Do 

chwili obecnej w literaturze nie opublikowano wyników badań, dotyczących 

znaczenia markerów hipoksji u dzieci z MTM. 
W obecnej pracy badaniami objęłam 91 dzieci (38 dziewcząt i 53 chłopców, 

mediana wieku 105,7 miesięcy) z rozpoznaniem MTM. Wśród badanych było 

66 pacjentów z RMS i 25 z MPNST. To najliczniejsza grupa badana spośród 

dotychczas opublikowanych doniesień na temat roli markerów hipoksji w 

nowotworach u dzieci i jedna z bardziej licznych spośród prac dotyczących 

znaczenia niedotlenienia w mięsakach. 

Analiza częstości występowania ekspresji HIF-1a, VEGF, GLUT-1 i CA IX 

w tkance nowotworowej pobranej przed leczeniem u dzieci z MTM wykazała 

silną ekspresję VEGF u prawie 80% pacjentów, CA IX – u 63,7%, HIF-1a 

– u 48,3%, a GLUT-1 – u 34% chorych. Podobny odsetek komórek wykazują-

cych silną immunoreaktywność CA IX stwierdzili w swej pracy Maseide i wsp. 

[151], którzy badali archiwalne parafinowe skrawki z 47 guzów uzyskanych od 

chorych dorosłych z rozległymi, głęboko położonymi MTM o wysokim stopniu 

złośliwości histologicznej. Silną ekspresję HIF-1a u dzieci z osteosarcoma 

stwierdzono w 35%, a VEGF – w 69% badanych guzów [159]. Kubo i wsp. 

[130] stwierdzili silną ekspresję HIF-1a w 40% badanych wycinków chondro-

sarcoma i w żadnym z wycinków pobranych z łagodnych guzów chrząstki. 

Najdokładniej zbadanym markerem hipoksji jest VEGF, którego ekspresję 

stwierdzono w większości złośliwych nowotworów litych. Obecność silnej im-
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munoreakcji VEGF w wielu przypadkach korelowała z gęstością naczyń krwio-

nośnych w guzie [72]. Wykazano jednak, że odsetek komórek nowotworowych 

z pozytywnym barwieniem IHC na obecność VEGF różni się znacznie pomię-

dzy poszczególnymi typami guzów. Również poszczególne podtypy histolo-

giczne MTM u dorosłych wykazywały różną częstość występowania silnej eks-

presji VEGF [177]. Podobne różnice – czasami bardzo znaczne - dotyczyły czę-

stości występowania silnej immunoreaktywności HIF-1a, GLUT-1 i CA IX w 

różnych nowotworach. Mogą one wynikać z odmiennej metodyki badań, a 

zwłaszcza innych kryteriów uznawania przez patologa danego odczynu barwne-

go IHC za słaby lub silny [155]. Niektórzy autorzy w metodyce badań posługi-

wali się wyłącznie kryterium odsetka komórek nowotworowych, wykazujących 

ekspresję badanego markera, niezależnie od jej intensywności [119, 152, 163]. 

Inni za silną ekspresję markera uznawali wyłącznie odczyny o dużej intensyw-

ności barwnej, bez względu na ich rozprzestrzenienie w badanej tkance [159, 

209]. 

W obecnej pracy, dla maksymalnego zobiektywizowania uzyskiwanych 

danych, posługiwałam się własną skalą, uwzględniającą zarówno siłę reakcji 

barwnej, jak i odsetek immunopozytywnych komórek. Na podstawie tych 

dwóch parametrów ustalałam współczynnik ekspresji poszczególnych 

markerów hipoksji. Jego wartość liczbowa wyznaczała ekspresję markerów 

jako słabą lub silną. 

Nieco podobną półilosciową skalę do oceny HIF-1a stosowali Shintani i 

wsp. w MTM u pacjentów dorosłych, Birner i wsp. u pacjentek z rakiem szyjki 

macicy i Schindl i wsp. w raku piersi [20, 192, 207]. Ocena ekspresji HIF-1α i 

VEGF u dzieci z guzem Wilmsa również uwzględniała zarówno intensywność 

odczynu barwnego, jak i odsetek pozytywnych komórek [111]. Natomiast Kim i 

wsp. [119], w grupie 55 chorych dorosłych z MTM za silną ekspresję HIF-1a 

uznawali jedynie przypadki, w których ekspresję markera stwierdzono w ponad 

50% badanych komórek, zaś za silną ekspresję GLUT-1, CA IX i VEGF – już 

przypadki, w których odsetek immunopozytywnych komórek w guzie przekra-

czał 10%. Niższa częstość występowania silnej ekspresji HIF-1a i wyższa czę-

stość CA IX i VEGF w moich badaniach w porównaniu do badań nad MTM u 

dorosłych może wynikać z różnej budowy histologicznej analizowanych guzów, 

a tym samym – z innego nasilenia procesów hipoksji i zaburzeń metabolicznych 

w guzie. W badaniu Kim i wsp. [119] były to głównie mięsaki o budowie lipo-

sarcoma i fibrohistiocytoma malignum, zaś w moim materiale – RMS i MPNST. 

W większości zbadanych przeze mnie guzów (93,4%) wykazałam silną eks-

presję co najmniej jednego markera hipoksji. U ponad 40% chorych stwierdzi-

łam silną ekspresję aż czterech lub pięciu markerów jednocześnie. U dzieci 

z MTM wykazałam, że wszystkie analizowane markery hipoksji wzajemnie 

ze sobą korelowały dodatnio, co oznacza, że słaba lub silna ekspresja jedne-
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go markera związana była – odpowiednio – ze słabą lub silną ekspresją in-

nego. 

W nowotworach u dzieci najczęściej analizowano ekspresję HIF-1a i CA 

IX. U pacjentów z retinoblastoma i NBL stwierdzono wysoki stopień ekspresji 

obu markerów w tkance nowotworowej oraz istotną dodatnią korelację pomię-

dzy nimi [55, 56, 215]. Natomiast analiza ekspresji tych markerów u dzieci z 

guzem Wilmsa metodą PCR w pracy Dungwa i wsp. nie wykazała ich wzajem-

nej korelacji [54]. Również u dzieci z cranioppharyngeoma nie stwierdzono 

istotnej korelacji pomiędzy CA IX, VEGF i HIF-1a [180]. U dzieci i młodych 

dorosłych z osteosarcoma silną immunoreaktywność HIF-1a i VEGF stwier-

dzono u 37,5% i 73% pacjentów, odpowiednio. Markery te korelowały z niektó-

rymi czynnikami prognostycznymi, jednak w pracy nie określono wzajemnej 

korelacji pomiędzy samymi markerami [159]. 

W mięsakach kości i tkanek miękkich u chorych dorosłych w większości 

prac analizowano pojedyncze markery hipoksji. Dominowały prace na temat 

HIF-1a [95, 207, 243] i VEGF [40]. Dopiero Smeland i wsp. [209] podjęli ba-

dania nad znaczeniem ekspresji trzech markerów hipoksji: HIF-1a, GLUT-1 i 

CA IX, w wybranych podtypach MTM u dorosłych. Stwierdzili oni, że spośród 

analizowanych markerów, jedynie GLUT-1 wykazywał niezależny wpływ na 

przeżycie wolne od choroby. W tym roku opublikowana została praca Kim i 

wsp. [119], w której po raz pierwszy oceniano jednoczesną ekspresję wszystkich 

głównych endogennych markerów hipoksji (HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF) 

w MTM, występujących u dorosłych. Podobnie, jak w mojej pracy, autorzy 

stwierdzili, że badane markery wykazują wzajemną istotna statystycznie dodat-

nią korelację. 

Wyniki te wskazują na ścisłe wzajemnie powiązania pomiędzy zjawiskiem 

hipoksji, a procesami adaptacji do niej, zachodzące w obrębie tkanki nowotwo-

rowej. Wydają się one odzwierciedlać fakt, że HIF-1a stanowi główny czynnik 

transkrypcyjny kaskady hipoksji, regulujący ekspresję ponad 100 genów, któ-

rych produkty białkowe sprzyjają przystosowaniu komórek do niedotlenienia 

[141, 154, 237]. W wyniku hipoksji panującej w guzie nowotworowym, docho-

dzi do stałej przewlekłej aktywacji HIF-1a, co w efekcie uruchamia szereg pro-

cesów „korzystnych” dla nowotworu, umożliwiających komórkom guza prze-

trwanie. Do najważniejszych z nich należą: neoangiogeneza, promowana głów-

nie przez VEGF, uruchomienie beztlenowych przemian metabolicznych regulo-

wane m. innymi przez GLUT-1 i kontrola wewnątrzkomórkowego pH, za którą 

odpowiada CA IX [154]. Wymienione czynniki uważane są obecnie za najważ-

niejsze endogenne markery hipoksji, a ich tkankowa ekspresja w obrębie regio-

nów niedotlenionych (lecz nie nekrotycznych) odzwierciedla aktywację złożo-

nych procesów zależnych od hipoksji. Często występująca silna ekspresja 

HIF-1a, VEGF, GLUT-1 i CA IX i wzajemna dodatnia korelacja pomiędzy 

tymi markerami w MTM u dzieci, potwierdza ścisłe współzależności pomię-
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dzy procesami hipoksji, neoangiogenezy, regulacji przemian beztlenowych i 

kontroli pH w komórkach nowotworowych. Sugeruje też istotną rolę tych 

procesów w patogenezie mięsaków u dzieci. 

5.3 Korelacja pomiędzy ekspresją markerów hipoksji w MTM u dzieci, 

a wartością indeksu Ki-67 

W pracy przeanalizowałam związek stopnia ekspresji endogennych marke-

rów hipoksji z wartością indeksu proliferacyjnego Ki-67. W badanej grupie 

dzieci z MTM stopień tkankowej ekspresji Ki-67 wahał się od 3% do 80%, z 

medianą 33%. Odsetek chorych z IK67 ≥30% (przyjętym za wysoki) wyniósł 

58,2%. W pracy wykazałam, iż poza CA IX, wszystkie pozostałe markery 

hipoksji w sposób statystycznie istotny korelowały dodatnio z wartością 

IK67. Uzyskane wyniki wskazują na związek aktywacji procesów hipoksji i 

adaptacji do niej z wyższą aktywnością proliferacyjną MTM u dzieci. Rów-

nież inni autorzy stwierdzili związek pomiędzy silną ekspresją poszczególnych 

markerów hipoksji, a wysoką ekspresją Ki-67 u chorych z rakiem trzustki, ja-

snokomórkowym rakiem nerki, niedrobnokomórkowym rakiem płuca oraz z 

przerzutami niektórych raków do OUN [9, 10, 11, 218]. W przeciwieństwie do 

uzyskanych przeze mnie wyników, Kim i wsp. [119] wykazali, że silna ekspre-

sja CA IX i Ki-67 identyfikuje populację komórek najlepiej przystosowanych do 

niedotlenienia, aktywnie proliferujących i opornych na terapię. 

W ostatnich latach wykazano, iż niedotlenienie tkanki nowotworowej sta-

nowi główny czynnik przyczynowy proliferacji, inwazji i przerzutowania guza. 

W wyniku hipoksji część niedotlenionych komórek nowotworowych obumiera, 

jednak inne podlegają wielu genetycznym i molekularnym zmianom adaptacyj-

nym, umożliwiającym ich przetrwanie w niesprzyjających warunkach [26, 227]. 

Pod wpływem hipoksji w obrębie rosnącego guza nowotworowego promowane 

są komórki z mutacją nowotworowych genów supresorowych [193, 238, 250], 

aktywacją licznych onkogenów [42, 110, 135] oraz wykazujące ekspresję czyn-

ników wzrostu. Wszystkie te zjawiska promują proliferację komórek guza [89, 

154, 178]. 

Aktywność proliferacyjną nowotworów określa się między innymi przy po-

mocy stopnia ekspresji antygenu Ki-67, czyli indeksu proliferacyjnego IK67. 

Wprawdzie nie ustalono dotąd wartości IK67, która w sposób jednoznaczny 

różnicowałaby rozrosty o wysokiej i niskiej aktywności proliferacyjnej, ale w 

większości nowotworów (MTM, guzy kości, glejaki OUN, raki jajnika, nowo-

twory piersi i trzustki) odsetek komórek wykazujących ekspresję antygenu Ki-67 

korelował dodatnio ze stopniem histologicznej złośliwości [5, 7, 108, 211, 221]. 

W MTM u pacjentów dorosłych wartość indeksu Ki-67 korelowała dodatnio 

z wielkością guza, stopniem martwicy i inwazji naczyniowej w guzie oraz obec-

nością przerzutów odległych [44], a także z prawdopodobieństwem EFS [32, 

211]. U dzieci z MTM najwyższy odsetek komórek z pozytywnym barwieniem 
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w kierunku Ki-67 występował u dzieci z bardziej agresywnym i opornym na 

CHT podtypem nowotworu. Wartość indeksu Ki-67 korelowała też z przeży-

ciem u pacjentów z RMS i MPNST [116, 233]. Hoos i wsp. [94] przeprowadzili 

interesujące badania w dwóch identycznych pod względem czynników progno-

stycznych podgrupach chorych z doszczętnie wyciętymi kończynowymi MTM o 

wysokim stopniu histologicznej złośliwości. Badacze ci wykazali, iż wysoki 

indeks proliferacyjny Ki-67 (podobnie, jak w mojej pracy za granicę przyjęto 

wartość 30%) występował znacząco częściej w podgrupie chorych, którzy zmar-

li z progresji choroby. Tym samym autorzy dowiedli, że wartość IK67 identyfi-

kuje podgrupę chorych z guzami o szczególnie agresywnym i złośliwym fenoty-

pie. 

5.4 Markery hipoksji a kliniczno-patologiczne czynniki prognostyczne 

w MTM u dzieci 

U dzieci z MTM dobór optymalnego leczenia i prognozowanie prawdopo-

dobieństwa EFS i OS opiera się na obecności określonych kliniczno-

patologicznych czynników. Należą do nich: podtyp histologiczny MTM, wiek 

chorych, wielkość, inwazyjność i lokalizacja guza pierwotnego, stadium za-

awansowania choroby (w tym zajęcie węzłów chłonnych i obecność przerzutów 

odległych) oraz doszczętność resekcji pierwotnej i/lub wtórnej nowotworu. 

Również odpowiedź na wstępną CHT stanowi istotny czynnik rokowniczy, de-

cydujący o sposobie dalszego leczenia. Jednak stosowana w MTM u dzieci stra-

tyfikacja do grup ryzyka – choć bardzo szczegółowa – nie jest idealna. W prak-

tyce klinicznej nierzadko zdarzają się trudności z oceną stadium TNM guza, 

doszczętności PE czy stopnia regresji guza po wstępnej CHT. Niezwykle przy-

datne byłoby uzupełnienie dotychczas używanych metod diagnostycznych przy 

pomocy nowych nieinwazyjnych markerów, których oznaczanie w tkance nowo-

tworowej w momencie rozpoznania MTM u dzieci mogłoby pomóc określić 

aktualną aktywność nowotworu i przybliżyć rokowanie. 

Dlatego kolejnym etapem pracy była próba odpowiedzi na pytanie, czy 

stopień ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF oraz wartość IK67 wy-

kazują związek z używanymi 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 których pierwotnie możliwa była jedynie 

diagnostyczna biopsja guza (61,5%). U 67% chorych średnica guza przekraczała 

5 cm, u 84,6% guz był inwazyjny i u 78% zlokalizowany w niekorzystnych ro-

kowniczo regionach. Wykazałam, że u chorych z niekorzystnymi czynnikami 

prognostycznymi istotnie częściej występowała silna ekspresja markerów hipok-

sji. Pacjenci z bardziej zaawansowaną chorobą, a zwłaszcza w stadium przerzu-

towym, znacząco częściej wykazywali silną ekspresję HIF-1a, CA IX i Ki-67, 

niż chorzy w niskich stadiach nowotworu. Stwierdziłam, że im wyższe było 
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stadium choroby, tym silniejsza była ekspresja HIF-1a, CA IX i Ki-67, jak 

również GLUT-1 i w mniejszym stopniu (p=0,0744) – VEGF. Chorzy z 

przerzutami do węzłów chłonnych znacząco częściej wykazywali silną eks-

presję HIF-1a. U chorych w stadiach III i IV częściej występowała silna 
ekspresja co najmniej trzech markerów hipoksji jednocześnie. 

W zdecydowanej większości opublikowanych badań, podobnie, jak w pro-

wadzonych przeze mnie, stwierdzono związek pomiędzy silną ekspresją marke-

rów hipoksji, a obecnością czynników, świadczących o większym zaawansowa-

niu i agresywności nowotworów. Potwierdza to tezę, iż hipoksja w guzie nowo-

tworowym ma dwa oblicza – z jednej strony powoduje zahamowanie prolifera-

cji, różnicowanie i śmierć komórek nowotworowych, z drugiej zaś – na skutek 

aktywacji licznych procesów adaptacyjnych, jest podstawowym biologicznym 

mechanizmem, powodującym wzrost i progresję nowotworu [26, 227]. 

Indukowane przez HIF-1a zmiany w matrix międzykomórkowym, ułatwiają 

inwazję i migrację komórek nowotworu, co zwiększa ich potencjał przerzutowy 

[66]. Również aktywowanie przez HIF-1a neoangiogenezy sprzyja przedosta-

waniu się komórek nowotworowych do krwiobiegu, co w konsekwencji prowa-

dzi do tworzenia przerzutów [51]. Dowiedziono tego zarówno w badaniach do-

świadczalnych in vitro, jak i klinicznych in vivo [32, 72, 185]. Jedną z pierw-

szych hipotez dotyczących roli hipoksji w tworzeniu przerzutów odległych w 

MTM przedstawił Brizel w 1996 roku. Wykazał on, że u pacjentów dorosłych z 

rozpoznaniem zlokalizowanych MTM o wysokim stopniu złośliwości, ryzyko 

rozsiewu guza korelowało ze stopniem niedotlenienia w obrębie ogniska pier-

wotnego [27]. Silną ekspresję VEGF stwierdzano w wielu typach histologicz-

nych nowotworów i w większości z nich korelowała ona z istotnie większą czę-

stością występowania przerzutów odległych [53, 169]. Yanagawa i wsp. [242] 

stwierdzili również, że silna ekspresja VEGF-D istotnie nasila migrację komórek 

włókniakomięsaka przez ścianę naczyń limfatycznych, zwiększając ryzyko prze-

rzutów drogą chłonną. Z kolei Liu i wsp. [143] potwierdzili, że mechanizm two-

rzenia przerzutów w raku płuca związany jest z interakcją pomiędzy VEGF-A i 

receptorem dla VEGF-1. Potwierdzeniem dla tych zjawisk były wyniki badań 

eksperymentalnych na modelach zwierzęcych, które pokazały, że blokowanie 

funkcji VEGF hamuje wzrost i rozsiew mięsaków [4, 119]. Obecnie w praktyce 

klinicznej stosowana jest już terapia celowana anty-VEGF u pacjentów doro-

słych z MTM. 

W mojej pracy obecność przerzutów odległych oraz zajęcie węzłów 

chłonnych w sposób istotny statystycznie korelowały z częstszym występo-

waniem HIF-1a. Podobne wyniki uzyskali Mizobuchi i wsp. u pacjentów z 

osteosarcoma. Wykazali oni istotny związek pomiędzy silną ekspresją HIF-1a i 

skłonnością do tworzenia odległych przerzutów. Ryzyko wystąpienia przerzu-

tów było ponad 4 x wyższe u chorych z silną ekspresją HIF-1a, niż u pacjentów 

ze słabą tkankową ekspresją tego markera [159]. Również Pinato i wsp. [175] 
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stwierdzili, że ekspresja HIF-1a, obecność martwicy i inwazji naczyniowej były 

niezależnymi czynnikami przewidującymi wystąpienie przerzutów pheochromo-

cytoma. 

U dzieci z NBL silna ekspresja HIF-1a korelowała pozytywnie z najważ-

niejszymi klinicznymi czynnikami złej prognozy, takimi jak: wyższe stadia cho-

roby, wiek >18 miesięcy w momencie diagnozy i grupa wysokiego ryzyka [55]. 

Również silna ekspresja CA IX, choć stwierdzana jedynie u 18% chorych, kore-

lowała znacząco z wyższym stadium nowotworu i grupą wysokiego ryzyka [56]. 

W przeciwieństwie do badań nad markerami hipoksji w NBL, nie stwierdzono 

związku pomiędzy silną ekspresją HIF-1a i CA IX, a którymkolwiek z istotnych 

klinicznie czynników prognostycznych u dzieci z guzem Wilmsa [54] oraz stop-

niem inwazji i zróżnicowania retinoblastoma u dzieci [215]. 

W raku jelita grubego, pęcherza moczowego i żołądka wykazano istotną sta-

tystycznie korelację pomiędzy tkankową ekspresją GLUT-1, a wyższym stadium 

zaawansowania nowotworów [112, 188, 244]. U pacjentów z chondrosarcoma 

Boeuf i wsp. wykazali, że ekspresja CA IX jest niezależnym wskaźnikiem prze-

widującym przeżycie wolne od przerzutów [21]. Analizując ekspresję HIF-1a, 

CA IX, GLUT-1 oraz VEGF w tkance nowotworowej pacjentów dorosłych z 

MTM, Kim i wsp. [119] stwierdzili, że ekspresja wszystkich badanych marke-

rów hipoksji korelowała z bardziej zaawansowanymi stadiami choroby. Jedno-

cześnie autorzy nie stwierdzili istotnego związku pomiędzy ekspresją ww. mar-

kerów, a wielkością i lokalizacją guza. Podobne wyniki uzyskałam w swojej 

pracy, w której nie wykazałam współzależności pomiędzy stopniem ekspresji 

HIF-1a, CA IX, GLUT-1 i VEGF, a wiekiem, płcią, wielkością i inwazyjnością 

guza pierwotnego. 

Stwierdziłam natomiast istotny statystycznie związek badanych markerów 

hipoksji z podtypem histologicznym MTM. Pacjenci z MTM o niekorzystnej 

histologii znacząco częściej charakteryzowali się silną ekspresją HIF-1a, 

VEGF i GLUT-1 w przeciwieństwie do pacjentów z histologią korzystną, u 

których dominowała jedynie słaba ekspresja tych markerów. Najwyraźniej 

związek ten widać było u pacjentów z RMA, wykazujących silną ekspresję 

każdego z analizowanych markerów hipoksji, czyli: HIF-1a, GLUT-1, CA 

IX i VEGF, istotnie częściej, niż chorzy z RME. U pacjentów z histologią 

niekorzystną istotnie częściej występowała również silna ekspresja jedno-

cześnie czterech lub pięciu badanych markerów. 
Opisane zjawiska świadczyć mogą o tym, że aktywacja procesów hipoksji i 

adaptacji do niedotlenienia zachodzą szczególnie silnie w bardziej agresywnych 

fenotypowo i genotypowo podtypach histologicznych MTM. Można wysunąć 

również inną hipotezę – iż guzy nowotworowe poddane przewlekłej i/lub ostrej 

przejściowej hipoksji uruchamiają liczne procesy przystosowawcze, które sprzy-

jają nie tylko przeżyciu komórek nowotworowych, ale również zmianie ich ge-

notypu i fenotypu na bardziej złośliwy, inwazyjny i oporny na leczenie. U dzieci 
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niekorzystna histologia mięsaka, a zwłaszcza podtyp RMA, związane są z istot-

nie gorszym rokowaniem. Pacjenci z RMA prezentują często również inne nie-

korzystne czynniki prognostyczne, takie jak: niekorzystna lokalizacja, duże 

rozmiary i inwazyjność guza pierwotnego i wczesne przerzuty do węzłów 

chłonnych i narządów odległych. Z tego powodu wszyscy chorzy z RMA, nieza-

leżnie od stadium zaawansowania nowotworu, kwalifikowani są wg CWS-2006 

do grupy wysokiego, a w przypadku zajęcia węzłów chłonnych – do grupy bar-

dzo wysokiego ryzyka. Stwierdzenie występowania w tej grupie chorych istotnie 

częstszej silnej ekspresji wszystkich endogennych markerów hipoksji potwier-

dza istnienie związku pomiędzy reprezentowanymi przez nie procesami, a na-

bywaniem przez nowotwór cech biologicznej złośliwości. Co ciekawe, w pracy 

nie wykazałam korelacji pomiędzy niekorzystnym typem histologicznym 

MTM oraz obecnością RMA, a wartością IK67. 

Podobne obserwacje poczynili inni autorzy. Wiele danych wskazuje, że hi-

stologiczna złośliwość guzów litych w dużej mierze zależy od procesu nowo-

tworowej angiogenezy, której nasilenie związane jest ściśle, choć nie wyłącznie, 

z procesami hipoksji i aktywacją HIF-1a. Wykazano, że gęstość występowania i 

rozległość regionów niedotlenienia, różni się znacząco nawet w nowotworach o 

tej samej budowie histologicznej [227]. W opublikowanej niedawno pracy, Kim 

i wsp. ujawnili istotne różnice w częstości występowania ekspresji HIF-1a, 

GLUT-1, CA IX i VEGF pomiędzy różnymi podtypami MTM u pacjentów do-

rosłych. Najrzadziej ekspresję markerów hipoksji stwierdzano u chorych z lipo-

sarcoma, najczęściej – z fibrohistiocytoma malignum i leiomyosarcoma. Istotne 

było spostrzeżenie, że ekspresja HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF korelowała 

dodatnio ze stopniem zróżnicowania histologicznego MTM, niezależnie od jego 

podtypu histologicznego [119]. Younes i wsp. stwierdzili, że silna ekspresja 

GLUT-1 u chorych z rakiem pęcherza świadczy o bardziej agresywnym poten-

cjale biologicznym guza [244]. Nadekspresję HIF-1a wykazano z kolei w nie-

których zmianach przednowotworowych, w tym gruczolaku okrężnicy, raku 

przewodowym sutka i śródnabłonkowym raku prostaty, lecz nie w łagodnych 

nowotworach piersi i macicy. W wielu nowotworach, w tym w raku piersi, czę-

stość ekspresji HIF-1a była istotnie większa w zmianach przerzutowych w sto-

sunku do guza pierwotnego [248]. U dzieci z NBL silna ekspresja HIF-1a oraz 

CA IX korelowały znamiennie z niekorzystnym prognostycznie podtypem histo-

logicznym i genetycznymi wskaźnikami agresywności nowotworu, takimi jak: 

amplifikacja onkogenu MYC-N i delecja 1p [55, 56]. 

Stwierdzoną przeze mnie wyraźną różnicę w nasileniu ekspresji markerów 

hipoksji pomiędzy podtypami RME i RMA uważam za niezwykle interesującą i 

ważną z klinicznego punktu widzenia. Istotne wydaje mi się odkrycie, że pęche-

rzykowy podtyp RMS – tak różny od zarodkowego pod względem genetycznym, 

biologicznym i rokowniczym–- charakteryzuje się statystycznie istotnie bardziej 

nasiloną aktywacją procesów hipoksji i adaptacji do niej. Z jednej strony po-
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twierdza to związek tych procesów z bardziej agresywnie przebiegającymi 

nowotworami, z drugiej – daje asumpt do podjęcia prac nad zastosowaniem 

terapii celowanych w źle rokującym podtypie histologicznym RMA. 

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

W większości przypadków rozpoznanie MTM stawiane jest późno, w za-

awansowanych stadiach, kiedy niemożliwa jest doszczętna nieokaleczająca 

pierwotna resekcja zmian nowotworowych. U tych chorych leczenie zaczyna się 

od neo-adjuwantowej CHT i RT, która ma na celu zmniejszenie rozmiarów gu-

za. To z kolei u części pacjentów umożliwia przeprowadzenie radykalnej odro-

czonej resekcji guza, co znacząco poprawia rokowanie. Rozwój chemiooporno-

ści przez komórki nowotworu stanowi jedną z zasadniczych przyczyn niepowo-

dzenia leczenia onkologicznego. W praktyce klinicznej niezwykle przydatna 

byłaby możliwość przewidywania, którzy chorzy mają szansę odnieść korzyść z 

agresywnej wielolekowej CHT, a u których wrażliwość na CHT i/lub RT będzie 

niewielka. Poza wrażliwością na CHT, wynikającą z histologicznego podtypu 

MTM, nieznane są inne czynniki, umożliwiające indywidualne prognozowanie 

odpowiedzi na CHT. 

Dlatego w swojej pracy postanowiłam odpowiedzieć na pytanie, czy na 

podstawie ekspresji markerów hipoksji i wartości IK67 można przewidzieć 

odpowiedź na CHT u dzieci z MTM. W tym celu przeanalizowałam związek, 

pomiędzy stopniem tkankowej ekspresji badanych markerów, a odpowiedzią na 

CHT po trzech pierwszych kursach leczenia u 72 chorych z makroskopowymi 

pozostałościami nowotworu po PE. Dobrą odpowiedź na CHT odnotowałam u 

52 z nich (72%), zaś złą – u 20 (28%). Wykazałam, że im silniejsza była eks-

presja VEGF w tkance guza, tym stwierdzano gorszą odpowiedź na CHT i 

odwrotnie – im słabsza ekspresja VEGF – tym lepsza była reakcja na CHT 

(r=0,26, p=0,0301). W przypadku CA IX oraz GLUT-1 również obserwowano 

bliską statystycznej istotności dodatnią korelację, pomiędzy ekspresją markerów, 

a uzyskiwaną reakcją na CHT (p=0,0749 i p=0,0924, odpowiednio). Jednocze-

sna silna ekspresja VEGF, GLUT-1 i CA IX występowała u 55% chorych 

źle reagujących na CHT i tylko u 25% chorych reagujących dobrze 

(p=0,00937). Z kolei u dzieci z dobrą odpowiedzią na CHT istotnie częściej 

stwierdzano brak ekspresji lub silną ekspresję tylko jednego z tych trzech marke-

rów, co w grupie chorych reagujących źle na CHT zaobserwowano tylko u 10% 

dzieci. U chorych tych wykazano częstsze występowanie silnej ekspresji 

czterech lub wszystkich pięciu badanych markerów. 
Schwarz jako pierwszy zauważył, iż prawidłowo utlenowane komórki skóry 

są bardziej wrażliwe na promieniowanie, niż komórki hipoksyczne [196]. Z 

kolei Thomlinson i Gray stwierdzili, że hipoksja jest cechą charakterystyczną 

komórek nowotworowych i przyczynia się do powstawania oporności na pro-

mieniowanie [225]. Wyróżniono w nowotworze cztery subpopulacje komórek o 
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różnym stopniu utlenowania – od prawidłowego (>10% tlenu) po głęboko niedo-

tlenione, o utlenowaniu około 0,1%. Eksperymentalne badania wykazały, że 

frakcja komórek w stanie pośredniej hipoksji, o parcjalnym ciśnieniu O2 w gra-

nicach 0,5-20 mmHg, może powodować większą promieniooporność, niż frakcja 

komórek będących w chronicznej hipoksji [67]. Komórki częściowo niedotle-

nowane, obecne w strefie przejściowej, pomiędzy komórkami martwiczymi, a 

komórkami w pełni zaopatrzonymi w tlen, adaptują się do niedoboru O2, wsku-

tek czego powstaje wyselekcjonowany klon komórkowy ze zmienionym meta-

bolizmem i utrwalonymi zmianami genetycznymi [228]. W efekcie komórki te 

nabywają bardziej złośliwego fenotypu i stają się oporne na CHT i RT, co po-

garsza wyniki leczenia. Stwierdzono również, że wznowy nowotworu są bar-

dziej odporne na niedotlenienie niż komórki guza pierwotnego, co przejawia się 

zwykle mniejszą wrażliwością nawrotów nowotworu na leczenie onkologiczne. 

Mniejsza wrażliwość komórek nowotworowych na RT wynika między innymi z 

faktu, iż w napromienianej tkance dochodzi do obniżenia powstawania reaktyw-

nych form tlenu. Natomiast zmniejszona wrażliwość na CHT wiąże się z ograni-

czoną penetracją leku do regionów słabo unaczynionych, indukowaniem opor-

ności wielolekowej i słabszym działaniem wybranych leków cytostatycznych w 

warunkach niedotlenienia [30]. W efekcie hipoksja – zamiast uszkadzać komór-

ki nowotworowe – promuje ich przeżycie, aktywną proliferację i oporność na 

leczenie [48]. 

Badania Sullivana i wsp. [216] na liniach komórkowych raka piersi i jelita 

grubego wykazały, że niedotlenienie powoduje oporność na działanie antracy-

klin, etopozydu i mitoksantronu. Ustalono, iż oporność ta była promowana przez 

HIF-1a i wiązała się z hamowaniem wywołanego przez cytostatyki procesu 

starzenia się komórek. Potwierdzeniem znaczenia HIF-1a w promowaniu proce-

sów oporności na cytostatyki jest możliwość ich odwrócenia w wyniku zastoso-

wania inhibitorów HIF-1a [42, 119, 189]. Otwiera to nowe możliwości terapii w 

szczególnie opornych na CHT guzach, ich wznowach i przerzutach. 

Niewiele wiadomo na temat wpływu hipoksji na odpowiedź na CHT w no-

wotworach u dzieci. Hussein i wsp. [98] stwierdzili, że przedłużona hipoksja 

prowadzi do zmniejszenia apoptozy wywołanej przez winkrystynę i etopozyd w 

liniach komórkowych NBL: SH-EP1 i SH-SY5Y. Ani krótkotrwała, ani przedłu-

żona hipoksja nie wpływała na odpowiedź komórek na cisplatynę. Wykazano 

również, iż zahamowanie HIF-1a może stanowić obiecującą metodę przełama-

nia oporności na cytostatyki w tym nowotworze. Podobne wyniki prac doświad-

czalnych nad chemioopornością komórek chłoniaka u dzieci opublikowali Her-

nandez-Luna i wsp. [91]. Wykazali oni, iż ekspresja białek antyapoptotycznych, 

takich jak Bcl-xl, regulowana jest poprzez HIF-1a i jednoczesna nadekspresja 

obu białek może spowodować oporność na chemioterapię. Zahamowanie aktyw-

ności HIF-1a wywoływało obniżenie ekspresji Bcl-xl, co korelowało z uwrażli-

wieniem komórek nowotworowych na leki chemioterapeutyczne. 
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Prac klinicznych, analizujących prognostyczną wartość markerów hipoksji w 

przewidywaniu odpowiedzi na CHT jest niewiele. Tylko jedna z nich dotyczy 

pacjentów z MTM. W tym roku Kim i wsp. [119] opublikowali jako pierwsi na 

świecie badania nad znaczeniem ekspresji markerów hipoksji u pacjentów doro-

słych z MTM, otrzymujących CHT. Badacze wykazali, że nadekspresja HIF-1a 

jest niezależnym czynnikiem, przewidującym słabą odpowiedź na CHT w tej 

grupie chorych. W moich badaniach przeprowadzonych u dzieci z MTM nie 

potwierdziłam niezależnej roli HIF-1a w prognozowaniu reakcji na CHT, nato-

miast rolę taką pełnił VEGF i w mniejszym stopniu – CA IX i GLUT-1. Pomi-

mo wielu publikacji na temat roli VEGF w progresji nowotworów, tylko poje-

dyncze prace oceniają związek VEGF z odpowiedzią na CHT. W metaanalizie 

wyników dotychczas opublikowanych prac na temat roli VEGF u pacjentów z 

osteosarcoma wykazano, że marker ten nie odgrywa roli w przewidywaniu efek-

tu neo-adjuvantowej CHT w tym nowotworze [87]. Natomiast u chorych z ra-

kiem jajnika VEGF okazał się niezależnym czynnikiem prognostycznym dla 

odpowiedzi na CHT opartą na związkach platyny [153, 208]. Tsai i wsp. [226] 

zaobserwowali, że słaba ekspresja VEGF u chorych z przerzutowym rakiem 

jelita grubego stanowi dobry czynnik prognostyczny dla odpowiedzi na CHT 

pierwszej linii (FOLFIRI plus bevacizumab). Również u pacjentek z rakiem 

piersi dowiedziono, iż na podstawie silnej ekspresji VEGF możliwa jest identy-

fikacja podgrupy chorych o bardzo złym rokowaniu i oporności na konwencjo-

nalną CHT, które mogą odnieść korzyść z terapii antyangiogennej [74]. Z kolei 

silna ekspresja GLUT-1 była niezależnym czynnikiem prognostycznym odpo-

wiedzi na CHT u pacjentek z zaawansowanym rakiem jajnika [35], a silna eks-

presja CA IX związana była z niepowodzeniem RT u pacjentów z rakiem głowy 

i szyi [127]. U chorych z rakiem piersi ekspresja CA IX i HIF-1a wiązała się z 

gorszą odpowiedzią na skojarzoną terapię z zastosowaniem cytostatyków i ta-

moksyfenu [735. Wykazano, że im ekspresja HIF-1a była silniejsza, tym gorszą 

reakcję na leczenie stwierdzano u chorych. Jedyne przypadki całkowitej histopa-

tologicznej odpowiedzi na CHT stwierdzono u pacjentek nie wykazujących eks-

presji HIF-1a w guzie pierwotnym [75]. 

Wyniki badań uzyskanych przeze mnie w obecnej pracy wskazują, że sto-

pień ekspresji wybranych markerów hipoksji w guzie nowotworowym 

przed zastosowaniem CHT może stanowić obiecujący czynnik prognozujący 

chemiowrażliwość mięsaków. W przypadku MTM u dzieci, uważam, że istotne 

byłoby podjęcie badań w bardziej jednorodnej histologicznie grupie – np. w 

podtypie pęcherzykowym RMS, w którym odpowiedź na leczenie chemiczne 

jest niepewna. W przyszłości planuję opracowanie tego zagadnienia. 

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

Wystąpienie wznowy lub progresji nowotworu, pomimo aktywnie prowa-

dzonego leczenia onkologicznego, stanowi główną przyczynę niepowodzenia 
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terapii u dzieci z MTM. W badanej przeze mnie grupie wznowa choroby (w 

większości lokalna) wystąpiła u 51 chorych (56%). W całej grupie badanej żyje 

50 chorych (54,9%), podczas gdy 41 zmarło w wyniku progresji MTM. Prawdo-

podobieństwo 5-letniego EFS w grupie badanej wynosiło 37,4±5,6%, zaś 5-

letniego OS – 48,8±5,9%. Na podstawie przeprowadzonych analiz statystycz-

nych ustaliłam, że do czynników kliniczno-patologicznych, wpływających nie-

zależnie na EFS należały: stadium zaawansowania i odpowiedź na CHT, zaś na 

OS – zajęcie węzłów chłonnych i odpowiedź na CHT. 

Jednym z celów mojej pracy było zbadanie, czy stopień ekspresji mar-

kerów hipoksji oraz antygenu Ki-67 określone metodami IHC w guzie no-

wotworowym przed leczeniem wykazują związek z EFS i OS uzyskanym 

przez dzieci z MTM. 

5.6.1 Wpływ badanych markerów na EFS 

W analizie jednoczynnikowej wykazałam, że ekspresja wszystkich ba-

danych markerów hipoksji (lecz nie IK67), w sposób statystycznie znamien-

ny wpływała na prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u dzieci z MTM 

(p<0,001). Najniższe prawdopodobieństwo 5-letniego EFS stwierdziłam u dzie-

ci, u których w tkance guza wykryto silną ekspresję GLUT-1 (7,4±5,0%) i HIF-

1a (13,3±5,3%). Z kolei chorzy, u których nie stwierdzono silnej immunoreak-

tywności VEGF, mieli najwyższe prawdopodobieństwo 5-letniego EFS, wyno-

szące 92,3±7,4%. Wyniki analizy wieloczynnikowej wykazały, iż ekspresja 

HIF-1a, VEGF i CA IX, obok odpowiedzi na CHT, miały niezależny wpływ 

na EFS u dzieci z MTM. 
U wszystkich pacjentów, u których wystąpiła wznowa nowotworu, stwier-

dziłam silną tkankową ekspresję co najmniej dwóch badanych markerów. Brak 

ekspresji markerów hipoksji stwierdzano wyłącznie w podgrupie chorych bez 

wznowy MTM. W grupie ze wznową MTM istotnie częściej obecna była silna 

ekspresja co najmniej czterech badanych markerów, w porównaniu do dzieci bez 

wznowy. Okazało się, że im więcej markerów wykazywało jednocześnie silną 

ekspresję w tkance MTM przed leczeniem, tym prawdopodobieństwo 5-

letniego EFS u pacjentów było niższe. U chorych, u których nie wykryto silnej 

ekspresji żadnego z badanych markerów lub ekspresję maksymalnie jednego 

markera prawdopodobieństwo 5-letniego EFS wynosiło 100% i 95,0±4,9%, 

odpowiednio. Stwierdzenie silnej ekspresji trzech i więcej markerów (u 52 dzie-

ci) oraz czterech i więcej markerów (u 38 chorych) w sposób znaczący zwięk-

szało ryzyko wystąpienia wznowy nowotworu. Prawdopodobieństwo 5-letniego 

EFS u tych pacjentów wynosiło jedynie 12,7±5,2% oraz 4,6±4,1%, odpowied-

nio. Stwierdziłam również, iż jednoczesna silna ekspresja czynników nieza-

leżnie wpływających na EFS, czyli: HIF-1a, VEGF i CA IX, wiązała się z 
pewnym wystąpieniem wznowy w ciągu 5 lat od rozpoznania. Przeciwnie, 
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prawdopodobieństwo 5-letniego EFS u dzieci, u których nie wykryto silnej eks-

presji żadnego z trzech wymienionych markerów wyniosło 100%. 

5.6.2 Wpływ badanych markerów na OS 

Przeprowadzone przeze mnie analizy statystyczne potwierdziły, że silna 

ekspresja wszystkich markerów hipoksji oraz wysoki IK67 wpływały nega-

tywnie na OS u dzieci z rozpoznaniem MTM. Najniższe prawdopodobieństwo 

5-letniego OS stwierdzono u chorych z silną ekspresją GLUT-1 (jedynie 

15,0±7,6%), HIF-1a (24,7±6,7%) i CA IX (25,1±6,8%). Z kolei dzieci z MTM, 

u których stwierdzono jedynie słabą ekspresję VEGF, miały 100%-towe praw-

dopodobieństwo 5-letniego OS. 

W analizie wieloczynnikowej wykazałam, że spośród badanych marke-

rów hipoksji na OS u dzieci z MTM niezależnie wpływały: HIF-1a i CA IX. 
Markery te pozostały niezależne również po uwzględnieniu wpływu na OS zaję-

cia węzłów chłonnych i odpowiedzi na CHT. Oznacza to, że stwierdzenie silnej 

ekspresji HIF-1a i/lub CA IX w tkance guza u pacjenta z MTM przed leczeniem 

może być silniejszym negatywnym czynnikiem prognostycznym co do przeży-

cia, niż dotychczas stosowane kliniczno-patologiczne czynniki, na których opie-

ra się stratyfikacja chorych do wyższych grup ryzyka. Chorzy z jednoczesną 

silną ekspresją HIF-1a i CA IX w guzie mieli bardzo niskie prawdopodo-

bieństwo 5-letniego OS (7,1±4,8%). Z kolei chorzy, u których nie wykazano 

silnej ekspresji ani HIF-1a, ani CA IX, mieli prawdopodobieństwo 5-letniego 

OS = 100%. Prawdopodobieństwo 5-letniego OS u dzieci z silną ekspresją albo 

HIF-1a, albo CA IX, było pośrednie i wynosiło 65,0±8,8%. 

Na podstawie uzyskanych wyników badań IHC i analiz statystycznych 

stwierdziłam również, iż prawdopodobieństwo 5-letniego OS u dzieci z MTM 

zależało w sposób istotny od liczby markerów, ulegających silnej ekspresji w 

tkance guza. W analizowanej grupie żyją wszyscy chorzy, u których wykryto 

silną ekspresję nie więcej niż jednego markera. Bardzo dobre rokowanie i 

prawdopodobieństwo 5-letniego OS przekraczające 90% stwierdziłam również u 

dzieci, u których występowała silna ekspresja maksymalnie dwóch markerów. 

Natomiast stwierdzenie silnej ekspresji czterech lub pięciu badanych mar-

kerów w sposób znaczący zwiększało ryzyko wystąpienia niepowodzenia 

leczenia nowotworu. Prawdopodobieństwo 5-letniego OS u tych pacjentów 

wynosiło jedynie 8,5±5,6%. 
Wyniki moich badań są zbieżne z wynikami uzyskanymi przez innych auto-

rów, badających znaczenie ekspresji markerów hipoksji w przewidywaniu ryzy-

ka wystąpienia wznowy oraz zgonu z progresji nowotworu. W różnych typach 

nowotworów złośliwych potwierdzono niezależny wpływ silnej tkankowej eks-

presji poszczególnych markerów hipoksji na gorszy EFS i OS chorych. Kilka 

interesujących badań dotyczyło pacjentów dorosłych z MTM. Badania przepro-

wadzone w dużej grupie MTM o wysokim stopniu złośliwości wykazały, iż 



118 Małgorzata Anna Krawczyk 

przeżycie całkowite było znacząco krótsze w przypadku obecnej ekspresji CA 

IX w tkance nowotworowej [151]. Shintani i wsp., analizując 49 guzów z grupy 

MTM dowiedli, że silna i umiarkowana ekspresja HIF-1a związane były nieza-

leżnie z krótszym przeżyciem chorych [207]. Podobne wyniki, dokumentujące 

związek silnej ekspresji HIF-1a oraz CA IX z krótszym OS i przeżyciem wol-

nym od progresji u chorych z MTM, przedstawili ostatnio Kim i wsp. [119]. 

Wykazali oni, iż HIF-1a jest niezależnym czynnikiem prognostycznym dla 

przeżycia u pacjentów z MTM. Silna ekspresja HIF-1a korelowała też z gor-

szym całkowitym przeżyciem chorych z rakiem szyjki macicy, płuc, jelita gru-

bego i endometrium [62, 123, 138, 198]. W zaawansowanych nowotworach 

głowy i szyi ekspresja HIF-1a i CA IX nie miała istotnego wpływu na przeżycie 

chorych, zarówno w analizie jedno-, jak i wieloczynnikowej. Jednak OS pacjen-

tów z silną ekspresją jednego lub obu markerów było o ok. 2 lata krótsze, niż OS 

pacjentów ze słabą ekspresją HIF-1a i/lub CA IX [107]. 

W wielu nowotworach dowiedziono, że silna ekspresja VEGF wiąże się z 

większym ryzykiem wystąpienia odległych przerzutów oraz istotnie gorszym 

przeżyciem całkowitym [53, 169]. U chorych z rakiem piersi osiem z dziewięciu 

retrospektywnych badań podsumowanych przez Gaspariniego i wsp. [74] wyka-

zały, że silna ekspresja VEGF związana była istotnie statystycznie z gorszym 

EFS, OS lub oboma parametrami. Pacjentki z rakiem piersi we wczesnych sta-

diach zaawansowania, wykazujące silną ekspresję VEGF, miały istotnie wyższe 

ryzyko wznowy i/lub zgonu, niż chore z guzami o słabym nasileniu angiogene-

zy. U pacjentów z osteosarcoma z silną ekspresją VEGF stwierdzono korelację z 

gorszym EFS i OS [114, 217]. Prognostyczne znaczenie silnej ekspresji GLUT-1 

wykazano w wielu typach nowotworów złośliwych, takich jak: osteosarcoma, 

rak przewodów żółciowych, rak żołądka, 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 doszczętnie usuniętym rakiem 

płuc. Na podstawie analizy jednoczynnikowej wpływ na przeżycie miały: eks-

presja GLUT-1 oraz VEGF. Natomiast w analizie wieloczynnikowej czynnikiem 

prognostycznym dla przeżycia pozostał GLUT-1 [158]. Znaczenie prognostycz-

ne GLUT-1 zostało udokumentowane również u chorych z mięsakami kości oraz 

tkanek miękkich. U pacjentów z nadekspresją GLUT-1 prawdopodobieństwo 5-

letniego przeżycia było znacznie mniejsze, niż u chorych ze słąbą ekspresją tego 

markera [63]. Smeland i wsp. przeanalizowali ekspresję HIF-1a, HIF-2a, 

GLUT-1 i CA IX w 206 mięsakach o budowie nie-GIST. W analizie wieloczyn-

nikowej silna ekspresja GLUT-1 okazała sie niezależnym negatywnym czynni-

kiem prognostycznym dla przeżycia [209]. 

U dzieci z chorobą nowotworową wpływ markerów hipoksji na EFS i OS 

wykazano w przypadku NBL. Silna ekspresja HIF-1a i CA IX wiązała się z 

gorszym EFS i OS chorych, co wykazano w sposób istotny w analizie jedno-

czynnikowej, jednak po uwzględnieniu grupy wysokiego ryzyka, znaczenie 
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markerów hipoksji traciło istotność statystyczną [55, 56]. U dzieci z MTM 

przedstawione przeze mnie wyniki analizy wieloczynnikowej Coxa wykazały, że 

silna ekspresja HIF-1a, VEGF i CA IX, obok złej odpowiedzi na CHT, wiązała 

się niezależnie z większym ryzykiem wystąpienia wznowy choroby. Z kolei 

silna ekspresja HIF-1a i CA IX okazała się być niezależnym czynnikiem nega-

tywnej prognozy co do OS u dzieci z MTM. 

Uzyskane wyniki potwierdzają istotną rolę procesów niedotlenienia i uru-

chamianych przez HIF-1a procesów przystosowania do hipoksji w mięsakach u 

dzieci. Stwierdzenie metodami IHC silnej ekspresji markerów hipoksji w tkance 

nowotworowej może wskazywać na agresywny fenotyp guza, wiązać się z jego 

opornością na CHT, ale również – w sposób niezależny od innych czynników 

prognostycznych – przewidywać przebieg choroby i ostateczny wynik leczenia. 

Markery hipoksji u dzieci z MTM mogą stać się również obiecującymi celami 

dla nowych metod terapeutycznych. 

5.7 Terapie hamujące ekspresję markerów hipoksji 

Dążeniem współczesnej onkologii jest zastosowanie jak najbardziej zindy-

widualizowanej terapii przeciwnowotworowej – skutecznej i jednocześnie obar-

czonej jak najmniejszym ryzykiem wystąpienia działań niepożądanych. Taka 

strategia postępowania ma szczególne znaczenie w przypadku dzieci, u których 

wszystkie typy nowotworów przebiegają agresywnie i wymagają intensywnej 

wielomodalnej terapii, mogącej powodować liczne powikłania i skutki uboczne. 

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badań wykazały po raz pierwszy, iż 

w znacznym odsetku MTM u dzieci stwierdza się silną ekspresję HIF-1a, 

GLUT-1, CA IX i VEGF. Co więcej, częstość silnej ekspresji markerów hipoksji 

jest większa u chorych z bardziej zaawansowanymi i gorzej rokującymi guzami. 

Uzyskane dane mogą stanowić uzasadnienie podjęcia badań nad zastosowa-

niem leków i substancji blokujących poszczególne markery hipoksji u dzieci 
z MTM. W przyszłości zastąpienie i/lub skojarzenie klasycznych schematów 

leczniczych stosowanych w praktyce klinicznej z terapią celowaną, hamującą 

poszczególne markery hipoksji na różnych etapach ich działania, mogłoby przy-

nieść obiecujące efekty. 

W praktyce klinicznej od kilku lat stosowana jest antyangiogenna terapia ce-

lowana, która opiera się głównie na inhibitorach czynników proangiogennych i 

ich receptorów, zlokalizowanych w komórkach nowotworowych i nowopowsta-

łych naczyniach guza. Przykładem jest bevacizumab, monoklonalne przeciwcia-

ło przeciw VEGF, używane w skojarzeniu z klasyczną CHT u chorych doro-

słych z rozsianymi postaciami m.in. raka jelita grubego, raka nerki, piersi czy 

szyjki macicy [23]. U dzieci bevacizumab i inne przeciwciała monoklonalne 

skierowane przeciwko czynnikom proangiogennym nie są jeszcze stosowane w 

ramach standardowych protokołów terapeutycznych. Ich użycie w wybranych 
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sytuacjach klinicznych u dzieci wymaga zgody Komisji Bioetycznej, gdyż lek 

ten dotychczas nie został zarejestrowany do stosowania poniżej 18 roku życia. 

Efekty prowadzonych badań eksperymentalnych nad znaczeniem hipoksji w 

rozwoju, progresji i oporności nowotworów na CHT i RT zachęcają do poszu-

kiwania nowych cząstek molekularnych, które mogłyby modulować stan hipok-

sji w tkance nowotworowej. Uważa się, że zahamowanie markerów hipoksji 

może przyczynić się do poprawy chemio- i promieniowrażliwości guzów, a jed-

noczesne stosowanie inhibitorów markerów hipoksji wraz z RT i/lub CHT może 

przynieść poprawę wyników leczenia przeciwnowotworowego [17]. HIF-1a 

jako nadrzędny czynnik kaskady hipoksji wydaje się być szczególnie obiecują-

cym markerem dla terapii celowanej. Wykazano w badaniach eksperymental-

nych, że HIF-1a można hamować poprzez wpływ na jego syntezę, wiązanie z 

DNA i aktywność translacyjną, ubikwitynizację i proteasomalny rozpad zależny 

od pVHL oraz dimeryzację podjednostek a i b [157, 235]. 

Okazuje się, że wśród związków, hamujących HIF-1a są znane i stosowane 

już w terapii onkologicznej leki, takie jak: antracykliny (doksorubicyna, dauno-

rubicyna), blokujące wiązanie HIF-1a z DNA [137] oraz winkrystyna i topote-

can, hamujące syntezę HIF-1a [47]. Coraz powszechniej stosowane są również 

w onkologii rapamycyna i everolimus, które hamują syntezę HIF-1α [148]. 

Obecnie w fazie badań przedklinicznych jest wiele innych związków, mają-

cych hamować ekspresję HIF-1a w komórkach nowotworowych. Należą do nich 

m. innymi inhibitory Hsp90, np. antybiotyk geldanamycyna (GA) i jej analogi 

(17-AAG, 17-DMAG), które zwiększają degradację białka HIF-1a. Badania nad 

zastosowaniem GA w raku nerki [100], a jej analogów w raku prostaty i raku 

piersi, wydawały się obiecujące, jednak leczenie obarczone było dużą toksycz-

nością [160, 166]. Innym związkiem, który wpływa na degradację HIF-1a jest 

EZN-2968. Badania na modelach zwierzęcych i I faza badań klinicznych u cho-

rych z zaawansowanymi guzami litymi wykazały, że jest on bezpieczny, jednak 

potrzebne jest więcej danych potwierdzających skuteczność leku [81]. Kolejnym 

punktem uchwytu funkcji HIF-1a jest jego aktywność transkrypcyjna, na którą 

wpływają: bortezomib, vorinostat, LAQ824 i FK228 [61, 106, 206]. Do substan-

cji hamujących ekspresję HIF-1a oraz VEGF zalicza się wortmanninę (inhibitor 

kinazy 3-fosfatydyloinozytolu), związek PD098059 (inhibitor kinazy MEK 1 – 

aktywowanej mitogenami) oraz wspomnianą wcześniej rapamycynę [247]. Pro-

blemem klinicznym jest konieczność zastosowania bardzo wysokich stężeń 

omówionych inhibitorów, co stawia pod znakiem zapytania ich przydatność 

kliniczną, ze względu na możliwe poważne efekty uboczne takiego leczenia. 

Oprócz badań nad inhibitorami HIF-1a, prowadzone są również prace nad 

skutecznością inhibitorów pozostałych markerów hipoksji, w tym CA IX. Do-

stępne są wyniki zaawansowanych badań klinicznych, dotyczących zastosowa-

nia przeciwciał monoklonalnych, które w różnym mechanizmie miałyby rozpo-
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znawać i niszczyć komórki nowotworowe z ekspresją CA IX [6, 181]. Poza 

badaniami nad immunoterapią, trwają obecnie przedkliniczne doświadczenia 

nad metodami zahamowania aktywności enzymatycznej CA IX [52, 81]. 

W ostatnich latach również GLUT-1 stał się celem terapii przeciwnowotwo-

rowej, choć liczba doniesień na ten temat jest jeszcze niewielka. Pojedyncze 

badania nad analogiem glukozy – 2-deoksy-D-glukozą (2-DG) – prowadzone na 

liniach komórkowych osteosarcoma i raka płuca wykazały, iż równoczesne za-

stosowanie 2-DG z adriamycyną lub paklitakselem skuteczniej redukuje masę 

guza, niż każdy z cytostatyków osobno [150]. Atutem 2-DG może być doustna 

droga podania oraz dobra jego tolerancja. W badaniach I i II fazy u chorych z 

glejakami złośliwymi zastosowano 2-DG oraz RT nie obserwując zwiększonej 

toksyczności [59, 86, 179]. 

Dostępne obecnie dane na temat potencjalnego zastosowania terapii celowa-

nej, skierowanej przeciwko markerom hipoksji dowodzą, iż ma ona większą sku-

teczność na wczesnych etapach leczenia, w mniej zaawansowanych stadiach cho-

roby [138]. Wyniki mojej pracy wykazały, iż silna ekspresja HIF-1a, GLUT-1, 

VEGF i CA IX częściej spotykana jest w guzach o większym zaawansowaniu, 

czyli w fazie nieoperacyjnej i/lub rozsianej. Zatem wykrycie silnej ekspresji 

markerów hipoksji w tkance nowotworowej u chorych w stadium zlokalizowa-

nym, może świadczyć o bardziej złośliwym potencjale guza. Mogłoby to stano-

wić podstawę do zastosowania wybranej terapii celowanej. Natomiast u pacjen-

tów z przerzutami odległymi zastosowanie terapii celowanej w skojarzeniu z 

klasycznymi metodami terapeutycznymi mogłoby spowolnić przebieg choroby i 

wydłużyć okres przeżycia chorych. 
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6 PODSUMOWANIE 

Badania ostatnich lat wykazują, że hipoksja stanowi jedną z cech charaktery-

stycznych niemal wszystkich nowotworów litych. W jej wyniku dochodzi do 

aktywacji HIF-1a i uruchomienia szeregu procesów adaptacyjnych, umożliwia-

jących komórkom guza przetrwanie niesprzyjających warunków. Do najważ-

niejszych z tych procesów należą: neoangiogeneza, beztlenowe przemiany me-

taboliczne i utrzymanie wewnątrzkomórkowego pH. Za ich regulację odpowie-

dzialne są głównie: VEGF, GLUT-1 i CA IX, uważane obecnie wraz z HIF-1a 

za najważniejsze endogenne markery hipoksji. Ważnym odkryciem było powią-

zanie aktywacji tych markerów z hamowaniem apoptozy i aktywacją procesów 

oporności wielolekowej oraz proliferacji, inwazyjności i przerzutowania nowo-

tworu. 

Znaczenie procesów hipoksji i powiązanych z nią procesów adaptacyjnych, 

stanowiło jeden z wiodących tematów badań naukowych podejmowanych w 

onkologii w ostatnich latach. W wielu typach nowotworów złośliwych stwier-

dzono istotny statystycznie związek tkankowej ekspresji markerów hipoksji z 

obecnością niekorzystnych rokowniczo czynników kliniczno-patologicznych, 

opornością na CHT, większym ryzykiem wystąpienia wznowy i krótszym OS. 

W obecnej pracy po raz pierwszy na świecie podjęto problem znaczenia eks-

presji endogennych markerów hipoksji u dzieci z MTM. Wysunięto hipotezę, iż 

stopień nasilenia ekspresji HIF-1a, GLUT-1, CA IX i VEGF w tkance nowo-

tworowej MTM u dzieci przed rozpoczęciem leczenia onkologicznego może 

korelować z aktywnością proliferacyjną MTM, mierzoną wartością indeksu Ki-

67, odpowiedzią na CHT, przebiegiem choroby i wynikiem leczenia. 

Badania immunoreaktywności 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 spośród 

dotychczas opublikowanych doniesień na temat roli markerów hipoksji w nowo-

tworach u dzieci i jedna z bardziej licznych spośród prac dotyczących znaczenia 

niedotlenienia w mięsakach. 

Ważnym i interesującym aspektem było wykorzystanie w metodyce badań 

mikromacierzy tkankowych. To nowoczesne narzędzie, które umożliwia zastą-

pienie konwencjonalnego układu „jeden skrawek guza – jeden przypadek” przez 

układ, w którym na jednym skrawku parafinowym analizować można wiele 

zmian jednocześnie. Jako autorka niniejszej pracy aktywnie uczestniczyłam we 

wszystkich etapach pozyskiwania i przygotowywania materiału do badań, w tym 

w tworzeniu mikromacierzy tkankowych i ocenie odczynów IHC. Dla maksy-

malnego zobiektywizowania uzyskiwanych danych IHC, w badaniu posługiwa-

no się własną skalą, uwzględniającą zarówno siłę reakcji barwnej, jak i odsetek 
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immunopozytywnych komórek. Na podstawie tych dwóch parametrów ustalano 

współczynnik ekspresji poszczególnych markerów hipoksji. Jego wartość 

liczbowa wyznaczała ekspresję markerów jako słabą lub silną, co poddawane 

było analizom statystycznym. 

Uzyskane w pracy wyniki umożliwiły potwierdzenie wysuniętej hipotezy 

badawczej. 

W tkance nowotworowej MTM silną ekspresję HIF-1a stwierdzono w 

48,3% guzów, GLUT-1 – w 34%, CA IX – w 63,7% i VEGF – w 79%. W ponad 

90% guzów wykazano silną ekspresję co najmniej jednego markera hipoksji, a w 

ponad 40% – co najmniej czterech jednocześnie. Wszystkie analizowane marke-

ry hipoksji wzajemnie ze sobą korelowały dodatnio w sposób statystycznie 

istotny. Wyniki te wskazują na ścisłe wzajemne powiązania pomiędzy zjawi-

skiem hipoksji, a procesami adaptacji do niej, zachodzące w obrębie tkanki no-

wotworowej. Może to wskazywać na istotną rolę tych procesów w patogenezie 

mięsaków u dzieci. 

W pracy wykazano również, że poza CA IX, wszystkie badane markery hi-

poksji w sposób statystycznie istotny korelowały dodatnio z wartością indeksu 

proliferacyjnego Ki-67 (IK67). Indeks ten uważany jest za wyznacznik aktyw-

ności proliferacyjnej różnych nowotworów, w tym MTM u dorosłych i dzieci. W 

badanej grupie stopień tkankowej ekspresji Ki-67 ≥30% (przyjęty za wysoki) 

obecny był u 58,2% chorych. Uzyskane wyniki wskazują na związek aktywacji 

procesów hipoksji i adaptacji do niej z wyższą aktywnością proliferacyjną dzie-

cięcych MTM. 

Przeprowadzone w pracy analizy dowiodły, że u chorych z niekorzystnymi 

czynnikami prognostycznymi istotnie częściej występowała silna ekspresja en-

dogennych markerów hipoksji. Im wyższe było stadium choroby, tym silniejsza 

ekspresja HIF-1a, CA IX i Ki-67, jak również GLUT-1 i w mniejszym stopniu 

VEGF. Chorzy z przerzutami do węzłów chłonnych i narządów odległych zna-

cząco częściej wykazywali silną ekspresję HIF-1a. U chorych w stadiach III i 

IV dominowała silna ekspresja co najmniej trzech markerów hipoksji jednocze-

śnie. Nie wykazano współzależności, pomiędzy stopniem ekspresji HIF-1a, CA 

IX, GLUT-1 i VEGF, a wiekiem, płcią, wielkością i inwazyjnością guza pier-

wotnego. Statystycznie istotny był natomiast związek badanych markerów hi-

poksji z podtypem histologicznym MTM. Pacjenci z MTM o niekorzystnej hi-

stologii znacząco częściej charakteryzowali się silną ekspresją HIF-1a, VEGF i 

GLUT-1, w przeciwieństwie do pacjentów z histologią korzystną, u których 

dominowała jedynie słaba ekspresja tych markerów. Pacjenci z RMA istotnie 

częściej, niż chorzy z RME, wykazywali silną ekspresję wszystkich analizowa-

nych markerów hipoksji. U pacjentów z histologią niekorzystną istotnie częściej 

występowała również silna ekspresja jednocześnie czterech lub pięciu badanych 

markerów. Opisane zjawiska świadczyć mogą o tym, że aktywacja procesów 

hipoksji i procesów adaptacji do niedotlenienia zachodzi szczególnie silnie w 
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bardziej agresywnych fenotypowo i genotypowo podtypach histologicznych 

MTM. W pracy nie wykazano jednak korelacji, pomiędzy niekorzystnym typem 

histologicznym MTM oraz podtypem RMA, a wyższą wartością IK67. Nie wy-

kazano również współzależności, pomiędzy stopniem ekspresji HIF-1a, CA IX, 

GLUT-1 i VEGF, a wiekiem, płcią, wielkością i inwazyjnością guza pierwotne-

go. Stwierdzona wyraźna różnica w nasileniu ekspresji markerów hipoksji po-

między podtypami RME i RMA jest niezwykle interesująca z klinicznego punk-

tu widzenia. Istotne wydaje się odkrycie, że niekorzystnie rokujący pęcherzyko-

wy podtyp RMS charakteryzuje się statystycznie istotnie bardziej nasiloną akty-

wacją procesów hipoksji i adaptacji do niej. 

W praktyce klinicznej niezwykle przydatna byłaby możliwość przewidywa-

nia, którzy chorzy mają szansę odnieść korzyść z agresywnej wielolekowej 

CHT, a u których wrażliwość na CHT będzie niewielka. Uzyskane wyniki do-

wiodły, że stopień ekspresji markerów hipoksji w guzie nowotworowym przed 

zastosowaniem CHT może stanowić obiecujący czynnik prognozujący chemio-

wrażliwość mięsaków. Im silniejsza była ekspresja VEGF, a także CA IX oraz 

GLUT-1 w tkance guza, tym gorszą stwierdzano odpowiedź na CHT. Jednocze-

sna silna ekspresja VEGF, CA IX i GLUT-1 występowała dwukrotnie częściej u 

chorych źle reagujących na CHT w porównaniu do chorych reagujących dobrze. 

U chorych ze złą reakcją na CHT istotnie częściej stwierdzano silną ekspresję 

czterech lub wszystkich pięciu badanych markerów. Biorąc pod uwagę różnice 

w ekspresji endogennych markerów hipoksji w różnych podtypach MTM u 

dzieci, a zwłaszcza w RME i RMA, istotne byłoby podjęcie badań w bardziej 

jednorodnej histologicznie grupie, np. w podtypie pęcherzykowym RMS, w 

którym odpowiedź na leczenie chemiczne jest trudna do przewidzenia. 

Przeprowadzone badania wykazały również, że na podstawie stopnia immu-

noreaktywności markerów hipoksji w guzie nowotworowym przed leczeniem 

przewidzieć można EFS i OS u dzieci z MTM. Wyniki analizy wieloczynniko-

wej wykazały, iż ekspresja HIF-1a, VEGF i CA IX, obok odpowiedzi na CHT, 

miały niezależny wpływ na EFS, zaś ekspresja HIF-1a i CA IX – niezależny 

wpływ na OS. Oznacza to, że stwierdzenie silnej ekspresji HIF-1a i/lub CA IX 

w tkance guza u pacjenta z MTM przed leczeniem może być silniejszym nega-

tywnym czynnikiem prognostycznym co do przeżycia całkowitego, niż dotych-

czas stosowane kliniczno-patologiczne czynniki, na których opiera się stratyfi-

kacja chorych do wyższych grup ryzyka. 

Najniższe prawdopodobieństwo 5-letniego EFS oraz 5-letniego OS stwier-

dzono u dzieci z silną ekspresją GLUT-1 i HIF-1a, zaś najwyższe – u chorych, u 

których nie stwierdzono silnej immunoreaktywności VEGF. Im więcej marke-

rów wykazywało jednocześnie silną ekspresję w tkance MTM przed leczeniem, 

tym prawdopodobieństwo 5-letniego EFS oraz 5-letniego OS u pacjentów było 

niższe. Brak ekspresji markerów hipoksji stwierdzano wyłącznie w podgrupie 

chorych bez wznowy MTM oraz w podgrupie pacjentów, którzy żyją w momen-
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cie analizy. U tych chorych prawdopodobieństwo 5-letniego EFS oraz 5-letniego 

OS wynosiło 100%. U dzieci ze wznową oraz chorych, którzy zmarli z progresji 

choroby istotnie częściej obecna była silna ekspresja czterech i więcej badanych 

markerów, a prawdopodobieństwo 5-letniego EFS i OS wynosiło: 4,6±4,1% 

oraz 8,5±5,6%, odpowiednio. 

Wyniki przedstawionych w pracy badań potwierdzają istotną rolę procesów 

niedotlenienia i uruchamianych przez HIF-1a procesów przystosowania do hi-

poksji w mięsakach u dzieci. Stwierdzenie metodami IHC silnej ekspresji endo-

gennych markerów hipoksji w tkance nowotworowej może wskazywać na agre-

sywny fenotyp guza, wiązać się z jego opornością na CHT, ale również – w 

sposób niezależny od innych czynników prognostycznych – przewidywać nieko-

rzystny przebieg choroby i niepowodzenie leczenia. Uzyskane wyniki mają 

istotne znaczenie poznawcze, ale również praktyczne, stanowiąc źródło wiedzy 

na temat potencjalnych nowych markerów prognostycznych oraz potencjalnych 

celów dla nowych terapii u dzieci z MTM. Ze względu na stwierdzone różnice w 

ekspresji endogennych markerów hipoksji u dzieci z RME i RMA, zasadne by-

łoby przeprowadzenie poszerzonych badań porównawczych w wymienionych 

podtypach RMS u dzieci. 
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7 WNIOSKI 

1. Częstość występowania silnej ekspresji poszczególnych markerów hipoksji 

w MTM u dzieci była różna (HIF-1a – 48,3%, GLUT-1 – 34%, CA IX – 

63,7% i VEGF – 79%), jednak wszystkie badane markery korelowały ze so-

bą dodatnio w sposób statystycznie znamienny. 

2. Poza CA IX, tkankowa ekspresja wszystkich badanych markerów hipoksji 

wykazywała istotną statystycznie dodatnią korelację z wartością indeksu Ki-

67. 

3. U chorych z niekorzystną histologią MTM i podtypem pęcherzykowym 

RMS istotnie częściej stwierdzano silną ekspresję endogennych markerów 
hipoksji, zaś u pacjentów w wysokich stadiach zaawansowania choroby – 

silną ekspresję markerów hipoksji i wysoki IK67. 
4. Silna tkankowa ekspresja VEGF, CA IX i GLUT-1, szczególnie jeśli wystę-

powała jednocześnie, stanowiła czynnik przewidujący złą odpowiedź na 
CHT u dzieci z MTM. 

5. W badanej grupie dzieci z MTM niezależny wpływ na EFS miały: ekspresja 

HIF-1a, odpowiedź na CHT, ekspresja VEGF i CA IX, natomiast niezależ-
ny wpływ na OS – ekspresja HIF-1a i CA IX. 

6. Jednoczesna silna ekspresja co najmniej czterech spośród pięciu badanych 

markerów charakteryzowała guzy o niekorzystnej histologii i wyższym za-

awansowaniu klinicznym oraz stanowiła czynnik prognostyczny wystąpienia 
złej odpowiedzi na CHT, wznowy i zgonu z progresji choroby nowotworo-

wej. 
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9 STRESZCZENIE 

W toku ewolucji organizmy wielokomórkowe uzależniły się od O2 i ich 

prawidłowe funkcjonowanie zależne jest od jego niezaburzonej dostawy i wła-

ściwego stężenia. Niezależnie od przyczyny i postaci, tkankowy niedobór O2, 

zwany hipoksją, stanowi jeden z najgroźniejszych czynników, zaburzających 

funkcje komórek. 

Badania ostatnich lat wykazują, że hipoksja stanowi jedną z cech charaktery-

stycznych niemal wszystkich nowotworów litych. Wywołana jest ona głównie 

przez niedostateczny dowóz O2 i substancji odżywczych przez nieprawidłowe 

naczynia krwionośne powstałe na drodze neoangiogenezy w szybko proliferują-

cej tkance. Dodatkowo, w rosnącym guzie wzrasta aktywność metaboliczna, 

zwiększa się zużycie O2 przez szybko dzielące się komórki, a w otaczającym 

środowisku spada pH. 

W warunkach hipoksji dochodzi do znaczącego wzrostu aktywności czynni-

ka indukowanego przez hipoksję (HIF-1a), najważniejszego endogennego czyn-

nika regulującego odpowiedź komórki nowotworowej na zmniejszony dostęp 
O2. Uruchamia on szereg procesów „korzystnych” dla nowotworu, umożliwiają-

cych komórkom guza przetrwanie. Do procesów tych należą m. in.: neoangioge-

neza, uruchomienie beztlenowych przemian metabolicznych i utrzymanie we-

wnątrzkomórkowego pH, za które odpowiedzialne są, odpowiednio: naczynio-

wo-śródbłonkowy czynnik wzrostu (VEGF), transporter glukozy 1 (GLUT-1) i 

anhydroza węglanowa IX (CA IX). Białka te uważane są wraz z HIF-1a, za 

najważniejsze endogenne markery hipoksji. Ważnym odkryciem było powiąza-

nie aktywacji tych markerów z procesami promującymi progresję nowotworu, 

takimi jak: hamowanie apoptozy komórek nowotworowych, aktywacja proce-

sów oporności wielolekowej oraz proliferacji, inwazyjności i przerzutowania 

nowotworu. 

Znaczenie hipoksji i endogennych jej markerów stanowi jeden z wiodących 

tematów badań naukowych ostatnich lat. W wielu typach nowotworów złośli-

wych stwierdzono istotny statystycznie związek tkankowej ekspresji markerów 

hipoksji z obecnością niekorzystnych rokowniczo czynników kliniczno-

patologicznych, opornością na chemioterapię (CHT), większym ryzykiem wy-

stąpienia wznowy i krótszym przeżyciem całkowitym (OS). W mięsakach tka-

nek miękkich (MTM) u dorosłych potwierdzono znaczenie prognostyczne wy-

branych markerów hipoksji. Dotąd nie opublikowano wyników badań, dotyczą-

cych dzieci z MTM. 

MTM u dzieci to złożona grupa złośliwych guzów pochodzenia mezenchy-

malnego, o zróżnicowanej aktywności biologicznej, przebiegu klinicznym i ro-

kowaniu. Pomimo ogromnego postępu, jaki dokonał się w leczeniu dziecięcych 
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MTM w ostatnich dekadach, rokowanie w stadiach zaawansowanych jest nadal 

niezadowalające. W pracy wysunięto hipotezę, że procesy hipoksji i adaptacji do 

niedotlenienia odgrywają rolę w rozwoju, progresji i oporności na CHT MTM u 

dzieci. 

Celem pracy było określenie znaczenia ekspresji wybranych endogennych 

markerów hipoksji oraz indeksu proliferacyjnego Ki-67 u dzieci z mięsakami 

tkanek miękkich w ocenie aktywności choroby i prognozowaniu jej przebiegu. 

Na przeprowadzenie badań uzyskano zgodę Niezależnej Komisji Bioetycz-

nej ds. Badań Naukowych przy Gdańskim Uniwersytecie Medycznym (nr 

NKBBN/449/2013). 

Badaniami objęto 91 dzieci (38 dziewcząt i 53 chłopców, mediana wieku 

105,7 miesięcy) z MTM, leczonych wg protokołów CWS w ośrodkach onkologii 

dziecięcej Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia Guzów Litych (PPGLGL) 
w latach 1992-2013. Grupę badaną stanowiło 66 pacjentów z mięsakiem prąż-
kowanokomórkowym (RMS) i 25 ze złośliwym obwodowym guzem z osłonek 
nerwowych (MPNST). U wszystkich tych pacjentów dostępny był archiwalny 

histologiczny materiał tkankowy, pochodzący z pierwotnego guza nowotworo-

wego, oraz pełne dane kliniczne, obejmujące szczegółową charakterystykę, 
przebieg oraz ostateczny wynik leczenia. We wszystkich przypadkach rozpo-

znania histologiczne MTM zostały potwierdzone przez drugiego niezależnego 

patologa z doświadczeniem w dziedzinie diagnostyki mięsaków u dzieci. 
Do utworzenia macierzy tkankowych użyty został komercyjny zestaw Tissue 

-Tek® Quick-Ray™ Tissue Microarray System, firmy Sakura Finetek USA, Inc. 
W tkankach z TMA wykonano odczyny immunohistochemiczne (IHC) na obec-

ność badanych markerów hipoksji: HIF-1a, GLUT-1, CA IX oraz VEGF. Po-

nadto wykonano odczyny z przeciwciałem anty-Ki-67. Immunofenotypizacja 

przeprowadzona została przez doświadczony zespół laboratoryjny Zakładu Pato-

logii i Neuropatologii Gdańskiego Uniwersytetu Medycznego (kierownik: dr 

hab. n. med. Ewa Iżycka-Świeszewska, prof. nadzw.) przy użyciu Systemu de-

tekcji EnVision Flex, Firmy Dako. 

Ekspresję HIF-1a, GLUT-1, CA IX oraz VEGF w tkance nowotworowej 

oceniano za pomocą metody półilościowej, określając siłę reakcji barwnej (w 
skali od + do +++) oraz szacując ilość immunopozytywnych komórek (0-5%, 6-

25%, 26-50%, powyżej 50%). W oparciu o te dwie zmienne ustalano liczbowy 

współczynnik ekspresji poszczególnych markerów, którego wartość określała 
ekspresję markerów jako słabą lub silną. Do oceny ekspresji antygenu Ki-67 

analizowano 100-500 jąder komórek nowotworowych z 1-3 wybranych pól o 
zagęszczeniu komórek immunopozytywnych (hot spot). Wskaźnik IK67 okre-

ślono jako procent dodatnich jąder i oceniano jako niski (≤30%) lub wysoki 
(>30%). 
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Wyniki uzyskanych badań poddano opracowaniu statystycznemu, wykorzy-

stując komputerowy pakiet programów statystycznych EPIINFO Ver. 7.1.1.14 

(02-07-2013). P<0,05 uznawano za znaczące statystycznie. 

W grupie badanej dominowali chorzy w zaawansowanych stadiach choroby, 

u których guz pierwotny był duży, inwazyjny i położony w niekorzystnych re-

gionach, przez co nieoperacyjny. Odpowiedź na CHT oceniono jako dobrą u 

72,2% i złą – u 27,8% chorych. Wznowa choroby, głównie lokalna, wystąpiła u 

56% badanych. W badanej grupie żyje 54,9% chorych z medianą okresu obser-

wacji 59 miesięcy. Zmarło 45,1% dzieci – wszystkie w wyniku progresji choro-

by nowotworowej. Prawdopodobieństwo 5-letniego przeżycia wolnego od zda-

rzenia (EFS) w grupie badanej wynosiło 37,4±5,6%, zaś prawdopodobieństwo 

5-letniego OS – 48,8±5,9%. 

W tkance nowotworowej MTM silną ekspresję HIF-1a stwierdzono w 

48,3% guzów, GLUT-1 – w 34%, CA IX – w 63,7% i VEGF – w 79%. W ponad 

90% guzów wykazano silną ekspresję co najmniej jednego markera hipoksji, a w 

ponad 40% – co najmniej czterech jednocześnie. Wszystkie analizowane marke-

ry hipoksji wzajemnie ze sobą korelowały dodatnio w sposób statystycznie 

istotny. 

Poza CA IX, tkankowa ekspresja wszystkich badanych markerów hipoksji 

wykazywała istotną statystycznie dodatnią korelację z wartością IK67. 

Wykazano związek silnej ekspresji endogennych markerów hipoksji w tkan-

ce nowotworowej przed leczeniem z niekorzystnymi kliniczno-patologicznymi 

czynnikami prognostycznymi, takimi jak: wyższe stadia zaawansowania choro-

by, niekorzystna histologia MTM i podtyp pęcherzykowy RMS (RMA). Chorzy 

z przerzutami do węzłów chłonnych i narządów odległych znacząco częściej 

wykazywali silną ekspresję HIF-1a. U chorych w stadiach III i IV dominowała 

silna ekspresja co najmniej trzech markerów hipoksji jednocześnie. Pacjenci z 

RMA istotnie częściej, niż chorzy z RME, wykazywali silną ekspresję wszyst-

kich analizowanych markerów hipoksji. U pacjentów z histologią niekorzystną 

istotnie częściej występowała silna ekspresja jednocześnie czterech lub pięciu 

badanych markerów. Nie wykazano współzależności, pomiędzy stopniem eks-

presji HIF-1a, CA IX, GLUT-1 i VEGF, a wiekiem, płcią, wielkością i inwazyj-

nością guza pierwotnego. 

Wykazano, że stopień ekspresji markerów hipoksji w guzie nowotworowym 

przed zastosowaniem CHT może stanowić obiecujący czynnik prognozujący 

chemiowrażliwość mięsaków. Im silniejsza była ekspresja VEGF, a także CA IX 

oraz GLUT-1 w tkance guza, tym gorszą stwierdzano odpowiedź na CHT. Jed-

noczesna silna ekspresja VEGF, CA IX i GLUT-1 występowała dwukrotnie 

częściej u chorych źle reagujących na CHT w porównaniu do chorych reagują-

cych dobrze. U chorych ze złą reakcją na CHT istotnie częściej stwierdzano 

silną ekspresję czterech lub wszystkich pięciu badanych markerów. 
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Stwierdzono również, iż na podstawie stopnia immunoreaktywności marke-

rów hipoksji w guzie przed leczeniem przewidzieć można EFS i OS u dzieci z 

MTM. Wyniki analizy wieloczynnikowej wykazały, iż ekspresja HIF-1a, VEGF 

i CA IX, obok odpowiedzi na CHT, miały niezależny wpływ na EFS, zaś eks-

presja HIF-1a i CA IX – niezależny wpływ na OS. 

Najniższe prawdopodobieństwo 5-letniego EFS oraz 5-letniego OS stwier-

dzono u dzieci z silną ekspresją GLUT-1 i HIF-1a, zaś najwyższe – u chorych, u 

których nie stwierdzono silnej immunoreaktywności VEGF. Im więcej marke-

rów wykazywało jednocześnie silną ekspresję w tkance MTM przed leczeniem, 

tym prawdopodobieństwo 5-letniego EFS oraz 5-letniego OS u pacjentów było 

niższe. Brak ekspresji markerów hipoksji stwierdzano wyłącznie w podgrupie 

chorych bez wznowy MTM oraz w podgrupie pacjentów, którzy żyją w momen-

cie analizy. U tych chorych prawdopodobieństwo 5-letniego EFS oraz 5-letniego 

OS wynosiło 100%. U dzieci ze wznową oraz chorych, którzy zmarli z progresji 

choroby istotnie częściej obecna była silna ekspresja czterech i więcej badanych 

markerów. 

Wyniki przedstawionych w pracy badań potwierdzają istotną rolę procesów 

niedotlenienia i uruchamianych przez HIF-1a procesów przystosowania do hi-

poksji w mięsakach u dzieci. Stwierdzenie metodami IHC silnej ekspresji endo-

gennych markerów hipoksji w tkance nowotworowej może wskazywać na agre-

sywny fenotyp guza, wiązać się z jego opornością na CHT, ale również – w 

sposób niezależny od innych czynników prognostycznych – przewidywać nieko-

rzystny przebieg choroby i niepowodzenie leczenia. Uzyskane wyniki mają 

istotne znaczenie poznawcze, ale również praktyczne, stanowiąc źródło wiedzy 

na temat potencjalnych nowych markerów prognostycznych oraz potencjalnych 

celów dla nowych terapii u dzieci z MTM. Ze względu na stwierdzone różnice w 

ekspresji endogennych markerów hipoksji u dzieci z RME i RMA, zasadne by-

łoby przeprowadzenie poszerzonych badań porównawczych 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 O2 sup-

ply and its proper concentration. Regardless of the cause and form, the tissue O2 

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 O2 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 O2 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 1a (HIF-1a) occurs, which is regarded as the most important 

endogenous factor regulating tumor cell response to the reduced access of O2. 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 



 Summary 155 

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 Iżycka-Świeszewska, 
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 37.4±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 

– in 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 III 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 



 Summary 157 

5-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-1a-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 ZAŁĄCZNIKI 

ZAŁĄCZNIK 1 

 

Klasyfikacja Tumor-Nodes-Metastases (TNM) według Union for Inter-

national Cancer Control (UICC) 

 

GUZ (T) 

 

T0: nie stwierdza się obecności guza pierwotnego 

T1: guz ograniczony wyjściowo do 1 narządu lub tkanki: 
T1a: największa średnica guza ≤5 cm 

T1b: największa średnica guza >5 cm 

T2: guz wyjściowo wychodzący poza narząd lub tkankę: 
T2a: największa średnica guza ≤5 cm 

T2b: największa średnica guza >5 cm 

Tx: brak adekwatnych danych o wyjściowych rozmiarach guza (oceniać jak 

T2) 

 

WĘZŁY CHŁONNE (N) 

 

N0: nie stwierdza się zajęcia regionalnych węzłów chłonnych 

N1: zajęcie regionalnych węzłów chłonnych 

Nx: brak adekwatnych danych o stanie węzłów chłonnych (oceniać jak N0) 

 

Regionalne węzły chłonne należą do okolicy lokalizacyjnie związanej z gu-

zem pierwotnym: 

· głowa/szyja – węzły chłonne szyjne i nadobojczykowe; 

· brzuch/miednica – węzły chłonne podprzeponowe i biodrowo-

pachwinowe; 

· kończyna górna – węzły chłonne pachowe i łokciowe; 

· kończyna dolna – węzły chłonne podkolanowe i pachwinowe. 

 

PRZERZUTY ODLEGŁE (M) 

 

M0: nie stwierdza się przerzutów odległych ani zajęcia pozaregionalnych 

węzłów chłonnych 

M1: przerzuty odległe lub zajęcie pozaregionalnych węzłów chłonnych 

Mx: brak adekwatnych danych o obecności przerzutów (oceniać jak M0) 
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Przerzuty odległe są rozpoznawane w przypadku zajęcia węzłów chłonnych 

pozaregionalnych, czyli II piętra po stronie guza, lub zajęcia węzłów chłonnych 

po stronie przeciwnej, nawet jeśli odpowiadały węzłom regionalnym. 
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ZAŁĄCZNIK 2 

 

Stadia zaawansowania klinicznego MTM według Intergroup Rhabdomy-

osarcoma Study (IRS), zgodnie z Programem Leczenia Mięsaków Tkanek 

Miękkich CWS 

 

Stadium I Guz usunięty całkowicie makroskopowo i mikroskopowo, bez 

zajęcia regionalnych węzłów chłonnych 
 

IA · guz ograniczony do narządu pT1 

IB · guz wychodzący poza narząd pT2 

Stadium II Guz makroskopowo usunięty, mikroskopowe pozostałości 

guza oraz: 
pT3a 

IIA · regionalne węzły chłonne niezajęte   

IIB · regionalne węzły chłonne zajęte, ale usunięte  

IIC · regionalne węzły chłonne zajęte i nieusunięte  

Stadium III 

Niekompletna resekcja z pozostawieniem makroskopowych 

resztek guza lub stan po wykonaniu tylko biopsji guza nieope-

racyjnego 

 

pT3b 

 

 Okoliczne węzły chłonne niezajęte lub zajęte. Wysięk nowo-

tworowy w jamach ciała przylegających bezpośrednio do guza 
pT3c 

Stadium IV 

Choroba nowotworowa uogólniona. Odległe przerzuty do płuc, 

wątroby, kości, szpiku i/lub zajęcie odległych węzłów chłon-

nych oraz węzłów przeciwnej strony ciała 

pT4 
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ZAŁĄCZNIK 3 
 

Stratyfikacja chorych z RMS do poszczególnych grup ryzyka 

Grupa  

Ryzyka 

Risk group 

 

Podgrupa 

Subgroup 

Histologia 

Histology 

Stadium 

IRS 

IRS 

stage 

Lokalizacja 

guza pier-

wotnego 

Primary 

tumor site 

LN 

 

Wielkość 

guza i 

wiek 

Tumor 

size  

and age 

Niskiego  

ryzyka 

Low risk 

A Korzystna I Wszystkie N0 
≤5 cm 

i ≤10 lat 

Standardowego 

ryzyka 

Standard risk 

B Korzystna I Wszystkie N0 

>5 cm 

lub >10 

lat 

C Korzystna II, III Korzystna N0 Wszystkie 

D Korzystna II, III Niekorzystna N0 
≤5 cm  

i  ≤10 lat 

Wysokiego 

ryzyka 

High risk 

E Korzystna II, III Niekorzystna N0 

>5 cm  

lub >10 

lat 

F Korzystna II, III Wszystkie N1 Wszystkie 

G Niekorzystna I, II, III Wszystkie N0 Wszystkie 

Bardzo  

wysokiego 

ryzyka 

Very high risk 

H Niekorzystna II, III Wszystkie N1 Wszystkie 

 

Stratyfikacja chorych z NRMS do poszczególnych grup ryzyka 
 

Grupa ryzyka Histologia 
Stadium 

IRS 
Zajęcie LN Wielkość guza 

Niskiego ryzyka 

Low risk 

Wszystkie z wyjąt-

kiem MRT i 

DSRCT 

I N0 ≤5 cm 

Standardowego 

ryzyka 

Standard risk 

Wszystkie z wyjąt-

kiem MRT i 

DSRCT 

II N0 
Każda wiel-

kość 

 III N0 ≤5 cm 

Wysokiego ryzyka 

High risk 

MRT / DSRCT I, II, III N0 / N1 
Każda wiel-

kość 

Każda III N0 ˃5 cm 

Każda II, III N1 
Każda wiel-

kość 

Bardzo wysokiego 

ryzyka 

Very high risk 

Każda IV N0 / N1 
Każda wiel-

kość 

 

 


