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1. Streszczenie
Wprowadzenie

Rak szyjki macicy (RSZM) jest drugim co do czgsto$ci nowotworem ztosliwym
u kobiet na $wiecie (po raku gruczotu piersiowego) i trzecim nowotworem ztosliwym
zenskich narzadow piciowych w Polsce wg danych Krajowego Rejestru Nowotworow
(KRN). Na podstawie danych pochodzacych z KRN mozna stwierdzi¢, ze w ostatnich
latach wzgledna czgsto$¢ rozpoznawania RSZM zmniejszyla si¢. Udziat w tym nalezy
przypisa¢  Narodowemu Programowi Zwalczania Choréob Nowotworowych,
dziatajagcemu od 2005 r. Z powodu zwickszenia czgstosci zglaszania do KRN stanow
przedrakowych 1iwczesnego RSZM (ograniczonego do szyjki macicy) mozna
przypuszczaé, ze w niedalekiej przysztosci u znacznie wigkszej niz obecnie liczby
kobiet bedzie dochodzi¢ do decyzji leczniczych, odnoszacych si¢ do zachowania
ptodnosci. Takie postgpowanie opiera si¢ o operacje oszczedzajace, ktore wpltywaja na
poprawe jakosci zycia przy zachowaniu zdrowia. ,,Oszczedno$¢” dotyczy zardwno
kwestii prokreacyjnych (zachowanie trzonu macicy lub takze gornej czgsci szyjki
macicy), jak i zakresu operacji, nie wykraczajagcego poza minimum onkologiczne.
Znaczna cze$¢ tych decyzji leczniczych dotyczy weztow chtonnych.

Czesto stosowane badania, obrazujgce stan onkologiczny chorej, takie jak
tomografia komputerowa (TK), rezonans magnetyczny (RM) czy (rzadziej) pozytonowa
emisyjna tomografia z fluorodeoksyglukoza (PET-FDG) wykazuja si¢ duza
doktadnos$cig w ocenie powigkszonych weztow chtonnych pod katem obecnosci w nich
przerzutow (rzedu 70-80% w zaleznosci od rodzaju badania), ale maja ograniczong
przydatnos¢ w odniesieniu do wezlow chtonnych, ktore nie sa powigkszone. Te ostatnie
moga zawiera¢ mikroprzerzuty (ogniska nowotworu do 2 mm) lub niewielkie
makroprzerzuty (do 5 mm), ktére nie zostang stwierdzone w badaniu obrazujacym,
a stanowig istotne zagrozenie dla chorej w przypadku ich pozostawienia bez
adekwatnego leczenia.

Zagadnienie zakresu postgpowania klinicznego ma duze znaczenie
w odniesieniu do wezesnego RSZM (stadia zaawansowania [A2-IB1 wg klasyfikacji
Migdzynarodowej Federacji Ginekologii 1 Poloznictwa, Fédération Internationale de
Gynécologie et d'Obstétrique, FIGO), w ktérym ryzyko przerzutow dla konkretnej
chorej jest czesto trudne do oszacowania. Przerzuty moga by¢ wykrywane roznymi
metodami histopatologicznymi, a wynik badania $srédoperacyjnego usuwanych weziow
chtonnych moze by¢ falszywie ujemny. Zaden z markeréw histologicznych guza nie
wskazuje rowniez na to, w ktorych weztach chlonnych sg przerzuty. Nie mozna takze
ich zbada¢ przedoperacyjnie za pomocg obecnie powszechnie dostepnych metod
radiologicznych ani $§rod- czy pooperacyjnie uzywajac rutynowych metod
histopatologicznych.

Koncepcja wezta chlonnego wartowniczego (SLN — sentinel lymph node)
w onkologii polega na wykrywaniu najbardziej prawdopodobnej drogi szerzenia si¢
procesu chorobowego z pierwotnego guza nowotworowego, ktoérego pierwszym



1 najwazniejszym etapem jest zajecie wezta chlonnego wartowniczego i podazanie za
zwigzang z nim drogg chlonng. Koncepcja ta zostata poraz pierwszy opisana przez
Ernesta Goulda, ktéory badal zagadnienie sptywu chionki wraku $linianki.
Wprowadzenie koncepcji SLN do powszechnego stosowania bylo oparte na dwoéch
zalozeniach: 1) wnikanie komoérek nowotworowych do SLN, nalezacego do pierwszej
,»stacji” sptywu chlonki, okresla stan catego splywu weztowego, 2) w przypadku braku
zajecia SLN przez komoérki nowotworowe — rokowanie wigzace  si¢
z usunigciem SLN (jednego lub kilku weztéw chtonnych okreslonych tym mianem) nie
r6ézni si¢ w sposob istotny od tego, ktore wigze si¢ z radykalnym usunigciem wszystkich
regionalnych weziow chlonnych.

Powodzenie koncepcji SLN uzyskano w przypadku nowotworow, w ktorych
dochodzi do przerzutow przede wszystkim droga naczyn chtonnych. Wprowadzono ja
do praktyki klinicznej w przypadkach czerniaka skory, raka piersi i raka Merkla.
Metoda wykrywania wezla chlonnego wartowniczego (SLND) znalazta uzasadnienie
kliniczne rowniez w innych chorobach nowotworowych (m.in. w raku sromu, RSZM,
raku btony §luzowej trzonu macicy). Mozna uznaé, ze cechuje si¢ ona ugruntowanymi
korzysciami w przypadku RSZM (okresla to klasa zalecen Ila lub IIb wedlug zasad
Evidence Based Medicine, EBM, medycyny opartej na wiarygodnych dowodach
naukowych). Zasadnos$¢ stosowania koncepcji SLN w RSZM ma wigc solidne podstawy
naukowe 1 kliniczne.

W RSZM korzysci z realizacji tej koncepcji (bez wzgledu na stadium
zaawansowania) moga ptyna¢ ze zwickszenia doktadnosci oceny weztow chtonnych
(poprawienie doktadnosci wyniku klasyfikacji nowotworu pod wzgledem rokowniczym
— staging). Wynikaja one z mozliwosci wykrycia najistotniejszych drég chlonnych
1 nastepnie zbadania wezlow chlonnych w tych drogach. Kolejng zaleta takiego
postepowania jest to, ze daje ono precyzyjnos¢ postegpowania — pozwala na bardziej
wlasciwe zakwalifikowanie chorej do odpowiednich, dostepnych metod leczniczych.
Trzecig istotng kwestig zwigzang z koncepcja SLN jest przeprowadzanie badan u kobiet,
ktére w znacznym odsetku znajduja si¢ w wieku reprodukcyjnym w czasie rozpoznania
choroby nowotworowej. Niektére z nich planuja zajscie w cigze. Ustalenie stanu
onkologicznego pacjentki z najwigksza mozliwa dokladnoscia oraz uniknigcie
niepotrzebnego leczenia lub niewlasciwego zakresu leczenia sg dwoma gtownymi
elementami opieki nad chorg z RSZM, ktora daje koncepcja SLN.

Znaczacy wkiad w rozwoj koncepcji SLN na polu ginekologii onkologicznej
wnies$li polscy naukowcy. Glownymi celami badan byty: ocena wykonalnosci
wykrywania SLN 1 okreslenie potencjalnego zastosowania koncepcji SLN w RSZM
1 raku blony §luzowej trzonu macicy oraz operacji selektywnego usunigcia weztow
chlonnych w raku sromu. Badanie przeprowadzone w polskim os$rodku dotyczace
RSZM, z ktorego réwniez pochodzi niniejsza praca doktorska, wykazato znaczng
czulo$¢ w wykrywaniu przerzutowych weztow chtonnych, i po raz pierwszy wskazato
na utrudnienie w przeprowadzeniu SLND, a tym samym realizacji koncepcji SLN
w przypadku guza szyjki macicy wigkszego niz 2 cm. Dwa lata pdzniej potwierdzono tg
sugesti¢, publikujac  wyniki wieloosrodkowego badania niemieckiej grupy
Arbeitsgemeinschaft  Gyndkologische  Onkologie (Grupa Robocza Onkologii
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Ginekologicznej, AGO). Zasugerowano, ze pacjentki moga odnies¢ korzys¢ z biopsji
SLN do stadium zaawansowania IB1 <2 cm wg klasyfikacji F/IGO. Obecnie zagadnienie
to jest przedmiotem wieloosrodkowego badania, w ktorym jako polski uczestnik bierze
udziat Katedra 1 Klinika Ginekologii, Ginekologii Onkologicznej i Endokrynologii
Ginekologicznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Wylaniajagcym si¢ problemem jest fakt niepetnego zrozumienia celowosci
koncepcji SLN, co moze wigza¢ si¢ z brakiem jednolitych standardow postgpowania
z uzyciem tej metody, atakze istnienia réznych czynnikow, czesto nie branych pod
uwage, a utrudniajgcych badz uniemozliwiajacych interpretacje wynikow badan. Naleza
do nich na przyktad: wielko$¢ (czy tez umiejscowienie w obrgbie szyjki macicy) guza
pierwotnego, obecnos¢ przerzutdéw omijajacych przewidywany szlak rozprzestrzeniania
si¢ choroby oraz trudno$ci zwigzane z wymaganiami stawianymi metodzie — m.in.
zalecenie wykrycia iusunigcia SLN po obu stronach miednicy, pewna (cho¢ nie
okreslona wytycznymi) najmniejsza liczba weziow chlonnych konieczna, aby
wiarygodnie okresli¢ status choroby w weztach chtonnych, powigkszone wezlty chionne
(stanowigce trudno$¢ w interpretacji S$rddoperacyjnego obrazu zaawansowania),
mozliwos¢  wykonania  wultrastagingu  (ultracienkie = skrawanie = preparatu
histopatologicznego), czy szczegdlowa znajomo$¢ historii medycznej chorej (m.in.
wywiad stanéw zapalnych miednicy, wczesniejsze operacje w jej obrebie).

W najwigkszym do tej pory badaniu klinicznym pod kierunkiem Prof. Davida
Cibuli okreslono warto$¢ stwierdzanych mikroprzerzutow w SLN dla rokowania
chorych na RSZM, ale nie okre$lono jej w nSLNs. Istnieje wiele prac naukowych
badajacych mniejsze grupy chorych, w ktorych oceniano ryzyko wystgpienia
mikroprzerzutow w pozawartowniczych weztach chionnych 1iodnoszono je do
bezpieczenstwa ograniczania zakresu operacji w obrgbie uktadu chtonnego. Poréwnania
te sg jednak trudne z tego powodu, ze r6zni autorzy stosujg nieco inne metody na
kazdym z etapow realizacji koncepcji wezta wartowniczego. Liczne publikacje nie daly
odpowiedzi na pytanie o rzeczywista warto$¢ ultra szczegdlowego badania usuwanych
nSLNs (ultrastaging) w przypadku ujemnego sSLN (nie zawierajagcego zmian
przerzutowych). Uzyskanie informacji o calym sptywie chtonnym (w szczegodlnosci
o ,krytycznych” dla ukladu weztach chlonnych), w zalezno$ci od stadium raka
1 ewentualnie informacji o czynnikach modyfikujacych przerzutowanie, moze dopiero
da¢ wiarygodng odpowiedz na pytanie o potencjal przerzutowania RSZM i znaczeniu
,mikroprzerzutowej choroby weztowej” (na ktorg skladaja sie mikroprzerzuty,
MICs — zmiany w wezlach chtonnych nie przekraczajace 2 mm oraz /7C wyizolowane
komorki nowotworu — isolated tumor cells, tj. zmiany mniejsze niz 0,2 mm).

Cele pracy doktorskiej

1. Okreslenie czestosci wystepowania 1 czynnikOw zwigzanych z wystepowaniem
mikroprzerzutow w weztach chtonnych pozawartowniczych w stadiach klinicznego
zaawansowania raka szyjki macicy [A2 — IB1 wg klasyfikacji FIGO
(micrometastatic lymph node disease staging).



2. Opisanie procedur wykonania i protokolu oceny weztéw chtonnych wartowniczych
1 pozawartowniczych poprzez ultracienkie skrawanie preparatéw weztéw chtonnych
i ich ocen¢ immunohistochemiczng (ultrastaging synopsis) za pomocg przeciwciat
AE1/AE3.

Material i metody
Material

Sto dwadziescia dwie kolejne chore z RSZM zostaty przyjete do Kliniki
Ginekologii, Ginekologii  Onkologicznej 1 Endokrynologii  Ginekologicznej
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego — szpitala Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego celem leczenia operacyjnego w okresie od stycznia 2010 do kwietnia
2014 r. Osiemdziesigt dwie chore wykluczono z uwagi na niespetnianie kryteriow
wlaczenia. Kolejne 13 kobiet wytaczono z badania pomimo zastosowania koncepcji
wezta chtonnego wartowniczego z powodu nieskutecznej jego detekcji. Ostatecznie
zakwalifikowano do badania grupe 27 chorych, u ktorych RSZM byl w stadiach TA2
(1 chora) i IB1 (26 chorych) wedlug klasyfikacji FI/GO i udato si¢ zidentyfikowac
przynajmniej jeden SLN. W tej grupie wszystkie pacjentki przeszly operacj¢ polegajaca
na usuni¢ciu regionalnych weztow chtonnych oraz rozszerzonym wycieciu macicy.
Wszystkie wezly chlonne zostaty poddane procesowi obrébki histologicznej preparatow
weztow chtonnych w ultrastagingu.

Metody

Przed operacja podano po 1 ml biekitu metylenowego w kazde z czterech wktu¢
tarczy czeSci pochwowej szyjki macicy. Usunigto wezly chlonne oddzielajac
wyznakowane (wartownicze) od niewyznakowanych (pozawartowniczych). Probki
wezlow chtonnych zatopione w bloczkach parafinowych zostaty zbadane metoda
seryjnego skrawania co 150 pm i ocenione w metodzie ultrastagingu przy uzyciu
przeciwcial monoklonalnych przeciw cytokeratynie (CK) AE1/AE3. W skrécie metoda
ta polega na warstwowym skrawaniu preparatéw na skrawki o grubosci 4 mikrometrow
w rownych odleglosciach (co 150 pm). Wycinki umieszczano na silanizowanych
szkietkach podstawowych, dwa skrawki z danego poziomu: jeden w celu wybarwienia
hematoksyling 1 eozyng (HE), drugi w celu wywolania reakcji z przeciwciatem
CK AE1/AE3.

Analizy statystyczne

W pracy wykorzystano test niezaleznosci chi-kwadrat (do badania zwigzku
miedzy zmiennymi dychotomicznymi); testy t-Studenta dla dwoch Srednich oraz test
U-Manna Whitney’a dla predyktorow ilo§ciowych. Dla wszystkich testow sprawdzono
spetnienie zatozen ich stosowania. Wyznaczono ponadto krzywe ROC (Receiver
Operating Characteristic) i obliczono AUC (pole pod krzywa ROC) dla okreslenia



mocy dyskryminacyjnej zmiennych. We wszystkich testach przyjeto poziom istotnosci
0,05. Analizy statystyczne zostaly przeprowadzone za pomocag pakietu Statistica
w wersji 10 (StatSoft Inc., Polska).

Hipotezy badawcze

1. Choroba mikroprzerzutowa w wezlach chtonnych pozawartowniczych w raku szyjki
macicy w stadiach IA2-IB1 wedhlug klasyfikacji FIGO jest stwierdzana czgsciej niz
w weztach chlonnych wartowniczych.

2. Stan wezla chlonnego wartowniczego nie determinuje stanu pozostatych weztow
chtonnych.

3. Rozszerzenie badania preparatu we¢ztdéw chlonnych o jego ultracienkie skrawanie
1 techniki immunohistochemiczne wedtug okreslonego protokotu nie jest wskazane
w przypadku raka szyjki macicy w stadiach IA2-IB1 wedtug klasyfikacji FIGO.

Wyniki

Zmiany wtoérne w wezlach chtonnych zidentyfikowano w 11 z 27 przypadkéw
RSZM (MAC - 5, MIC -2, ITC — 4) — wszystkie w stadium IB1 wg klasyfikacji FIGO.
U 3 chorych zmiany wtorne znaleziono tylko w SLN, w 3 innych tylko w nSLN,
u 5 chorych — zmiany wystapily zarowno w SLN, jak i nSLN.

Sposroéd 516 usunietych i1 zbadanych weztow chionnych byto 66 SLN (12,8%).
Pigédziesigt sze$¢ wezlow chionnych zawieralo wtérne zmiany (10,9%).
W 22 przypadkach wezty chtonne ze zmianami stanowily te zawierajace MAC,
podobnie 22 — MIC, a 12 ITC. Mikroprzerzuty stwierdzono w 6/66 SLN (9,1%) oraz
w 16/450 nSLN (3,6%). W 7 SLNs znaleziono MAC, a ITC w trzech. W przypadku
nSLNs byto odpowiednio 15 zawierajagcych MAC, a 9 ITC.

W 88,8% (24/27) stan SLN odzwierciedlat w sposob prawidtowy status
pozostalych usunigtych weztéw chtonnych. U 3 chorych (11,2%) z jednostronng
identyfikacja SLN znaleziono zmiany w nSLN przy ich braku w SLN. U pierwszej
chorej stwierdzono MAC po stronie przeciwnej do wybarwionego SLN, u drugiej chorej,
po stronie SLN stwierdzono MIC, a po stronie przeciwnej — MAC 1 MIC. W tym
przypadku guz pierwotny przekraczat 4 cm (pT1b2). W trzecim przypadku stwierdzono
obecno$¢ ITC w nSLN przy ujemnym SLN.

Zmiany w nSLN statystycznie cze¢$ciej wystepowaly w przypadku guza
pierwotneego > 2cm w stosunku do guza =< 2 cm (73% vs 27%, p=0,01068) oraz
w przypadku LVSI (+) (p=0,04285). Typ histologiczny nowotworu, stopien jego
ztosliwosci oraz gleboko$¢ naciekania raka nie wykazaly istotnego statystycznie
zwigzku z MAC, MIC oraz z ITC we wszystkich weztach chlonnych oraz osobno
w nSLN. Ustalono wartos¢ decyzyjna punktu odciecia gtgboko$ci naciekania >8 mm dla
ryzyka wystgpowania zmian w wezlach chlonnych mierzong wspotczynnikiem
Youdena.

Koncepcja SLN oparta o rozszerzenie badania weziow chlonnych o oceng
cienkich skrawkoéw pozwolila na detekcje wigkszej liczby weztdéw chlonnych
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w porownaniu do rutynowego postepowania (Srednio o 4 wiecej, p=0,046).
Po zastosowaniu ultrastagingu stopien cechy N ulegt zmianie w 1 (3,7%) przypadku
(wykryto MIC), aw innym — wykryto dodatkowy mikroprzerzut w pozawartowniczym
wezle paraaortalnym, ktory zmienil ceche M nowotworu. W grupie z dodatnimi SLNs
pod wzgledem MACs znamiennie cz¢sciej byty stwierdzane MICs w nSLNs
(p=0,00721). Dodatnie SLNs sprzyjaja stwierdzeniu zmiany wtérnej w nSLNs w postaci
MAC lub MIC, ale nie ITC (p=0,0142).

Whioski

1. Najczesciej mikroprzerzuty sa obserwowane w weztach chtonnych wartowniczych
(9,1%), rzadziej dotycza pozostatych weztdéw chlonnych (3,6%). Czynnikami
zwiekszajacymi ryzyko mikroprzerzutow do weztdw chtonnych pozawartowniczych
sa: wielko$¢ guza >2cm oraz naciekanie przestrzeni okotonaczyniowej limfatycznej.

2. Stan SLN determinuje stan pozostatych wezlow chtonnych pod warunkiem
obustronnej identyfikacji. W przypadku braku wykrycia SLN nie mozna wiarygodnie
wnioskowa¢ o stanie weztéw chtonnych po tej stronie, gdyz wystepuje wowczas
ryzyko uzyskania falszywego wyniku diagnostycznego i niedoszacowania stadium
zaawansowania. Najlepszymi kandydatkami do zastosowania procedury SLND
w raku szyjki macicy sg chore ze zmiang pierwotng do 2 cm i ujemna cecha LVSI.

3. Rozszerzenie badania preparatéw weziow chitonnych o ich ultracienkie skrawanie
1 techniki immunohistochemiczne wedlug okreslonego protokolu umozliwia
uzyskanie informacji o rzeczywistym zaawansowaniu klinicznym w przypadku raka
szyjki macicy w stadium [A2-1B1 wg klasyfikacji FIGO.

Summary

Introduction

Cervical cancer (CC) is the second most common malignant female genital tract
tumor (after breast cancer) in the world, and the third most common malignant female
genital tract cancer in Poland, according to National Cancer Registry data. According to
those data, in the previous years the relative frequency in the recognition of CC
decreased. It may be a result of the National Program for Fighting Cancer, which started
in year 2005. Due to higher number of precancerous and early CC stage (limited to the
cervix) reports, it may be anticipated that more women will proceed with treatment
involving preservation of fertility. Such procedure bases on sparing surgeries, which
improve the quality of life while maintaining health. The “saving” refers both to the
reproductive function (preservation of the uterus and upper part of the cervix), and the
surgery scope, within the oncological minimum. Most of such decisions refer to lymph
nodes.

Methods for depicting the state of oncological patients are mainly computed
tomography (CT), magnetic resonance (MR) or, less often, positron emission
tomography with fluorodesoxyglucose (FDG-PET), which show a high degree of
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accuracy in evaluation of enlarged lymph nodes regarding the presence of metastases
(70-80% depending on the method), however their usefulness is limited in normal-sized
lymph nodes. Lymph nodes which are not enlarged may contain micrometastases (foci
< 2mm) or small macrometastases (< Smm), that may be invisible in the imaging study,
but present a significant threat when left without treatment.

The issue of the scope of clinical treatment is very important regarding early CC
(stages IA2-IB1, according to Feédeération Internationale de Gynécologie
et d'Obstétrique, FIGO), in which the risk of metastasis in single case is difficult to
predict, the metastasis may be detected with different histopathological methods, and
the intraoperative result of lymph nodes removal may be false negative. None of
histopathological tumor markers indicate in which lymph nodes the metastases may
locate. There is no method for preoperative examination of such lymph nodes, using
both currently available radiologic methods and intra- or postoperative histopathological
ones.

In oncology, the concept of a “sentinel” lymph node refers to detection of the
probable route of primary tumor spreading, which firstly occupies the sentinel lymph
node, and secondly follows its invasion route. The concept was described for the first
time by Ernest Gould, who developed the lymph drainage in parotid cancer.
Introduction of SLN concept to the common use was based on two statements:
1) penetration of cancer cells into SLN, which is the first “target” of lymph runoff,
determines the stage of the overall lymph node runoft, 2) when SLN is not occupied by
cancer cells — the prognosis concerning SLN removal (one or more LNs) does not differ
significantly from the one concerning radical removal of all regional lymph nodes.

The success of SLN concept was obtained in case of tumors in which the disease
spread proceeds via lymphatic vessels. The first to be included to this group were
melanoma, breast cancer and Merkel cell carcinoma. The method finds clinical
justification in the case of the three mentioned tumors, but also in vulvar, cervical and
endometrial cancers. Application of this method may be considered to bring certain
benefits for cervical cancer (defined by recommendation classes Ila or IIb according to
the principles of Evidence Based Medicine, EBM, which bases on reliable scientific
evidence). Therefore, application of SLNC method is scientifically and clinically
motivated.

In cervical cancer, the benefits of using this concept (regardless the stage of
tumor) result from better assessment of lymph nodes (better precision in tumor
classification in terms of prognosis — staging), due to possible detection of major
lymphatic routes and therefore examination lymph nodes within those routes. Another
advantage of this method is the precision of proceeding — it allows appropriate
classification of the patient towards adequate, available treatment methods. The next
important issue relating sentinel lymph node concept is carrying out the tests in women
which are mostly in the reproductive age at the time of diagnosis, and some of them are
planning to become pregnant. Determination of the oncological stage of the patients
with the highest possible accuracy and avoiding unnecessary or inappropriate treatment
are two main elements of care in women with CC, which gives sentinel lymph node
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concept. A significant contribution to the development of sentinel lymph node concept
in the field of gynecological oncology is brought by Polish scientists.

The main objectives of these studies were: to assess the feasibility of sentinel
lymph node detection and determination of the potential use of SLN in cervical and
endometrial cancers, and operations of selective removal of lymph nodes in vulvar
cancer. The study on the cervical cancer conducted at Polish center, from which this
thesis comes from, showed considerable sensitivity in the detection of metastatic lymph
nodes, and for the first time indicated the difficulty in carrying out SLN dissection, and
thus implementation of SLN concept in a case of cervical tumor larger than 2 cm. Two
years later this theory was confirmed with a publication of the results of a multicenter
study of the German group Arbeitsgemeinschaft Gyndkologische Onkologie (W orking
Group of Gynecologic Oncology, AGO), suggesting that patients may benefit from SLN
biopsy to stage IB1 <2 cm by FIGO. Currently, this issue is the subject of a multicenter
study in which the Polish participant is the Department and Clinic of Gynecology,
Gynecologic Oncology, and Gynecological Endocrinology, of Medical University of
Gdansk and the University Clinical Centre in Gdansk.

There is a problem arising from incomplete understanding of SLN expediency,
what may result in the lack of uniform standards for SLN procedures, but also existence
of various factors, often not taken under consideration, which may impede or prevent
interpretation of the results. Within the factors we may list: size (or localization in the
cervix) of the primary tumor, existence of metastases outside the predicted route of
disease spreading, difficulties with meeting method requirements — such as detection
and removal of sentinel lymph node from the both sides of the pelvis, some minimum
number of lymph nodes (even not specified with guidelines) necessary to reliably
determine the disease status in the enlarged lymph nodes (which are difficult to interpret
via intraoperative inspection of disease stages), possibility of ultrastaging (ultra-thin
cutting of histopathology specimen), and detailed knowledge of the medical history of
the patient (inflammation of the pelvis or former operations).

To this date, the broadest clinical study performed under supervision of prof.
David Cibula, included determination micrometastases values in SLN and their
influence on the prognosis, however such relationship was not studied including nSLN.
There are many scientific studies concerning examination of smaller groups, which
evaluated risk of micrometastases in nSLN, linking them with the safety of limiting
operation scope within the lymphatic system. Nevertheless, such comparison is difficult,
due to the fact that the authors use slightly different methods on each of SLN concept
stages. Numerous publications have not confirmed the actual value of ultra-specific
examination of resected nSLN (ultrastaging) in case of negative nSLNs. Obtaining
information about the total lymph drainage (in particular critical for the lymphatic
system), depending on the cancer stage and additional factors affecting metastases, may
finally give a reliable information about the cervical cancer metastatic potential, and
micrometastatic lymph node disease, or low volume lymph node disease, including also
isolated tumor cells (deposits <0.2 mm).
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Aims of the doctoral thesis

1. Determination of frequency and factors associated with the presence of
micrometastases in non-sentinel lymph nodes in the clinical cervical cancer stages
IA2 — IB1 according to FIGO (micrometastatic lymph node disease staging).

2. Description of procedures and protocol of evaluating sentinel and non-sentinel lymph
nodes by means of ultra-thin sectioning of lymph nodes preparations and
immunohistochemical evaluation (ultrastaging synopsis) with AE1/AE3 staining.

Materials and Methods

Materials

The group included 122 patients of the Clinic of Gynecology, Gynecologic
Oncology and Gynecological Endocrinology of the University Clinical Center — the
hospital of the Medical University of Gdansk. The patients were admitted to the center
due to operative primary cervical cancer, in the period of January 2010 and April 2014.
Due to not meeting the including criteria 82 of the patients were excluded from the
study. Despite including SLNC the following 13 patients we excluded due to ineffective
SLN detection. Finally, the study group included 27 patients with cervical cancer stage
IA2 and IB1 (FIGO criteria) in which at least one SLN was detected. All the patients
underwent operation including removal of regional lymph nodes and total or radical
hysterectomy. All the lymph nodes were subjected to histological preparation by means
of ultrastaging.

Methods

Before the surgery, a volume of 1 ml of methylene blue was injected in each of
four punctures of the vaginal part of the cervix. Lymph nodes were removed with
separating the labeled (sentinel) from the non-labeled ones (nonsentinel). Lymph node
samples were embedded in paraffin blocks and subjected to serial cutting every 150 pm,
and evaluated by ultrastaging with cytokeratin (CK) monoclonal antibodies AE1/AE3.
In brief, the method bases on layered cutting of the tissue paraffin blocks in 4 um scraps
in even distances (150 um). The microcuts are placed on silanized glass slides, two
samples of each level, the first was stained with hematoxylin and eosin (HE), and the
second was subjected to CK AE1/AE3 antibody.

Statistical analysis

The study involved independence chi-square test (to study the relationship
between dichotomous variables), t-Student test for two mean values and U-Mann
Whitney test for quantitative predictors. All the test were verified for meeting
application conditions. Moreover, ROC (Receiver Operating Characteristic) curves
were determined and AUC (area under ROC) was calculated to obtain the power of the
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discriminant variables. The level of significance in all the tests was 0.05. Statistical
analysis was run using Statistica 10 (StatSoft Inc., Polska).

Study hypothesis

1. Micrometastatic disease in non-sentinel lymph nodes in cervical cancer stages
[IA2-1B1 (FIGO) is diagnosed more often than on sentinel lymph nodes.

2. The condition of sentinel lymph node does not determine the condition of other
lymph nodes.

3. Extension of lymph node preparation examination with its ultra-thin cutting and
immunohistochemical techniques according to adequate protocol is not advised in
cervical cancer stages IA2-IB1 (FIGO).

Results

Secondary lesions in lymph nodes were detected in 11 out of 27 patients
(MAC — 5, MIC - 2, ITC — 4) — all IB1 stage according to FIGO. In 3 patients the
secondary lesions were found only in SLN(s), in 3 other only in nSLN(s), in 5 patients
in both SLN(s) and nSLN(s).

Within 516 removed and examined lymph nodes, 66 (12.8%) were SLN, and
56 (10.9%) contained secondary lesions. In 22 cases the positive lymph nodes contained
MAC, 22 — MIC, and 12 — ITC as major (dominant) lesion. Micrometastases were
found in 6/66 (9.1%) of SLNs and in 16/450 (3.6%) of nSLNs. Macrometastases were
found in 7 SLNs, and ITC in 3 SLNs, whereas 15 nSLNs contained MAC and 9 nSLN
contained ITC.

In 88.8% of patients (24/27) SLN condition correctly reflected condition of the
remaining removed lymph nodes. In 3 (11.2%) cases with unilateral SLN identification
lesions in nSLN were found, with the absence of lesions in SLN. In the first case MAC
was detected in the opposite side from the stained SLN. In the second patent, MIC was
detected on the side of SLN, and on the opposite side — MAC and MIC, and the size of
the primary tumor exceeded 4 cm (pT1b2). In the third patient, the presence of ITC in
nSLN was stated together with negative SLN.

Lesiosns in nSLN appear statistically more frequently in case of the primary
tumor > 2cm, comparing to tumor =< 2 c¢cm (73% vs 27%, p=0.01068), and in case of
LVSI (+) (p=0,04285). Histological type, grade and infiltration depth of the tumor did
not show statistically important correlation with the presence of MAC, MIC and ITC in
all lymph nodes or separately in nSLN. In the assessment of lesions risk in the lymph
nodes, the infiltration depth cutoff point, measured with Youden index, was stated to be
>8 mm.

SLN concept allowed to detect higher number of lymph nodes, than in routine
examination (an average of 4 more, p=0.046). Application of ultrastaging changed
N feature stage in 1 (3.7%) case (MIC detection), and in another case another
micrometastasis in nSLN paraaortic node, changing the M feature of the tumor. In the
group of positive sSLN in terms of MACs, much often MICs were found in nSLN
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(p=0.00721). Positive SLN(s) help in finding secondary lesions in nSLN(s) in the form
of MAC and MIC, but not ITC (p=0.0142).

Conclusions

1. Micrometastases are most often observed in sentinel lymph nodes (9.1%), in fever
cases in the remaining lymph nodes (3.6%). Factors increasing the risk of
micrometastases in nonsentinel lymph nodes are: tumor size > 2cm and infiltration of
blood and lymph vessels area.

2. Condition of SLN determines the condition of remaining lymph nodes when
identified bilaterally. In the case of lack of SLN identification you cannot reliably
state on the condition of lymph nodes on given side due to the risk of false diagnostic
result and underestimation of the stage. The best candidates for implementing SLND
procedure in cervical cancer are patients with preliminary lesion up to 2 cm and
negative LVSL

3. Extension of the examination of lymph nodes preparations with ultrathin cutting and
immunohisochemical techniques according to given protocol enables to obtain

information on the actual clinical stage of cervical cancer stage IA2-IB1 according to
FIGO.
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2. Wprowadzenie

2.1. Epidemiologia raka szyjki macicy

Obcigzenie spoteczenstw rakiem szyjki macicy (RSZM) jest odwrotnie
proporcjonalne do poziomu zaplecza medycznego (wyrazanego jako indeks rozwoju
ludzkiego — human development index, HDI) danego kraju lub analizowanego regionu
—u kobiet na $wiecie RSZM jest gtdwnym nowotworem zto$liwym obok raka piersi [1].
W krajach o $rednim HDI takim jak Polska, RSZM jest trzecim co do czgstosci
wystepowania nowotworem ztosliwym zenskich narzadéw piciowych po raku blony
Sluzowej trzonu macicy i raku jajnika [1, 2]. W ciaggu ostatnich 10 lat sprawozdawczosci
do Krajowego Rejestru Nowotworow, wzgledna czesto$¢ rejestrowania przypadkow
inwazyjnego RSZM zmniejsza si¢. W 2005 roku wdrozono Narodowy Program
Zwalczania Chorob Nowotworowych, obejmujacy bezplatng cytologie raz na 3 lata dla
kobiet od 25. do 59. r.z. Zmiana ta dla wspodtczynnika standaryzowanego wzgledem
populacji $wiata dla zachorowan na RSZM wynosita 3,9 (13.2 w 2001 r.19.3 w 2013 r.)
[2]. Wprowadzenie programu nie wplyngto jednak na zwigkszenie tempa spadku
warto$ci wspotczynnika zachorowalnosci i umieralnosci.

Dane epidemiologiczne dotyczace zachorowan i zgonéw z powodu inwazyjnego
RSZM w ciggu ostatnich 10 lat, pochodzace z KRN przy Centrum Onkologii
im. M. Sktodowskiej-Curie w Warszawie, przedstawia Wykres 1 [2].
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Linear (Wspodtczynnik standaryzowany zachorowalnosci dla rozpoznania C53)

Linear (Wartos¢ standaryzowanego wspdtczynnika dla zgondw dla rozpoznania C53)

Wykres 1. Wspoélczynnik standaryzowany dla zachorowan na nowotwor ztosliwy szyjki macicy (ktdrego
gldwnym przedstawicielem jest rak szyjki macicy, kod rozpoznan C53 wg Miedzynarodowej Klasyfikacji
Chorob ICD10) wciagu 13 lat analizowanego okresu (od 2001r. do 2013r.) oraz wspotczynnik
standaryzowany dla zgonéw dla rozpoznania C53 w Polsce wciggu 13 lat (od 2001r. do 2013r.).
Legenda: Skosne linie — linie trendu liniowego, gdzie wspotczynnik R? jest bardzo wysoki, co dobrze
$wiadczy o dopasowaniu modelu do danego szeregu czasowego. Wspotczynnik ,,a” (y = ax + b) ma
w obu przypadkach warto§¢ minusowa — w takiej sytuacji z kazdym rokiem warto§¢ obu wskaznikow
spada o odpowiednia warto§¢. Dane zroédlowe dostgpne na stronie internetowej KRN — raport dla
wspotczynnikoéw standaryzowanych zachorowan i zgonow dla kobiet, kazdego wieku, dla wszystkich
wojewodztw (www.onkologia.org.pl).
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Z powodu matlej liczby préb (13), na podstawie Wykresu 1. mozna wysnué
jedynie ogolny wniosek, iz $rednio wspotczynnik zachorowalnosci szybciej spada
z roku na rok niz wspotczynnik zgonow.

Wiodacym czynnikiem ryzyka zachorowania na RSZM jest przetrwale
zakazenie wirusem brodawczaka ludzkiego (human papillomavirus — HPV) o typie
onkogennym, do ktorego najczgsciej dochodzi poprzez kontakt seksualny [3-5]. Okoto
potowa przypadkéw rakoéw zaleznych od zakazenia réznymi drobnoustrojami u kobiet
stanowi RSZM, wywolany przez onkogenne typy HPV [6]. Zakazenie wirusem HPV
(ktore statystycznie najczesciej nie pozostawia po sobie nastepstw onkologicznych) jest
— w pewnym uproszczeniu — prawdopodobnie najczestsza chorobg przenoszong droga
plciowa na $wiecie, z czesto$cig zakazenia wynoszacg nawet 75-80% w ciggu zycia
kobiety [5,7]. Najczesciej spotykanym typem wirusa HPV jest typ 16, jednak proporcje
typow wirusa zakazajacego organizm kobiety sa zmienne — typ 18 cze$ciej mozna
stwierdzi¢ w raku gruczotowym niz ptaskonabtonkowym [8].

Podsumowanie epidemiologii RSZM znajduje si¢ w Tabeli 1. ponize;.

Tabela 1. Charakterystyka epidemiologiczna raka szyjki macicy [2,9].

Charakterystyka

m 3. pod wzgledem czestosci wystgpowania nowotwor ginekologiczny (nie wliczajac raka piersi) z ok.
2900 nowych zachorowan rocznie w Polsce [/

m 7. pod wzgledem czesto$ci wystepowania nowotwor ztosliwy u kobiet w Polsce!?!

m 6. pod wzgledem czesto$ci zgondw z powodu nowotwordw ztosliwych u kobiet w Polsce?!

m Stanowi ok. 6% nowotworéw ztosliwych u kobiet w Polsce*!?

m Najwiecej zachorowan wystepuje w 6. i 7. dekadzie zycia (50-70 lat) w Polsce!?!

m Najczestszy typ histologiczny — rak ptaskonabtonkowy (ok. 80%)

m Wiodacy czynnik wywotujacy — przetrwate zakazenie wirusem HPV 16 1 HPV 18

m Najczestsze stadium — rak ograniczony do szyjki macicy (wg FIGO — stadia IA1-IB1)"]

m Smiertelno$é zwigzana z nowotworem wynosi rocznie ok. 57,4% (1669 zgondéw na 2909 zachorowan
w roku 2013) w Polsce?!

* Wzigto pod uwage 20 najczestszych nowotworéw ztosliwych — opracowano na podstawie raportu
dotyczacego wspdtczynnikow standaryzowanych dla zachorowan i zgonéw w podziale na rozpoznania,
wygenerowanego dla kobiet od wieku 0 do wieku +oo za rok 2013r. dla wszystkich wojewddztw w Polsce
(www.onkologia.org).

2.2. Przebieg naturalny raka szyjki macicy

Rak szyjki macicy rozwija si¢ z tzw. ,,strefy przemian”, stanowigcej pogranicze
nabtonkéw plaskiego tarczy czgéci pochwowej 1 gruczotowego kanalu szyjki macicy.
Wirus HPV, wnikajagc do komoérek tego aktywnego mitotycznie obszaru, indukuje
proces metaplazji nablonka walcowatego gruczotowego w kierunku nabtonka ptaskiego,
powodujac miejscowe zmiany struktury tkankowej nazywane ogoélnie ,,dysplazja”. Jest
ona sklasyfikowana w trzech stopniach w zalezno$ci od zaawansowania przemian
w strukturze nabtonka wyrazonej w jego grubosci. Zmiany typu CIN (CIN — cervical
intraepithelial neoplasia, wewnatrznablonkowe nowotworzenie szyjki macicy lub
wedlug nowszej nomenklatury — SIL — squamous intraepithelial lesion — zmiana
srédplaskonabtonkowa, dzielona na duzy stopien — high grade lub maty stopien — low
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grade). Zmiany typu CIN (I/LG SIL, II-III/HG SIL) skladaja si¢ na chorobe
przedinwazyjng szyjki macicy (cervical preinvasive disease, CPD).

W trakcie rozwoju zmian nablonkowych udziat podtypéw wirusa HPV
zmienia si¢ — dopiero w raku inwazyjnym do HPV typ 16 dofacza si¢ typ 18, co
swiadczy o dynamicznym charakterze procesu zakazenia i przeobrazania nabtonka od
niewielkich zmian architektonicznych btony sluzowej do nowotworu [10].

Mechanizm kancerogenezy polega na wiaczaniu si¢ onkogendéw wirusowych E6
1 E7 do genomu komorki nablonkowej gospodarza i ekspresji bialek wirusowych
z uzyciem jego aparatu transkrypcyjnego. Biatko E6 oddzialuje z biatkiem p53
ostabiajgc mechanizmy naprawy genomu i hamujac proces programowanej $mierci
komorki (apoptozy), zas biatko E7 powoduje niekontrolowang proliferacje komorek
poprzez taczenie si¢ z biatkiem regulatorowym pRb (retinoblastoma protein). Oprocz
tego, biatka E6 1 E7 moga zmienia¢ odpowiedZ immunologiczng organizmu, co utrudnia
mu zwalczanie wirusa.

Zmiany bedace skutkiem przetrwalego zakazenia wirusem HPV typu
onkogennego i wniknigcia jego genomu zachodzg przez kilka lat, doprowadzajac do ich
klinicznego ujawnienia si¢. Jezeli zmiany te nie zostang wykryte, rak ujawnia si¢ dajac
objawy, ktorych nasilenie jest zazwyczaj zalezne od jego wielkosci 1 glebokosci
naciekania. Rak szerzy si¢ przez cigglos¢ w réznych kierunkach oraz poprzez sie¢
naczyn chtonnych, do ktérych wykazuje powinowactwo typowe dla ztosliwych
nowotworow nablonkowych.

Potwierdzono, ze nawet 50% przypadkéw wczesnego RSZM daje rozsiew do
uktadu chtonnego [11]. Stanowi to przestanke do pogtebiania wiedzy nad aktywnoscig
biologiczng choroby, mechanizmami jej rozprzestrzeniania si¢ — w szczegdlnosci
umiejscawiania si¢ komoérek RSZM w potencjalnie ,,uchwytnych leczniczo” miejscach,
jakimi sg wezly 1 naczynia chtonne.

2.3. Zarys rozwoju koncepcji wykrywania wartowniczego wezla chlonnego
w onkologii

Przerzutowanie jako proces przemieszczania si¢ komorek nowotworu do naczyn
krwiono$nych i umiejscawiania si¢ w odlegtych narzadach zostalo po raz pierwszy
opisane przez Josepha Claude’a Récamiera, za§ nazwisko Astleya Coopera jest
zwiazane z pierwszymi probami nastrzykiwania naczyn i weziow chtonnych [12].

Koncepcja wezla chtonnego wartowniczego w onkologii polega na wykryciu
najbardziej prawdopodobnej drogi (,.stacji”) szerzenia si¢ choroby nowotworowe;j
z pierwotnego guza. Wykrywanie odbywa si¢ w trakcie przedoperacyjnego badania
obrazujacego lub/i podczas przeprowadzanej operacji i usuwany jest jeden lub (czesciej)
kilka takich weztéw chionnych. Koncepcja ta zostala po raz pierwszy opracowana przez
chirurgow Leonarda R. Braithwaite’a w 1923 roku, ktory nadal okreslenie ,,wezet
wartowniczy”, oraz Ernesta Goulda w 1960 roku, ktory okreslit wezly chlonne
wartownicze dla raka §linianki przyusznej [13,14]. Wprowadzenie koncepcji SLN byto
oparte na zatozeniach, ze inwazja nowotworu do wezla chlonnego, nalezacego do
pierwszej stacji sptywu chtonki, wskazuje na stan calego dorzecza weztowego guza,
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a rokowanie wigzace si¢ z usunieciem jedynie SLN (w przypadku nieobecno$ci w nim
przerzutu) nie rézni si¢ w sposob statystycznie istotny od tego, ktore jest zwigzane
z radykalnym usunigciem weztdw chionnych [14]. Wyniki prac poprzednikow
potwierdzit niezaleznie Ramon Cabanas w 1977 roku, ktoremu przypisuje si¢ definicje
wezta chtonnego wartowniczego (Sentinel Lymph Node, SLN) [15].

Mozliwos$¢ zrealizowania koncepcji SLN zostala sprawdzona w tych
nowotworach, w ktorych do rozsiewu komoérek dochodzi przede wszystkim droga
naczyn chtonnych. Do tej grupy zaliczaja si¢ m.in.: rak piersi, czerniak skory,
nowotwory zenskich narzadéow plciowych, takie jak rak sromu, RSZM, rak btony
Sluzowej trzonu macicy [16-22] oraz nowotwory ukladu pokarmowego, m.in. rak jelita
grubego 1zotadka [23,24]. Koncepcja SLN stata si¢ jednym z krokéw milowych
w chirurgii onkologicznej po tym jak Morton 1 wsp. w 1992r. wykazali
korzy$¢z postgpowania oszczedzajacego pozostate wezly chlonne w czerniaku skory
przy ujemnych SLNs [17]. Doprowadzitlo to do rozszerzenia koncepcji SLN poza
czerniaka. Veronesi i wsp. stwierdzili, ze w odniesieniu do raka piersi, czuto$¢ metody
radioizotopowej (z uzyciem przedoperacyjnej scyntygrafii i $rédoperacyjnego uzycia
rgcznego detektora promieniowania gamma [y]) w wykrywaniu SLN wyniosta 97,5%
[25]. Dato to podstawe do uznania wydzielania i biopsji SLN (sentinel lymph node
dissection, ~ SLND)  jako  potrzebnego elementu oceny zaawansowania
kliniczno-patologicznego w tej chorobie. W raku piersi metoda ta zaczela by¢ zalecana
u chorych z wczesnym nowotworem w celu identyfikacji przypadkéw choroby bez
przerzutow do weztéw chlonnych — kandydatek do leczenia oszczedzajacego nie tylko
piers, ale takze wezty chltonne dotu pachowego [26]. Oprocz bezpieczenstwa
onkologicznego, takze skrocenie przebiegu pobytu pooperacyjnego oraz poprawa
jakosci zycia po operacji sklaniaja do uznania korzysci ptynacych z zastosowania SLND
[27]. Przydatno$¢ oceny SLN jest przedmiotem kontrolowanych badan klinicznych
w raku regionu glowy i szyi, tarczycy, phluca, przetyku, raka jelita grubego i raka
odbytnicy [28-33]. W wielu innych nowotworach, w tym dotyczacych zenskich
narzadow plciowych, trwaja badania nad tym zagadnieniem i1 nie nadano mu jeszcze
miejsca w optymalizacji postgpowania leczniczego.

RSZM jest powaznym kandydatem do SLND, gdyz gltéwna droga
przerzutowania tego nowotworu jest droga chlonna. Van Trappen 1 wsp. w 2001 roku
wykazali, ze najwigkszy ,.ci¢zar” mikroprzerzutow w RSZM znajduje si¢ w weztach
chtonnych potozonych najblizej guza, co dato podwaliny koncepcji SLN w tym
nowotworze [34]. Cytowani autorzy analizowali wystepowanie MICs w wezlach
chlonnych za pomoca zliczania liczby kopii cytokeratymy 19 pochodzacej z komoérek
nowotworowych za pomocg reakcji tancuchowej polimerazy (R7-PCR). Stwierdzili, ze
u 15 z 16 pacjentek z wykrytymi mikroprzerzutami w we¢ztach chtonnych, najwyzszy
poziom transkrypcji cytokeratyny 19 (CK19) znajduje si¢ w pierwszym wezle
chlonnym. Dargent i wsp. w 2000 r. przedstawili pierwsze doniesienie na temat
zastosowania koncepcji SLN w RSZM. Oparli swoje wyniki na analizie 23 chorych
z weczesnym zaawansowaniem raka, u ktorych stwierdzili po jednym lub dwoch SLANs,
uzywajac niebieskiego barwnika podawanego do szyjki macicy. Wsrod wszystkich
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usuni¢tych weztow chlonnych stwierdzono zajecie od jednego do trzech z nich,
a w kazdym przypadku przerzut byt obecny w co najmniej jednym SLN [35].

Pluta i wsp. dostrzegli, ze poza stwierdzeniem wykonalno$ci i skutecznos$ci
SLND, moze ona mie¢ daleko bardziej idacy skutek — wyselekcjonowanie pacjentek do
mniej radykalnych procedur operacyjnych [36]. Zakres uzytecznosci onkologicznej jest
réwniez szerszy — koncepcja SLN implikuje decyzje srodoperacyjne, pooperacyjne oraz
umozliwia najwyzszy stopien oceny klinicznej 1 histopatologicznej pozostatych weztow
chlonnych. Moze si¢ to odbywac¢ dzigki metodom szczegotowej analizy preparatow
histologicznych pod katem obecnosci w nich mikroprzerzutow.

2.4. Wartos¢ biopsji wartowniczego wezla chlonnego w raku szyjki macicy

Jak juz wspomniano w cytowanej pracy badawczej van Trappena i wsp., SLN
stanowi pierwsze ogniwo tancucha przerzutow w RSZM [34]. Znaczenie kliniczne
koncepcji SLN najlepiej oddaje pytanie, zadane przez prof. T. Demkowa w publikacji
ksigzkowej poswieconej SLN: ,,Czy celowe jest narazenie znacznej liczby chorych na
okaleczajacy zabieg limfadenektomii, gdy niewiele z nich mogto odnie$¢ korzysé
z zastosowanego leczenia?” [37]. W przypadku RSZM w grupie rakéw wczesnych
(IA1-IB1 1 miejscowo zaawansowanych IB2-1IB wg klasyfikacji FIGO), czestos¢
wystepowania przerzutow do weztow chtonnych wynosi odpowiednio 0,5-5% i 12-27%
[38-42]. Niektorzy autorzy sa zdania, Ze nie nalezy rutynowo usuwaé weziow
chtonnych w raku [A2 wg klasyfikacji FIGO ze wzgledu na niskie ryzyko przerzutow
[38]. Wydaje si¢, ze chore na RSZM w stopniach IB-ITA sa lepszymi kandydatkami do
SLND ze wzgledu na duzy odsetek przypadkéw, w ktorych u chorych kwalifikowanych
do SLND (cNO wg klasyfikacji Union Internationale Contr le Cancer, UICC) nie
stwierdza si¢ dalszych przerzutow tak czgsto jakby to moglo wynika¢ ze stadium
kliniczno-chirurgicznego nowotworu [43].

Podobnie jest w przypadku raka glowy 1 szyi. Psychogios i wsp. zbadali odsetek
ukrytych przerzutoéw w weztach chlonnych u 636 chorych na raka glowy i szyi (jamy
ustnej 1 wszystkich czgéci gardia) przy weztach chtonnych niezajetych klinicznie (cNO).
Analizowano chorych poddanych operacji z elektywnym wycigciem weziow chtonnych
w ciggu 30 lat (1980 r.-2010 r.). Przerzuty stwierdzono w 158 przypadkach (24,8%)
[44]. Wsrod specjalistow zajmujacych si¢ leczeniem chorych na raki regionu glowy
1 szyi panuje poglad, ktory gtosi, ze gdy ryzyko (mikro)przerzutow dla danego ogniska
pierwotnego jest okre$lone na >20%, nalezy podja¢ elektywna operacje weztowa [45].
W przypadku raka gtowy i szyi nie dysponujemy do tej pory wynikiem chociaz jednego
badania z randomizacja, ktore by stwierdzalo, Zze mozna, z Wwysokim
prawdopodobienstwem nie znalez¢ przerzutoéw w wezlach chtonnych ani przy cNO, ani
przy ujemnych pod wzgledem przerzutow (mikroprzerzutow) wartowniczych weztach
chlonnych szyi. Dla RSZM Tax 1 wsp. opublikowali niedawno przeglad 47 badan,
gromadzacych 4130 chorych, w ktorym stwierdzili, ze ryzyko ukrytych przerzutow do
weztow chtonnych w przypadku stadidow zaawansowania wg klasyfikacji FIGO 1A2,
IBI, TIA z guzem <4 cm z cNO i po stwierdzeniu obustronnie ujemnych SLNs
w ultrastagingu, wynosi 0,08% [43].
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Rak regionu glowy i szyi moze by¢ dobrym punktem odniesienia dla RSZM
ze wzgledu na zblizong biologie tej grupy nowotworéw i dajacg si¢ porownac
lokalizacj¢ — czgsto w linii posrodkowej ciala, z wzajemng siecig powigzan wezlow
chtonnych szyi, co zbliza te nowotwory do RSZM 1 jego posrodkowego umiejscowienia
w miednicy bogatej wraz ze skomplikowang siecig naczyn iwegziow chtonnych.
We wczesnym RSZM ryzyko to nie sigga 20%, dlatego — w przeciwienstwie do rakow
glowy i szyi — istniejg nadzieje na zastosowanie w nim koncepcji SLN.

Z powyzszych dwoch podrozdziatlow mozna wysnu¢ wniosek, ze istnieja pewne
przestanki, aby uwaza¢ koncepcj¢ SLN jako uniwersalng koncepcje, sprawdzalng
w wielu nowotworach, a w duzej czegsci przypadkoéw przekladajaca si¢ na zysk
diagnostyczny lub/i leczniczy.

Nalezy przy powyzszych rozwazaniach zwroci¢ uwage, ze znaczacy wkilad do
rozwoju koncepcji SLN wnie$li rowniez polscy badacze, wpisujac si¢ nurt zwolennikow
koncepcji SLN w nowotworach zenskich narzadéw ptciowych [19,36,46,47]. Gtownymi
celami polskich izagranicznych badan dotyczacych SLN w RSZM byly: ocena
wykonalnos$ci wykrywania SLN i okreslenie potencjalnego zastosowania badania SLN
w RSZM u chorych operowanych z dostepu przezbrzusznego, a w raku sromu — zakresu
operacji usuniecia weztdw chtonnych. Jako jedni z pierwszych badacze z osrodka pracy
doktorskiej wykazali m.in. znaczng czulo§¢ w wykrywaniu przerzutowych weztow
chlonnych z uzyciem tej metody i po raz pierwszy wskazano na wyzszy stopien
trudnosci w zrealizowaniu tej procedury, gdy guz nowotworowy przekracza $rednice
2 cm [46]. Ta obserwacja zostata nastgpnie potwierdzona w wieloosrodkowym badaniu
niemieckiej Grupy Roboczej Onkologii Ginekologicznej (Arbeitsgemeinschaft
Gyndkologische Onkologie, AGO). Wynikiem polskich i niemieckich do§wiadczen byta
sugestia, ze chore na RSZM moga odnie$¢ najwieksza korzys¢ z biopsji SLN do stadium
zaawansowania IB1 wg klasyfikacji FIGO z wielkoscig guza <2 cm [48]. Obecnie
kwestia granicy wielko$ci guza jest przedmiotem badan, ktére rozpoczat Prof.
A. Schneider kierujac Uniwersytecka Klinika Ginekologii i Onkologii Ginekologicznej
w Berlinie (Klinik fiir Gyndkologie mit Schwerpunkt Gyndkologische Onkologie,
Universitdtsklinikum Berlin-Charité). Szczegdlnym celem tego zespolu jest okreslenie
technicznej wykonalnosci 1 praktycznej przydatnosci leczniczej SLND we wczesnych
stadiach RSZM do raka ograniczonego do szyjki macicy do 2 cm wiacznie. Jako polski
uczestnik badania brat udzial takze o$rodek, z ktérego pochodzi niniejsza praca
doktorska, a autor réwniez uczestniczyl w operacjach przeprowadzanych zgodnie
z protokotem badania. Nalezy przy tym podkresli¢, ze 5 pacjentek z tego badania
zostato ujetych w pierwotnym materiale do niniejszej pracy doktorskie;j.

W kolejnych publikacjach, w ktoérych sprawdzano koncepcj¢ SLN w RSZM,
mozna bylo spotka¢ okreslenie ,,guz niskiego ryzyka”, co odnosi si¢ do ryzyka
przerzutow do wezlow chlonnych, jakie niesie ze soba guz o okreslonych cechach
morfologicznych 1 histologicznych. Niektorzy autorzy, tacy jak Devaja 1 wsp.
zaprzeczali jednak znaczeniu niektorych wlasciwosci pierwotnej zmiany nowotworowe;j
[49]. W odniesieniu do znaczenia wielko$ci guza twierdzili oni, Ze nie jest to
miarodajny czynnik — wedtug nich wezty chtonne wartownicze przy wigkszych guzach
nie wybarwig si¢, albo wybarwig si¢ nie te, ktore sg prawdziwie wartownicze.
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Dowodem przeciwnym na to twierdzenie s3 wyniki badania pod kierunkiem prof.
Cibuli, ktoére objeto duzg liczbe chorych [40]. Sugerujg one, ze mikroprzerzuty w SLN
maja znaczenie rokownicze pod warunkiem, ze procedur¢ SLND wykona si¢
prawidtowo, a znaczenia nie mialy stadium nowotworu czy jego wielko$¢. Spory
o warunki i mozliwe do uzyskania korzysci z koncepcji SLN w RSZM trwaja. Kato
1 wsp. sugeruja na przyktad, ze w stadium FIGO IB1 RSZM powinno si¢ usung¢ wezty
chtonne z kilku miejsc anatomicznych, niezaleznie od zastosowania procedury SLND
[50]. Kwestie te sg szerzej opracowane w dalszej cze¢sci niniejszej rozprawy doktorskie;.

Jak mozna wywnioskowaé¢ z powyzszych rozwazan, proby wykorzystania
koncepcji SLN napotykaty pewne problemy, a sama koncepcja — niesie z sobg pewne
niejasnosci. Na dzisiaj nie jest mozliwe powiedzenie, w jakich stanach zaawansowania
RSZM nalezy zastosowac¢ procedure SLND. Wydaja si¢ wigc potrzebne dalsze proby
testowania tej procedury w RSZM, aby sprawdzi¢ jej przydatno$¢, tak jak miato to
miejsce w raku piersi. W Klinice, w ktérej zebrano material do niniejszej pracy
doktorskiej, rutynowym postepowaniem jest podawanie niebieskiego barwnika
w kazdym przypadku operacyjnego RSZM. Jest to bezpieczne i tanie postgpowanie,
a z doswiadczenia Kliniki, takze popartego wcze$niejszymi rozwazaniami i wynikami
badaf, mozna stwierdzi¢ poprawe jakosci (doktadno$ci) operacji dzigki lepszemu
uwidocznieniu istotnych weztéw chtonnych [51,52].

Podejscie to znajduje rowniez odzwierciedlenie w migedzynarodowych
programach badawczych, jakim jest np. badanie SENTICOL 2 (Ganglion Sentinelle
dans le Cancer du Col). Zaklada ono poréwnanie techniki SLND laczonej z peing
limfadenektomig z uzyciem tylko techniki SLND u pacjentek z RSZM.

2.5. Rola mikroprzerzutow w wezlach chlonnych w raku szyjki macicy

Wedhug definicji American Joint Committee on Cancer (AJCC) ustalonej dla
raka piersi, mikroprzerzuty okresla si¢ mianem depozytow nowotworowych w wezlach
chtonnych o wielkos$ci wigkszej niz 0,2 mm lecz nie wigkszej niz 2 mm [53]. Rola
mikroprzerzutow w wezlach chtonnych, a zwlaszcza SLN byla przedmiotem wielu prac
badawczych [54-57]. W tych badaniach skupiono si¢ na: 1) mozliwo$ci przewidywania
dalszych przerzutéw w innych weztach chlonnych, a wigec ocenie bezpieczenstwa
onkologicznego zastosowania tej procedury, 2) probie wykazania, ze we¢zly chtonne
zawierajace mikroprzerzuty maja znaczenie predykcyjne i rokownicze zblizone do
makroprzerzutow (> 2 mm) [54,58]. Oba te cele byly dotychczas najlepiej okreslone
1 najpetniej zrealizowane w cytowanych badaniach badaniach Prof. D. Cibuli.

»Wyizolowane” lub ,jizolowane komorki nowotworu” (wspotistnieja dwie
nazwy w literaturze przedmiotu, ITC — isolated tumor cells), definiowane s3 jako
,»zlewne” skupisko komorek o $rednicy 0,2 mm lub mniejszej, lub pojedyncze komorki,
nie powodujace ,,zagniezdzenia si¢” komoérek raka w wezle chtonnym, a tym samym
powickszenia go. Powigkszenie wezta chtonnego (> 10 mm w osi krétkiej) nastepuje
dopiero wowczas, gdy rozwija si¢ w nim makroprzerzut, definiowany jako obecno$¢
skupiska komorek nowotworowych mierzacego wiecej niz 2 mm. W wielu przypadkach
jednak makroprzerzuty (jak rowniez mikroprzerzuty) nie powoduja powigkszenia
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weztow chlonnych, sprawiajac, ze wezty chionne sg klinicznie nieme i traktowane jako
niezajete (klinicznie NO). Wszystkie wezty chlonne zajete przez komorki nowotworowe
a niewykryte w badaniach klinicznych nazywane sg ,,przerzutami utajonymi” lub
,klinicznie niejawnymi” (clinically occult) [59]. Watpliwosci w okre$laniu statusu
weztow chlonnych budza jedynie I7C, ktérych nie uwaza si¢ za przerzut, ale ich
obecnos¢ odnotowywana jest w klasyfikacji 4JCC 1 UICC.

W Tabeli 2. zawarto cechy /7C i mikroprzerzutow, ktore zasadniczo rdznig si¢
od siebie (na podstawie pracy Hermanek i wsp. [60]). Na Rycinie 1. w uproszczony
sposob przedstawiono wezet chtonny oraz definicje tzw. ,,zdarzen” w weztach
chtonnych — makroprzerzutoéw (MAC), mikroprzerzutow (MIC) oraz ITC.

Tabela 2. Cechy wyizolowanych komorek nowotworu i mikroprzerzutu [60].

Wyizolowane komérki

Cecha HOWOLWOrowe Mikroprzerzut
Wielkos¢ <0,2 mm >(,2 mm, <2 mm
Kontakt ze $ciang zatoki” - +
Naciekanie §ciany zatoki” - +
Reakcja podscieliska - +
Proliferacja poza zatoke” - +

“Dotyczy zatoki brzeznej, miedzygrudkowej lub rdzenne;.

wyizolowane komaorki
zatoka nowotworu (ITC)
miedzygrudkowa

naczynie aferentne

A

mikroprzerzut

grudka
chionna

zatoka brzezna

zatoka rdzenia makroprzerzut

E

naczyme efaranine

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie wezta chlonnego wraz z rozréznieniem zmian nowotworowych
na makroprzerzut, mikroprzerzut i wyizolowane komadrki nowotworu.

Kontakt ze $ciang zatoki brzeznej lub dalsza penetracja komoérek nowotworu do
zatok miedzygrudkowych 1 rdzennych doprowadza do implantacji komoérek w zrab
wezla chtonnego. Pomimo posiadania definicji 1 znajomos$ci réznic biologicznych,
istnieje jednak wcigz wiele niewiadomych odnoszacych sie¢ do roli mikroprzerzutéw
w weztach chlonnych. Zaréwno twierdzenia dotyczace uzytecznosci koncepcji SLN,
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poparte wynikami cytowanych wcze$niej badan, jak i kontrowersje, przedstawiono
w Tabeli 3.

Tabela 3. Stwierdzenia i kontrowersje dotyczace roli mikroprzerzutow w weztach chtonnych w raku
szyjki macicy.

Stwierdzenie m Warto bada¢ SLN pod wzglgdem obecno$ci mikroprzerzutéw, gdyz ich wykrycie
poprawia szans¢ na calkowite wyleczenie. Z drugiej strony wykrycie przerzutu
kazdej wielkosci (w wyjatkiem [7C) pogarsza rokowanie w poréwnaniu do
sytuacji, gdy rak nie dal przerzutow do weztdw chtonnych (istnieja dowody EBM
klasy II).

m Mikroprzerzuty do SLN moga by¢ tak samo wazne dla precyzji okreslania
charakteru postepowania klinicznego co przerzuty o wigkszej Srednicy — tj.
makroprzerzuty (istnieja dowody EBM klasy II).

Kontrowersje m Czy bada¢ nSLN na obecno$¢ mikroprzerzutéw tylko przy dodatnich SLN(s) czy
przy ujemnych rowniez?
m Jakie powinno by¢ leczenie po stwierdzeniu tylko mikroprzerzutow — w SLN oraz
w nSLN (zakladajac, ze nalezy bada¢ nSLN na obecno$¢ mikroprzerzutow?)

2.6. Ultrastaging i jego kontekst kliniczny

Ultrastaging jest bardziej doktadng metoda obrébki histologicznej preparatu
tkankowego (np. weztéw chlonnych) niz metoda rutynowo stosowana w praktyce.
Ultrastaging polega na ,,seryjnym” skrawaniu preparatu wezta chtonnego co niewielki
odstep (od 40 do 250 um) na ,ultracienkie” plasterki, a nastgpnie barwieniu ich
hematoksyling 1 eozynag (HE) lub/i technikami immunohistochemicznymi (/HC).
Ta metoda ze wzgledu na swojg czasochtonno$¢, byta stosowana w przypadku SLN,
natomiast duzo rzadziej stosowano ja w przypadku wszystkich weztow chionnych.
Ultracienkie skrawanie pozwala na znalezienie MICs lub pojedynczych skupisk
komorek nowotworowych. Metoda ta, z uzyciem technik /HC (np. zastosowanie
przeciwcial przeciwko cytokeratynom — bialkom strukturalnym komorki), pozwala na
znalezienie dodatkowych ognisk przerzutowych w weztach chtonnych w $rednio 10%-
20% przypadkow raka [61,62].

Do innych mozliwych do zastosowania technik wykrywania przerzutow nalezg,
poza ultrastagingiem histologicznym, takze badania molekularne, np. ilo§ciowa reakcja
tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (R7-PCR), pozwalajace zidentyfikowaé
DNA wirusa HPV lub transkrypty (mRNA) CK19 [34,63].

Techniki bazujace na metodzie PCR sa w stanie wykry¢ DNA wirusa HPV
w weztach chtonnych ujemnych pod wzgledem histologicznym. Héfner 1 wsp. zbadali
70 pacjentek z RSZM (70% stanowil wczesny rak), u ktoérych usunigto 140 weztow
chtonnych. Badacze poréwnali wyniki z 10 zdrowymi pacjentkami. Wykazali oni,
ze markery molekularne (mRNA CK19 1 mRNA HPV 16 E6) roznily si¢ poziomem
ekspresji w ujemnych histologicznie wezlach chtonnych — ponad dwukrotnie mniejszy
odsetek dodatnich wynikéw ekspresji miata HPV 16 E6 (33,9%) niz CK19 (80,4%), co
wskazywalo na wyzszg specyficzno$¢ oznaczenia HPV 16 E6 [64]. Nie porownywano
jednakze ekspresji tych markeréw molekularnych z markerami histologicznymi
w warunkach ultrastagingu z uwzglednieniem rachunku koszt-efektywno$¢, cho¢ sam
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PCR w ultrastagingu byt przeprowadzony na grupie 30 chorych z bardzo dobrym
skutkiem diagnostycznym [65]. Taka analiza bytaby niewatpliwie bardzo warto$ciowa
w odniesieniu do opracowania standardu postepowania diagnostycznego.

Analizowane s3 réwniez nowe markery: w plaskonablonkowym raku jamy
ustnej oceniano procent immunodetekcji markera DSG3 i stwierdzono, ze ten marker
w  100% dyskryminuje wolne wezly chlonne od przerzutowych [66]. Nie
przeprowadzono odpowiadajacych analiz dla DSG3 w przypadku RSZM. P16, marker
nieodwracalno$ci progresji zmiany przedinwazyjnej (HG SIL), okazat si¢ dobrym
markerem przewidywania przerzutow w wezlach chlonnych, ale nie badano go jak
dotad w weztach chlonnych jako markera komorek RSZM w ultrastagingu [67,68].
Obecnie mozna powiedzie¢, ze standardowa metoda oceny weztow chionnych
w ultrastagingu w przypadku RSZM jest IHC.

Znaczenie MICs jest jednak wcigz kontrowersyjne, tak jak sama koncepcja SLN.
Wedtug jej zwolennikow oraz zwolennikow seryjnego skrawania weziow chtonnych
w RSZM, metody te wzajemnie si¢ uzupehniajac, pozwalaja na wykrycie réznych drog
przerzutowania i umozliwiaja znalezienie mikroprzerzutow oraz I[TC. Znaczenie tych
pierwszych wydaje si¢ juz blizsze ustalenia po cytowanych wyzej publikacjach, trzeba
jednak podkresli¢, ze zostato ono okreslone dla weztdw chionnych wartowniczych
[40,54]. Znaczenie ITC wciaz nie jest wyjasnione — jednak ich wykrycie i1 ujawnienie
niekorzystnego wpltywu na rokowanie moze by¢ jeszcze trudniejsze 1 bardziej
czasochtonne niz MICs. Dostgpno$¢ techniki i umiejetne jej wykorzystanie moga
poprawi¢ ogolng wykrywalno$¢ przerzutow w weztach chionnych, o ile uzywa sig
wszystkich dostepnych metod wyznakowywania weziow chtonnych. Taka idealna
procedura polegalaby na znakowaniu radioaktywnym technetem, podawaniu
barwigcego znacznika oraz planowaniu przebiegu procedury SLND w przedoperacyjnej
limfoscyntygrafii z pdzniejszym wykonaniem $rodoperacyjnego wykrywania SLN
1 nSLN detektorem promieniowania y oraz pod kontrolg wzroku [39].

Obustronno$¢ wybarwienia lub/i radio-oznaczenia SLN, uznawang za jeden
z wyznacznikow jako$ci procedury, udaje si¢ uzyska¢ w szerokim zakresie w roznych
badaniach (od 47,4% do 80,8%), gtdwnie w zalezno$ci od liczby uzytych technik [49,
69-73]. Nieliczni autorzy po$wigcili swoje prace badawcze na uwagi na temat
ograniczen w skuteczno$ci procedury. Pogarszaja ja (niepowodzenie w wykrywaniu
— wezly chlonne falszywie ujemne) — niewytrenowanie chirurga w biopsji weztow
chlonnych [74], duze wezty chlonne (ktéore powoduja, Ze znacznik penetruje do
przymacicz 1wykrywa si¢ wezly tam umiejscowione) [74], duza objetos¢ guza
pierwotnego (> 2 cm [46,48,69], a wedlug niektérych badaczy > 3cm [70]), co ma
pozniej znaczenie w dobieraniu odpowiedniego leczenia do stanu zaawansowania
choroby. Na jako$¢ procedury SLND wydaje si¢ nie mie¢ wptywu liczba uzytych
technik, pod warunkiem dobrego podania znacznika (rownomierne podanie na zewnatrz
guza, ewentualnie w sklepienia pochwy jak najblizej guza, jesli to jest mozliwe) [70],
cho¢ wigkszos$¢ autorow taczy dwie lub trzy metody dla poprawienia efektu
diagnostycznego. Nie jest jednak pewne, czy mnogos¢ uzytych technik podnosi krzywa
uczenia si¢ tej procedury, gdyz nie wszyscy zgadzaja si¢ co do tego [71]. Inne markery,
umozliwiajace zakwalifikowanie pacjentek do grupy wysokiego ryzyka przerzutéw do
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weztow chtonnych 1 wystapienia wznowy, takie jak squamous cell carcinoma antigen
(SCC-4g), moga shizy¢ nie tylko w charakterze ,detektorow” komorek
nowotworowych, ale rowniez przydatne jako dodatkowe czynniki predykcyjne [74].
Grueneisen 1 wsp. twierdza, ze badanie PET-RM pozwala na identyfikacje weztow
przerzutowych (cN1) w 80% przypadkéw, a takze umozliwia wykrycie przerzutow
w weztach chtonnych innych niz regionalne [75]. Odmiennego zdania sg jednak inni
badacze, cho¢ odnosza swoje wyniki do badania fuzyjnego PET-TK w RSZM. Na
przyktad Driscoll 1wsp. uwazaja (za Sironim 1wsp.), ze PET-TK nie wykrywa
przerzutow mniejszych niz 5 mm w wezlach chlonnych — awigc wszystkich
mikroprzerzutow 1 cze$ci makroprzerzutow [76,77]. Cytowani powyze] Grueneisen
iwsp. w innym badaniu (dotyczacym raka piersi) porownali wyniki doktadno$ci
stagingu w badaniach PET-RM i PET-TK oraz samego RM. Nie stwierdzili wyzszosci
badan fuzyjnych nad samym RM w ocenie doktadnosci opisu cechy T nowotworu [78].
Autor nie zna takiego badania dla RSZM 1 nie moze powiedzie¢, czy PET-TK lub
PET-RM stanie si¢ wkrotce metodg referencyjng stagingu, ani tez, czy kiedy§ PET
zastapi np. ultrastaging immunohistochemiczny w tym nowotworze.

2.7. Uzasadnienie podjecia badan

Czesto$¢ zmian przednowotworowych i inwazyjnych w szyjce macicy mozna
przyja¢ za wzglednie stata w populacji (szczepienia przeciwko wirusom HPV 16 1 18
obejmuja jak na razie jedynie wycinek polskiej populacji), ale nastgpuje zauwazalne
przesunigcie rodzaju rozpoznan w strong stanéw przedinwazyjnych. Z powodu
zwigkszenia czgstosci rozpoznawania stanéw przedrakowych i1 wczesnego RSZM
(ograniczonego do szyjki macicy), dzigki wprowadzaniu zasad profilaktyki ujetych
w Narodowym Programie Zwalczania Choréb Nowotworowych, u coraz wigkszej
liczby kobiet bedzie dochodzi¢ do decyzji leczniczych dotyczacych zachowania
ptodnosci lub wykonania operacji oszczedzajacych.

Rak wczesny okres$lony jest jako ograniczony do narzadu, z ktorego si¢
wywodzi — w przypadku RSZM jest to stopien I wg klasyfikacji FIGO oraz
AJCC/UICC, a takze Miegdzynarodowej Agencji do Badan nad Rakiem
(IARC — International Agency for Research on Cancer). Radykalne usunigcie macicy
w polaczeniu z usunigciem we¢ztow chtonnych miednicznych (wycigcie regionalnych
weztow chlonnych) pozostaje standardowa metoda leczenia kobiet chorych na RSZM
we wczesnym stadium. Procedury lecznicze staja si¢ jednak obecnie bardziej
dopasowane do stanu zaawansowania klinicznego choroby. Dotyczy to zar6wno
aspektéw miejscowych rozwoju RSZM (najmniejszy bezpieczny zakres resekcji raka),
jak 1 wezlow chlonnych (najmniejsza bezpieczna liczba weztéw chlonnych), a takze
obejmuja kwestie odleglych nastepstw fizycznych i psychicznych u chorych.

W RSZM korzysci z procedur oszczgdzajacych moga pltynaé przede wszystkim
ze zwigkszenia doktadnos$ci oceny weztow chlonnych, gdyz aby usungé mniejszy zakres
zdrowych tkanek, nalezy by¢ pewnym bezpieczenstwa takiego postgpowania. Redukcja
niepotrzebnego zakresu operacji moze potencjalnie dotyczy¢ kazdego stadium
nowotworu. Pierwsza korzyscig jest obnizenie ryzyka powiklan pooperacyjnych, ale

27



z punktu widzenia korzy$ci diagnostycznych jest nig mozliwo$¢ potencjalnego
wykrycia istotnych drég chlonnych i1 zbadania weztéw chtonnych w tych drogach,
a kolejng — swego rodzaju selekcja (friage), dotyczaca wyboru leczenia dla chorej (a nie
chorej do leczenia, medycyna spersonalizowana), trzecia za$§ — podkre§lang przez
niektérych ginekologoéw-onkologéw — potrzeba badan nad SLN w nowotworach
zto$liwych zenskich narzadéw plciowych z uwagi na to, ze znaczna czg$¢ chorych
kobiet znajduje si¢ w wieku reprodukcyjnym i planuje zajScie w ciaze [79].

Identyfikacja tych pacjentek z wezesnym RSZM, u ktérych mozna by zaniechaé
pelnego leczenia regionalnego pod wzgledem weziow chlonnych, bylaby wymiernym
efektem zastosowania procedury SLND. Korzy$ci, ktore mozna osiggnaé przez
zaoszczedzenie weztow chlonnych (tam, gdzie jest to mozliwe) sg podobne do tych
osigganych w przypadku chorych na inne nowotwory, np. raka piersi. Tabela 4.
przedstawia powiktania radykalnych interwencji chirurgicznych w RSZM [80]. Tych
powiktan mozna by przynajmniej czeSciowo unikngé poprzez wprowadzanie
i udoskonalanie nowych technik operacyjnych, do ktérych nalezy SLND.

Tabela 4. Powiklania zwigzane z wycigciem wezldw chtonnych (zakres rozszerzonego usunigcia macicy)
[80].

Charakter powiklania Objawy (manifestacja kliniczna)

Krwiak wymagajacy lub niewymagajacy drenazu;

Zwickszone krwawienie zwigzane . o
N 4 niedokrwisto$¢; objawy choroby zakrzepowo-

z preparowaniem weztow chtonnych

Zatorowej
Uszkodzenia sasiadujacych narzadéw — przede Wyciek moczu z przecigtego moczowodu lub
wszystkim moczowodu zakazenie uktadu moczowego
Uszkodzenia nerwow Zaburzenia ruchowe lub czuciowe
Bl pooperacyjny Rézne nasilenie i umiejscowienie bolu

Obrzek limfatyczny konczyn dolnych

(zwlaszcza po nastepowej radioterapii Oz Ltz lhiyrel eyt o F a5

z zakresu rehabilitacji i fizykoterapii

pooperacyjne;j)
Torbiele limfatyczne Dyskomfort, bol brzucha, zakazenie
Zakazenie miednicy Zespot boélowy miednicy mniejszej

Zwickszone ryzyko ponownej operacji -

Zaréwno sama technika SLND, jak i zatozenie, iz mozna si¢ na niej oprzec
w okre$laniu rodzaju leczenia, s3 jednak obarczone pewnym ryzykiem biedu.
Niedopracowanie techniki, czynnik ludzki (polegajacy na niedostatecznym wyuczeniu
si¢ techniki 1 braku dos§wiadczenia), zbyt daleko idgce wnioski wysuwane na podstawie
jedynie oceny SLNs w trakcie operacji (badanie §rddoperacyjne) albo po niej (badanie
pooperacyjne) tylko wybranego poprzez znakowanie fragmentu sptywu chlonnego,
moze doprowadzi¢ do blednej (nieoptymalnej) oceny zaawansowania
kliniczno-patologicznego choroby. Moze tak dzia¢ si¢ zwlaszcza w kontekscie
adekwatnosci  operacji lub zastosowania leczenia adjuwantowego (glownie
chemioradioterapii). Odsetek detekcji mozliwych do wykrycia mikroprzerzutow
podczas badania §rddoperacyjnego moze by¢ bardzo niski i siega¢ 33% [69], a czulosé
tego badania pod tym wzgledem moze wynosi¢ 20,7% [81]. Niektorzy jednak uzyskuja
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wyniki znacznie wyzsze — blisko 100% czulo$ci [72]. Szacuje si¢, ze czgstosé
stwierdzania mikroprzerzutéw okreslanych jako ujemne w badaniu rutynowym wynosi
okoto 4 — 15% [38]. Ultrastaging, poza dokladna oceng SLN, ktora oferuje, moze
okaza¢ si¢ niezbedny w ocenie wszystkich wezlow chlonnych i1 by¢ zalecony do
w rutynowej praktyce klinicznej. Gtéwnymi 1 uniwersalnymi celami zastosowania tej
metody moze by¢ optymalny staging, co pozwala na okreSlenie zasiggu operacji
dotyczacej wezlow chtonnych ipola radioterapii. Kolejna korzy$¢ z procedury SLN
moze si¢ wigc takze odnosi¢ do wyzszych niz wczesne stadiow raka.

Wydaje si¢ jednak, ze aby wiarygodnie wypowiedzie¢ si¢ o stanie przerzutow do
weztow chlonnych, nalezy zbada¢ pewng ich liczbg. Jest ona nieznana dla RSZM, cho¢
dla np. raka piersi sugerowane jest usuwanie nie wigcej niz 5 SLNs oraz tych, ktore sa
podejrzane palpacyjnie [82,83]. Krytycy koncepcji SLN w RSZM podkreslaja fakt, ze
trudno jest wiarygodnie przewidzie¢ drogi szerzenia si¢ przerzutdw RSZM, gdyz
zmienia si¢ funkcjonalno$¢ tych drog wskutek licznych chorob zapalnych w zyciu
kobiety, przebytych operacji, a same we¢zly chlonne — uznane za wartownicze i ujemne
— w rzeczywistosci mogg nie by¢ prawdziwie wartownicze. Moze by¢ to spowodowane
roznorodnymi drogami sptywu chtonki i niemozliwa do stuprocentowego okreslenia
szansg na wykrycie wszystkich mozliwych drég, nawet przy uzyciu wszystkich
dostgpnych technik identyfikacji. Na poparcie tych tez nie ma jednak zbyt wielu
dowoddw. Znane jest natomiast zjawisko tzw. unieczynnienia weztéw chtonnych, badz
wystepowania przerzutow przeskakujacych (skip metastases), co przyczynia si¢ do
zwigkszenia odsetka wynikow falszywie ujemnych izmniejszenia odsetka detekcji
prawdziwych SLN [61,84]. Niskie zliczenia wychwytu radio-znacznika oraz wyzsza
czestos¢ wykrywania przerzutow ,w drodze” (w drogach chlonnych, in-transit)
u starszych pacjentow w pordwnaniu z mtodszymi zostala stwierdzona w badaniach
dotyczacych SLN w czerniaku skory [84], wigec mozna przypuszczaé istnienie
podobnych zalezno$ci w RSZM. Do pozostatych czynnikow zwigkszajacych liczbe
wynikow falszywie ujemnych, moga naleze¢ zatory z komorek nowotworowych
1 niewlasciwe wykonanie badania histopatologicznego lub niedostateczne
doswiadczenie zespolu zajmujacego si¢ leczeniem. Poznanie przyczyn uzyskiwania
wynikow fatszywie ujemnych 1 warunkow do ich zaistnienia pozwoli umiejetnie oming¢
trudno$ci poprzez lepsze dostosowanie techniki do pacjentki i warunkdéw operacji.

Do tej pory opublikowano 10 prac badawczych na temat ultrastagingu weztow
nSLN w RSZM w stadiach obejmujacych wczesne postaci raka (autorstwa Fregnani
1 wsp., nie opierala si¢ na badaniu nSLN, ale wszystkich weztow chtonnych)
[20,52,65,70,71,86-90]. Przeglad tych badan naukowych przedstawiono w Tabeli 5.
Niewiele jest analiz po$wigconych mikroprzerzutom pomigdzy anatomicznymi
lokalizacjami guza nowotworowego a weztami chtonnymi towarzyszacymi naczyniom
krwiono$nym w miednicy i przymaciczach. Czestos¢ mikroprzerzutow w tych
miejscach szacuje si¢, podobnie jak w weztach chtonnych, na 17% w catym stopniu
I wg klasyfikacji FIGO [85]. Zdaje si¢ to potwierdza¢ zalozenie stopniowos$ci szerzenia
si¢ przerzutow w RSZM poprzez przymacicza (gldwnie drogami chlonnymi),
a nastgpnie SLN, nSLN az do naczyn chlonnych wyzszych pigter uktadu chtonnego i do
uktadu krazenia.
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Tabela 5. Dotychczasowe badania, w ktorych u chorych wykonano ultracienkie skrawanie wszystkich weztow chlonnych (w tym SLN i nSLN) i oznaczenie w hematoksylinie i
eozynie, immunohistochemicznie lub w inny sposob. Prace dotycza stadiow raka wg klasyfikacji FIGO, w ktorych ujeto przypadki IA2 i IB1 [20,52,65,70,71,86-90].

Odsetek dodatnich

Stadium N Pacjentkiz  Pacjentki q , . Pozycja
Autor raka pacjentek MAC N+ - mic N+ Metoda Skrawanie co odstep we;z.low nSLN przy N wezlow DiEmicanicta
ujemnych SLN
Cibula i wsp., IB1 >3 cm, HE & [HC (CK
2016 IB2, 1IB 17 ! 4 AE1-AE3) 150 pm 0 373 [90]
Sniadecki i - HE Iub/i IHC (CK
wsp., 2014 IA-TTA 12 3 2(1) AE1-AE3) 150 um 8 280 [52]
gg}g‘i“p" Wezesny 30 9 68 PCR (CK19) nieznany 18,2 268 [65]
Martinez i
wsp., 2010 T1A2-1B1 41 4 2 THC (CK AE1-AE3) 200 um 0 798 [71]
206‘%? (‘)N a1 wsp. TA-1IB 82 31 8 HE Niewystarczajace dane 0 157 [70]
Okamoto i HE i [HC (CK AE1-
wsp., 2009 IB1 10 1 1 AE3) 200 um 0 309 [86]
Fregnani i HE i IHC (CK AEl-
wsp.. 2006+ IB-TTA 289 37 11 AE3) nd nd 5599 [87]
40 pm dla HE -6 poziomow, >926
Popa i wsp., . dodatkowy poziom (Obliczone z
2006 I-IA U0 L L LE18LISLE pomiedzy 3. i 4. - oceniany L niebezposrednich [83]
przy pomocy IHC (AE1/3) danych)
HES i IHC (CK
AEI-AE3) w
Marchiolé i weztach ujemnych
wsp., 2004 IA1-IB1 29 3 5 pod wzgl, 200 um 13 574 [89]
przerzutow w

badaniu rutynowym

HE i IHC (CK AEl-
E AE3) w weztach
wsp., 2003 [IA2-TTA 13 0 0 ujemnych pod wzgl. 3 mm 0 21 [20]

przerzutow w
badaniu rutynowym

Objasnienia: CK - cytokeratyna; HES — hematoksylina-eozyna-safron; MAC N+ — makroprzerzuty do wezléw chlonnych; mic N+ — mikroprzerzuty do weztéw chtonnych; nd —
niewystarczajace dane; *jeden dodatkowy mikroprzerzut do makroprzerzutu w jednym z weztow chtonnych; I artykul w jezyku chinskim, dostgpne jest tylko jego streszczenie;
w tej pracy zbadano wszystkie wezty chlonne w ultrastagingu bez wykonywania procedury znakowania weztow chtonnych wartowniczych.
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W konsekwencji tego podkresla si¢ takze potrzebe obrania takiego kierunku
badan, w wyniku ktorego mozna bedzie oceni¢ lub przewidzie¢ szanse na wykrycie
przerzutow we wszystkich stacjach limfatycznych potencjalnie znajdujacych sie
w spektrum przerzutowania raka oraz mozliwe bedzie usunigcie zagrozonych
przerzutami weztéw chlonnych. Ich spodziewana liczba powinna zosta¢ okreslona dla
kazdego przypadku lub przynajmniej dla grupy przypadkow, gdyz rokowanie moze
r6zni¢ w zalezno$ci od liczby zajetych weziow chtonnych [91-93]. Nie jest takze
okreslone postepowanie z chorymi w przypadku niewielkiego zaawansowania choroby
w wezlach chtonnych wartowniczych — czy idac za koncepcja SLN w raku piersi mozna
zrezygnowac z kolejnej lub dalszej operacji na rzecz leczenia adjuwantowego?

Na tle powyzszych rozwazan warto si¢ zastanowi€, jaka wlasciwie tresc
i warto$¢ niesie z sobg szczegdlowe badanie wszystkich weztow chlonnych? Czy
podnosi ono poziom bezpieczenstwa onkologicznego przez swoja doktadno$é, czy jest
niepotrzebne? Czy na jego podstawie mozna szybko i pewnie zdecydowac o tym, jaki
zakres weztowy powinna mie¢ operacja?

Aby odpowiedzie¢ na te pytania, nalezy najpierw zada¢ podstawowe pytanie,
bedace pierwszym z dwoch celow rozwazan niniejszej rozprawy doktorskiej. Brzmi ono
nastgpujaco: ,,Jaka jest czegstos¢ wystgpowania i1 jakie czynniki mogg wplywaé na
wystgpowanie mikroprzerzutow we wszystkich usunigtych weztach chtonnych,
w szczegblnosci nSLNs?”

Drugie pytanie powinno si¢ odnosi¢ do szczegotow technicznych badania,
ktore pozwala na powyzsza oceng i brzmi nast¢pujaco: ,,Jakimi metodami lub metoda
nalezy si¢ postuzy¢, aby w sposdb mozliwie najbardziej obiektywny i powtarzalny
dokona¢ doktadnej oceny weztéw chtonnych pod katem obecnosci choroby?”
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3. Hipotezy badawcze

Hipotezy niniejszej pracy doktorskiej dotyczg kwestii zasadno$ci, wykonalnosci
1uzytecznos$ci kliniczno-patologicznej oceny weziow chtonnych pozawartowniczych
(nSLN) we wczesnym RSZM. Sa to hipotezy negatywne (HO), ktérych autor, kierujac
si¢ krytycznym punktem widzenia, zaktada, iz nie znajdzie podstaw do ich odrzucenia
albo je odrzuci, jeSli wyniki na to wskazg. Zawieraja si¢ one Ww ponizszych
stwierdzeniach:

1. Mikroprzerzuty w nSLN w RSZM w stadium FI/GO 1A2-IB1 sg stwierdzane
niezaleznie od SLN — przemawialoby to za brakiem zastosowania koncepcji SLN
w RSZM w celu przewidywania dalszych przerzutéw po ocenie SLN.

2. Rozszerzenie badania preparatu wezlow chtonnych o jego ultracienkie skrawanie
1 techniki immunohistochemiczne wedlug okreslonego protokotu nie jest wskazane
w przypadku RSZM w stadium [A2-1B1 wg FIGO.
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4. Uwagi anatomiczne i trudnosci zwigzane z koncepcja wartowniczego
wezla chlonnego

4.1. Drogi szerzenia si¢ raka szyjki macicy

Rak szyjki macicy jest nowotworem, ktory na poczatku swojego rozwoju jest
ograniczony do narzadu, z ktorego si¢ wywodzi. Szerzy si¢ przez ciaglo$¢ oraz przez
przerzuty nowotworowe. Najczesciej nacieka gniazdami komorek nowotworowych,
rzadziej prezentuje typ rozprezajacy. Przez pierwszy z typow wzrostu latwiej osigga
dostgp do przestrzeni naczyniowych, z czym wigze si¢ ryzyko przerzutow do weztow
chtonnych 1 przerzutow odlegtych. Istnieje kilka drog szerzenia si¢ RSZM: 1) bocznie
do przymacicz, powodujac wciggnigcie moczowodu w proces nowotworowy 1 zastoj
moczu w moczowodzie, a pdzniej w nerce (powstanie wodonercza), 2) do przodu
w wymiarze strzalkowym, naciekajgc otrzewng pecherza moczowego 1 pecherz
moczowy (wywotujac krwiomocz), 3) do tylu w tym samym wymiarze, naciekajac
odbytnice (doprowadzajac do zapar¢, niedrozno$ci jelita na poziomie odbytnicy),
4) bocznie, powodujac naciekanie nerwoéw (neuralgia), oraz 5) do dolu w kierunku
pochwy (powodujac krwawienia). Przerzuty do weztéw chlonnych stanowig druga
wazng droge szerzenia si¢ raka. Zagadnieniu temu poswigcono wigcej uwagi
w nastepnych podrozdziatach. Przerzuty do otrzewne;j, typowe dla raka jajnika, zdarzaja
si¢ w RSZM niezwykle rzadko [94].

4.2. Splyw chlonny z szyjki macicy i nazewnictwo wezlow chlonnych

Rozmieszczenie regionalnych wezlow chtonnych dla RSZM jest rozlegtle.
Obszar splywu chionnego obejmuje wezty umiejscowione w miednicy wzdluz naczyn
krwiono$nych zaslonowych, biodrowych zewngtrznych, wewnetrznych 1 wspdlnych.
Rycina 2. oraz objasnienia obok przedstawiajg najczestsze drogi sptywu chlonki, ktore
sg opisywane przez anatomow [95].

1) Glowna droga wiedzie poprzez boczne przymacicza
do weztow chtonnych biodrowych zewngetrznych,
mi¢dzybiodrowych i zastonowych;

2) przedni sptyw prowadzi poprzez wigzadto pecherzowo-
maciczne do weztow chtonnych biodrowych zewngtrznych;

3) tylny splyw wiedzie przez wi¢zadlo krzyzowo-maciczne do
weztéw chlonnych biodrowych wspdlnych, krzyzowych
i przyaortalnych;

4) guz nowotworowy.
Rycina 2. Ogélny zarys drog szerzenia si¢ raka szyjki macicy z guza pierwotnego.

Podejscie  klinicystow roézni si¢ jednak w znacznym stopniu od tego
reprezentowanego przez anatomow 1 jest bardziej czynnosciowe. Na przyktad w pracy
Ercoli 1 wsp., przeprowadzonej na zwlokach, wyrdézniono tzw. ,efektywne” drogi
chtonne. Do tej grupy naleza tylko drogi okres$lone jako ,,nad- i pod-moczowodowe
przymaciczne”, co odpowiada drodze ,,1” (— p. objasnienia obok Ryciny 2.), a wzdtuz
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wigzadel pecherzowo-macicznych 1 krzyzowo-macicznych takie drogi w ogole nie
biegng [96]. Stwierdzenie, ze dane naczynia sg wykorzystywane przez nowotwor, a inne
nie, jest nowe. Wpisuje si¢ ono w nowe podejscie do anatomii szerzenia si¢ raka.
Anatomia w ujeciu klinicznym odnosi si¢ wiec to teorii ,,kompartmentow”, ktérego
autorem jest prof. Hockel. Wedlug tej teorii macice i przymacicza nalezy traktowac
segmentalnie oraz rozumie¢ miejscowe szerzenie si¢ i przerzuty nowotworu jako proces
ciggnacy si¢ wzdluz pewnych zamknigtych przestrzeni, powiezi, oraz naczyn
1 nerwow, gdzie nastepuje ostabienie tkanek, a nie w sposob skokowy [97]. Rozumienie
procesu przerzutowania jest wazne z punktu widzenia onkologii i biologii, stawia takze
w nowym $wietle temat podjety w niniejszej pracy doktorskie;.

Do regionalnych weztow chtonnych w RSZM nalezg: wezly chlonne w obrgbie
miednicy (miedniczne) i wezty chionne przyaortalne. Wsréd miednicznych weztow
chlonnych w tym obrebie wyrdznia sie¢ biodrowe zewngtrzne, wspdlne, a takze
,miedzybiodrowe” (wyrdzniane przez cze$¢ badaczy), oraz zastonowe — i mniej typowo
zajmowane przez przerzuty nowotworowe — wezly chlonne przymacicza
oraz przedkrzyzowe [98]. Wezly chlonne przyaortalne zaczynaja si¢ na wysokosci
rozwidlenia aorty i towarzyszg obu naczyniom gtdéwnym. Przerzuty do nich powstajg
w dalszych fazach ekspansji nowotworu.

Podziat anatomiczny jest inny niz czynno$ciowy, gdyz SLN potencjalnie moze
znajdowaé si¢ na roznych poziomach sptywu chtonnego. Procedura SLND moze
W znaczeniu czynnosciowym obejmowacé trzy grupy weztéw chlonnych: 1) sam SLN,
2) wezel chlonny po(za)wartowniczy (wybarwiony wezel chlonny na wyzszym
poziomie po usunieciu SLN, z jezyka francuskiego second echelon) i 3) wezel chtonny
niewartowniczy (w istocie termin ten dotyczy kazdego wezla chlonnego poza
wartowniczymi). Wszystkie typy weziow chlonnych mozna okresli¢ jako pojedyncze
lub mnogie na kazdg ze stron.

4.3. Przerzuty do regionalnych wezlow chlonnych

Komorka nowotworowa RSZM posiada szczegdlne cechy wilasciwe dla
nowotworéw nabtonkowych, nadajace jej zdolno$¢ do tworzenia przerzutow, w tym do
weztow chtonnych. Naleza do nich: zdolnos¢ odtaczania si¢ od masy guza, produkcja
czynnikow tkankowych ienzymoéw (m.in. degradujacych macierz pozakomorkows),
przeciskanie si¢ przez potaczenia komorek $rdédbtonka naczyniowego, przezywanie
w tozysku naczyniowym, zakotwiczenie si¢ w miejscu docelowym i stymulacja procesu
angiogenezy (limfangiogenezy) zaleznej od nowotworu [99].

Komorki raka ptaskonabtonkowego szyjki macicy cechujg si¢ limfotropizmem.
Gléwnym aspektem w kontekscie przerzutu nowotworowego do wezla chtonnego jest
produkcja cytokin i receptorow przez komorke nowotworowa (np. naczyniowy czynnik
wzrostu komoérek Srodbtonka VEGF-C — vascular endothelial growth factor-C).
Komorki raka na zasadzie diapedezy 1 dzigki zwigkszonemu ci$nieniu ptynu
pozakomorkowego pomiedzy frontem guza (najdalszego gniazda nowotworowego)
a naczyniem wlosowatym, wptywaja do ukladu kapilarnych naczyn chtonnych,
penetrujac z biegiem tego uktadu do pierwszego wezta chtonnego — SLN. Nastepnie
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dochodzi do procesu implantacji komoérek nowotworowych w wezle chtonnym,
w ktorym odgrywaja role chemokiny, m.in. CCL21 — chemokine (C-C motif) ligand 7.
Miejscem powstawania przerzutu sg zatoki rdzenne wezta chtonnego [11].

Przerzuty do weztow chlonnych stanowig wazne ogniwo w przerzutowaniu
RSZM. Ryzyko ich pojawienia si¢ rosnie wraz z glgbokoscig naciekania oraz wielko$cig
nowotworu (nacieku). Jest ono zroznicowane dla réznych stadiow zaawansowania
— w stopniu IA1 (naciekanie raka <3 mm, najwi¢kszy wymiar guza do 7 mm wlacznie)
wg klasyfikacji FIGO — ok. 1%, dla IA2 (naciekanie raka <5 mm, najwigkszy wymiar
guza do 7 mm wiacznie) — do ok. 8%. Ryzyko przerzutéw zmienia si¢ jednak znaczaco,
gdy guz nowotworowy zalicza si¢ do stadium wyzszego niz [A2. Szacowany odsetek
przerzutéw do weztdw chtonnych przedstawia Tabela 6.

Tabela 6. Szacowane odsetki stwierdzania przerzutow do weztdw chtonnych dla réznych stadiow raka
szyjki macicy wg klasyfikacji FIGO [39-42,100].

Stadium zaawansowania raka szyjki Odsetek stwierdzanych przerzutéw (%)

macicy
IA1 1-2,6
1A2 1-8
IBI1 4-15
1B2 12-20
I 20-27
11 -1v 90 -95

Objasnienia: FIGO — Migdzynarodowa Federacja Ginekologii i Poloznictwa.

Rak szyjki macicy nie zawsze ma tendencj¢ do dawania przerzutow
w okre$lonym porzadku. Szerzy sie przez cigglos¢, naciekajac najpierw przymacicza
(przede wszystkim droga przestrzeni okolonaczyniowej limfatycznej, lymphovascular
space invasion, LVSI, lub przez ciaglos¢), ale niezaleznie 1 wczesniej (co jest zwigzane
z inwazja 1 dostgpem do naczyn krwiono$nych podscieliska szyjki macicy) komorki
nowotworowe moga zajmowac drogi i wezly chlonne przymacicza, wezly chionne
zaslonowe, biodrowe, a pdzniej przyaortalne. W badaniu Candido i wsp. na grupie 30
chorych na RSZM w grupie FIGO IB nie stwierdzono zwigzku pomiedzy przerzutami
w przymaciczach a przerzutami we¢ztowymi w miednicy, a takze nie wykazano zwigzku
pomiedzy szerzeniem si¢ raka w tkance przymacicz (przez ciagto$¢ lub bez zachowania
cigglosci oraz przez LVSI) amikroprzerzutami w przymaciczach [85]. Z kolei
w badaniu Darai 1 wsp., obejmujacym 54 chore w stopniach zaawansowania raka [A-11B
wg klasyfikacji FIGO, w ktorych przypadkoéw raka IB1 byto 57,4%, wykazano zwiazek
pomiedzy zajetymi przymaciczami a dodatnimi weztami chlonnymi miednicy [101].
Wyniki tych publikacji sklaniaja do stwierdzenia, Zze drogi szerzenia si¢ raka nie s3
tatwe do przewidzenia, a kazdy z podtypéw umiejscowienia anatomicznego przerzutow
moze by¢ niezalezny od siebie nawzajem.

4.4. Przerzuty odlegle

Wazrastanie czesto$ci przerzutow odleglych jest zwigzane z wzrastajacym
stadium choroby oraz z jej utajonym charakterem — wynosi od 3% w stadium IA
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(z obecno$cig inwazji do przestrzeni okotonaczyniowej limfatycznej) do 75% w stadium
IVA wg FIGO [102]. W cytowanym badaniu Fagundes i wsp. stwierdzili, ze na
czesto$¢ przerzutow odlegltych nie mialy wplywu typ histologiczny nowotworu,
wielko§¢ zmian nowotworowych, ani wiek chorej. W tym badaniu, ktére objeto 1211
chorych leczonych tylko napromienianiem, z ktérych 322 rozwingto przerzuty odlegte
w ciggu 10 lat obserwacji przebiegu choroby, zta kontrola miejscowa byla niezaleznym
niekorzystnym czynnikiem predykcyjnym wobec wystapienia przerzutow odlegtych.
Inni autorzy rowniez popierajag t¢ tezg, wigzac zwiekszenie ryzyka odleglych
przerzutow nowotworowych z niedostatecznym leczeniem miejscowym i ogdlnym
(zbyt bliski margines zdrowych tkanek, zbyt mata liczba cykli chemioterapii) [103,104].
Najczestszym miejscem przerzutdow odlegtych sa pluca, nastepnie jama brzuszna,
watroba, uktad pokarmowy. Wydaje si¢, ze wyniki tej pracy mozna ekstrapolowac
na miejscowa kontrolg chirurgiczng wobec weztow chtonnych, a wiec wlasciwy zakres
operacji we wczesnym RSZM.

4.5. Metody znakowania wezlow chlonnych

Techniki znakowania SLN obejmuja podanie znacznikdOw w sposob, ktory
umozliwia ich dotarcie z okolicy guza pierwotnego lub z samego guza pierwotnego do
kazdego wezla chtonnego polaczonego z nim naczyniem chtonnym. Wsrdd uzywanych
obecnie metod funkcjonuja barwnikowa, izotopowa z lub bez limfoscyntygrafii oraz
barwinikowo-iztopowa, a w sferze badan klinicznych sg metody wolne od uzycia
izotopow — wykorzystujace wilasciwosci paramagnetyczne tkanek lub specjalnie
skonstruowane znaczniki, wykazujace reakcje $wiecenia w $wietle podczerwonym
(zielen indocyjaniny, system FLARE 1 inne [105,106,107]. Sa one mozliwe do
zastosowania rowniez u pacjentek z RSZM w cigzy [108].

Do znacznikdw barwnikowych, wsérdd ktorych uzywa sie przede wszystkim
barwinkow niebieskich, naleza: pochodne aniliny (biekit patentowy V, Patentblau — V;
alfazuryna, Alphazurin, limfazuryna, Lymphazurin) i bigkit metylenowy. W przypadku
znacznikéw barwnikowych wykrycie SLN manifestuje si¢ jako ,,wybarwienie”.

Metoda z uzyciem radioznacznikbw polega na podaniu izotopu
promieniotwoOrczego (najczeSciej radioaktywny izotop technetu — Tc¢™
nadtechnecjan) potaczonego z no$nikiem (w wigkszo$ci przypadkdéw na bazie ludzkiej
albuminy), ktory dzigki temu przemieszcza si¢ z miejsca podania do naczyn 1 weztow
chtonnych. Czas, w ktorym dochodzi do przechodzenia znacznika przez naczynia
chlonne i czas jego obecnosci w wezle chtonnym sg réznie dlugie w zalezno$ci od
wielkosci czgsteczki nosnika. W badaniach Kliniki (m.in. nad SLN w RSZM 1iraku
btony S$luzowej trzonu macicy) uzywa si¢ czasteczek ludzkiej albuminy osocza
(nanokoloidu) o Sredniej wielkosci czasteczki 5 — 80 nm. Radioizotop podaje si¢
w warunkach Zaktadu Medycyny Nuklearnej. Wezty SLNs wykrywa si¢, gdy s3
»aktywne” tj. cechuja si¢ wigksza intensywnos$cig sygnatu, oceniang §rédoperacyjnie za
pomoca przenosnego detektora promieniowania vy, czesto jest to poprzedzone badaniem
limfoscyntygraficznym.
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Limfoscyntygrafia stanowi przedoperacyjne rozszerzenie powyzszej metody
o doktadne ,,mapowanie” miejsc aktywnosci (,,gorace” wezty chlonne) w obrebie
regionalnego ukladu chtonnego drenujacego guz, przy uzyciu aparatury medycyny
nuklearnej — gamma kamery o duzym polu widzenia. W tej metodzie znacznik rowniez
jest podawany w Zaktadzie Medycyny Nuklearnej, a na sali operacyjnej zachodzi
konfrontacja ,,mapy” wuzyskanej przez lekarza medycyny nuklearnej z obrazem
uzyskanym przez chirurga przy uzyciu przenosnego detektora
promieniowania vy.

W  badaniach klinicznych znajduja si¢ paramagnetyki, ktéore wytwarzaja
w miejscu wychwytu zmienne pole magnetyczne przemijajaco magnetyzujace
czasteczki podawane jako znacznik. Przyktadem takiej metody jest uzycie czgsteczek
tlenku zelaza. Metode tg uzywa si¢ w przypadku raka piersi. Klinika nie ma
doswiadczen w wykorzystywaniu jej w odniesieniu do nowotworéw ginekologicznych
z uwagi na brak rejestracji paramagnetyku dla RSZM w Polsce. W ponizszej Tabeli 7.
znajduje si¢ krotkie zestawienie zalet i wad glownych metod znakowania SLN.

aktywnosci

Tabela 7. Przeglad metod znakowania wezléw chlonnych stosowanych obecnie rutynowo w Polsce
w przypadku nowotworow ginekologicznych.

Metoda znakowania Zalety Wady

Nie wymaga zaawansowanego
zaplecza zaktadu medycyny
nuklearnej, uniknigcie
promieniowania

Wymagajaca technika
(doswiadczenie), mozliwo$¢
wystapienia reakcji uczuleniowych,
tatuazy, niemozliwy pomiar iloSciowy

Barwnikowa

Nie wymaga zaawansowanego
zaplecza zaktadu medycyny

Wymaga zaadsorbowania zieleni

Z uzyciem $wiatta indocyjaninowej do ludzkiej

podczerwonego nuklearnej, uniknigcie albuminy oraz specjalnego systemu
promieniowania detekeji Srodoperacyjne;j
Wiceksza czutos¢ i specyficznosé Drozsza, wymagajaca zaplecza
Izotopowa w wykrywaniu SLN w poréwnaniu  zaktadu medycyny nuklearnej
p do samej techniki barwnikowe;j, (wykwalifikowany,
ocena ilo§ciowa wychwytu interdyscyplinarny personel)
Duza czuto$é i specyficznos¢ w Drozsza, wymagajaca zaplecz.a
. o zaktadu medycyny nuklearnej
. wykrywaniu SLN, ocena iloSciowa .
Limfoscyntygraficzna (wykwalifikowany,
wychwytu, przydatna w tzw. ) i |
Krzywej uczenia sie” 1nte.rdysc.yp inarny personel,
” posiadanie gamma kamery)
Niewielki koszt i naktad zaplecza
G sprzgtowego w porownaniu do Niezarejestrowany w Polsce do

uzyskiwanych wynikow, ocena
iloSciowa wychwytu

uzycia w raku szyjki macicy

Objasnienia: SLN — wezel chlonny wartowniczy.
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5. Cele badan

Celami badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej byty: okreslenie
stopnia przydatnosci oceny wystepowania mikroprzerzutow, a takze wyizolowanych
komorek nowotworu w weztach pozawartowniczych (nSLN).

Szczegdtowo mozna je zawrze¢ w dwodch ponizszych punktach:

1. Okreslenie czegstosci wystgpowania mikroprzerzutow do weztdéw chlonnych
pozawartowniczych (i czynnikéw wywierajacych na to wplyw) w stadiach
zaawansowania klinicznego raka szyjki macicy IA2 — IB1 wg klasyfikacji FIGO.

2. Opisanie  procedury  wykonania 1  protokolu  oceny  histologicznej
1 immunohistochemii za pomoca przeciwciat AE1/AE3 w ultracienkich skrawkach
weztow chtonnych SLN 1 nSLN (ultrastaging) oraz oceng jej wartosci w raku szyjki
macicy.
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6. Materialy i metody

6.1. Sposdéb doboru proby (grupa badana)

Pomigdzy styczniem 2010 a kwietniem 2014 roku w Katedrze 1 Klinice
Ginekologii, Ginekologii  Onkologicznej i Endokrynologii  Ginekologicznej
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
zidentyfikowano grupe 122 pacjentek z pierwotnie operacyjnym RSZM (grupa N),
u ktérych przeprowadzono wilasciwa operacje dla stanu zaawansowania klinicznego
choroby. Z tej grupy wylaczono 74 pacjentki (grupa nl), u ktoérych nie wykonano
badania wezlow chtonnych metoda ultrastagingu. 7 pozostalej grupy chorych
wylaczono kolejne 8 (grupa n2), ktorych stan zaawansowania choroby nie miescit si¢
w zalozonych kryteriach wlaczenia do badania (Tabela 8.). Z pozostatych pierwotnie
zakwalifikowanych 40 pacjentek (grupa n3) 10 wykluczono z uwagi na brak
zastosowania koncepcji SLN (grupa n4), a 3 kolejne — ze wzgledu na brak wybarwienia
SLN (nieudana procedura SLND, grupa n5). Wsérdd pozostatych chorych ostatecznie
wlaczonych do badania (grupa n6 = 27) 26 stanowily pacjentki w stopniu
zaawansowania choroby FIGO IB1 (grupa n7), 1 chora miata RSZM w stopniu FIGO
[IA2 (grupa n8). Na Rycienie 3. na nastgpnej stronie przedstawiono sposob doboru
proby do badania.

Tabela 8. Kryteria wlaczenia i wylgczenia pacjentek z badania.

Kryteria wlaczenia m Wiek > 18. 1. Z.
m Stan zaawansowania klinicznego IA2 i IB1 (pierwotnie operacyjny RSZM)
wg klasyfikacji FIGO
m Przeprowadzenie operacji z usunigciem we¢ziow chtonnych
m Wyznakowanie co najmniej 1 SLN
m Przeprowadzenie oceny weztow chtonnych metoda ultrastagingu

Kryteria wylaczenia m Stan zaawansowania inny niz [A2 i IB1 wg FIGO
m Niewykonanie operacji usuni¢cia weztow chtonnych
m Brak zastosowania koncepcji SLN
m Brak wyznakowania SLN pomimo zastosowanej koncepcji SLN

Objasnienia: FIGO — Migdzynarodowa Federacja Potoznictwa i Ginekologii; RSZM — rak szyjki macicy;
SLN — wezel chtonny wartowniczy.
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Laczna liczba pacjentek kwalifikujacych si¢ do rozszerzonego usunigcia macicy lub
szyjki macicy z weztami chtonnymi z powodu RSZM
N=122

Wykluczone pacjentki, u ktorych
nie wykonano ultrastagingu
nl =74

Pacjentki z ultrastagingiem,
wykluczone z grupy
n2=38§

IA1 -2 przypadki
IB1 (y) — badanie EORTC 55994
IB2 — 3 przypadki
IIA1 — 1 przypadek
ITA2 — 1 przypadek

Pacjentki pierwotnie zakwalifikowane

n3 =40
Przypadki IB1
z zastosowaniem
Pacjentki wykluczone Pacjentki poddane koncepcji Pacjentki poddane koncep EJI SLN
z uwagi na brak zastosowania SLN bez udanego koncepcji SLN n7-26
koncepcji SLN wybarwienia SLN 1 ultrastagingowi -
n4=10 ns=3 n6 =27 Przypadki IA2
z zastosowaniem
koncepcji SLN
n8 =1

Rycina 3. Diagram przedstawiajacy proces kwalifikowania chorych do réznych grup w badaniu
(N, n1-8).

6.2. Technika wykrywania wezla chlonnego wartowniczego

W ulozeniu konczyn dolnych w pozycji ginekologicznej we wziernikach
podawano biekit metylenowy (Methyleen blauw, Sterop Pharmacobel, Belgia)
podsluzéwkowo w 4 miejsca w ilosci po 1 ml (10 mg) na 1 wklucie igly (rozmiar 22 G,
Poly Medicure Ltd., Indie) na godzinach 3, 6, 9, 12 kazdorazowo ok. 0,5 cm od brzegu
guza szyjki macicy. W sytuacji, gdy guz zajmowal wieksza czes¢ szyjki, podawano
barwnik w wolne miejsce szyjki co najmniej 0,5 cm od guza. Podanie wykonywano na
sali operacyjnej po znieczuleniu chorej na ok. 15-20 minut przed cigciem chirurgicznym
skory 1 ok. 15-25 minut przed otwarciem przestrzeni zaotrzewnowej i identyfikacji
SLN(s). Wezty chlonne uznawano za wartownicze w przypadku ich niebieskiego
zabarwienia okreslonego przez operatora lub lekarza patologa albo zidentyfikowano
droge chtonng, ktéra biegta do konkretnego wezta chtonnego lub weztéw chionnych.

6.3. Procedura opracowywania preparatéow tkankowych

Pobrane wezly chionne przez dobe utrwalano w roztworze 4% zbuforowanej
formaliny. Nastepnie odwadniano je w procesorze tkankowym (prézniowo-ci§nieniowy
typ Leica ASP 3005, Leica Biosystems, Nussloch, Niemcy) zawierajagcym szereg
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alkoholi o wzrastajacych stezeniach (70%, 96%, absolutny) 1 ksylenow. W ostatnim
etapie pracy aparatu nastgpito zatopienie materialu w niskotopliwej, cieklej parafinie.
Z tak przygotowanych tkanek wykonano bloczki parafinowe.

Kazdy bloczek, zawierajacy od 1 do 4 weztdw chlonnych, zostat skrojony
warstwowo przy pomocy mikrotomu saneczkowego (Leica SM2010 R, Leica
Biosystems, Nussloch, Niemcy) na skrawki grubo$ci 4 mikrometréw w réwnych
odlegtosciach (co 150 mikrometrow). Wycinki umieszczano na silanizowanych
szkietkach podstawowych, dwa skrawki z danego poziomu: jeden w celu wybarwienia
w HE), drugi w celu wywotania reakcji z przeciwcialem CK AEI/AE3. Utrwalenie
preparatow zachodzito w cieplarce w temp. 55°C (24 h). Po procesie wstgpnego
przygotowania tkanki nastgpito jej wybarwianie.

1. Procedura barwienia hematoksylina-eozynga. Odparafinowane skrawki
w roztworach ksylenow 1ialkoholi o malejacych stezeniach (absolutny, 96, 70%)
wybarwiono re¢cznie hematoksyling Mayera i eozyng, odwodniono w roztworach
alkoholi o rosngcych st¢zeniach, a nastepnie w roztworach ksylenéw i utrwalono
w syntetycznym medium (Leica CV Mount U.N 1866, Leica Biosystems, Nussloch,
Niemcy).

2. Barwienie 2z udzialem przeciwcial przeciw cytokeratynom.
Nieodparafinowane skrawki przygotowano do barwienia na obecnos¢ CK AE1/AE3
w aparacie PitLink (aparat do obrobki wstepnej i cieplnego odmaskowania antygenu)
z uzyciem roztworu Target Retrieval Solution-high pH (Dako) przez 1,5 godziny,
w tym w temperaturze 97°C przez 20 minut. Nastepnie preparaty byly poddawane
schtadzaniu do 65°C. Odczyny IHC wykonano w autostainerze (AutostainerLink 48,
Dako, Ameryka Pin., 6392 Via Real, Carpinteria, CA 93013, USA) z wykorzystaniem
zestawu EnVision FLEX, Mouse High pH (link) code k8002. Odczynniki wykorzystane
do barwien w kolejnosci nanoszenia byty nastepujace: EnVision FLEX peroxidase-
blocking reagent (5 minut), przeciwciato FLEX monoclonal Mouse Cytokeratin clone
AEI/AE3 ready-to-use nr kat. IS053 (20 minut), EnVision FLEX/HRP (20 minut),
Substrate Working Solution (mieszanina, 5 minut), EnVision FLEX Hematoxylin
(barwienie kontrastowe, 10 minut); pomi¢dzy kazdorazowo naktadanym odczynnikiem
preparaty byly plukane buforem Flex Wash Buffer, a na koniec woda destylowana.
W ostatnim etapie recznie odwadniano wycinki 1 zamknigto w medium
(Leica CV Mount U.N 1866, Leica Biosystems, Nussloch, Niemcy).

6.4. Analiza statystyczna

W badaniu postuzono si¢ testem niezaleznos$ci chi-kwadrat do badania zwigzku
miedzy zmiennymi dychotomicznymi. W przypadku predyktoréw ilosciowych badano
zgodno$¢ ich rozktadéw z rozkladem normalnym za pomoca testu zgodnos$ci
Kotmogorowa z poprawka Liliforsa. Nastgpnie stosowane byly testy t-Studenta do
badania zalezno$ci miedzy predyktorem o rozkladzie normalnym a dychotomiczng
zmienng zalezng. Wybor odpowiedniej statystyki testowej testu t-Studenta poprzedzony
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byt weryfikacja hipotezy o réwnosci wariancji w porownywanych populacjach. Do
badania zwigzku miedzy predyktorami ilosciowymi o rozkltadach niezgodnych
z rozkladem normalnym a dychotomiczng zmienng zalezng wykorzystano
nieparametryczny test U-Manna Whitneya. Test ten jest najmocniejsza
nieparametryczng alternatywg testu t-Studenta 1 nie wymaga speitnienia zatozen
odno$nie rozktadu zmiennej ilo§ciowe;.

Zdolnos$ci dyskryminacyjne zmiennych ilosciowych badano za pomoca krzywej
ROC 1pola powierzchni pod nig (AUC). Jako kryterium wyboru optymalnego punktu
odcigcia przyjeto maksymalizacje wspotczynnika Youdena.

We wszystkich testach przyjeto poziom istotnosci 0,05. Obliczenia
przeprowadzono w programie Statistica 12 w wersji polskie;j.

6.5. Sposob opisywania wynikow w ultrastagingu

Kazdy usunigty wezel chtonny byl okreSlony osobno pod wzgledem
wystepowania makroprzerzutu (MAC), mikroprzerzutu (jednego lub wiecej MIC) oraz
wyizolowanych komorek nowotworu (/7C) (jedno skupisko Iub wigcej). Okreslenie
zostalo odpowiednio ujete w klasyfikacji patologicznej (p) TNM jako ,,uN1”, ,uNImi”
oraz ,,uNOi(+)”, poprzedzone literg ,,p”, oznaczajaca staging patologiczny. W dwoch
ostatnich przypadkach, jezeli wezty chlonne zawieraty tylko MIC lub/i tylko ITC,
podawano w nawiasie liczbg¢ zajetych wezlow chlonnych, np. ,,puNImii(+) (3LN,
1LN)”, ,,puNOi(+) (4LN)”. W przypadku, gdy wezty chtonne zawieraty MAC 1 MIC lub
ITC, takg informacj¢ dodawano w nawiasie na koncu, np. ,,puN1(3/5, mic)” lub
,»pulN1(3/5, itc). W odniesieniu do wezlow chtonnych wartowniczych przyjeto zasade,
ze w przypadku udanego wybarwienia jednej lub dwoch stron miednicy, w nawiasie jest
podana dodatkowa informacja o stosunku dodatnich weztow chtonnych do liczby SLNs,
np. 0/2 sn.
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7. Wyniki

7.1. Charakterystyka ogdlna pacjentek zakwalifikowanych do badania

Ogo6lng charakterystyke badanej grupy chorych z guzami szyjki macicy
przedstawiono w Tabeli 9.

Tabela 9. Charakterystyka pacjentek i raka szyjki macicy u 27 chorych (grupa n6).

Populacja n %
Wiek (mediana 54 lata, zakres 23 — 65 lat)
20-39 lat 8 30
40-59 lat 12 44
60 lat i wigcej 7 26
Stopien wg klasyfikacji FIGO
1A2 1 96
IB1 26 4
<2cm 11 40
>2 cm 16 60
Typ operacji
PRS II (pLND) 1 4
PRS III (BSO, pLND) 19 70
PRS III (BSO, ptpalND) 3 11
PRS I (BS, pLND) 2 7
PRS 111 (BSO, SLND) 1 4
PRS III (RSO, LS, pLND) 1 4
Histopatologiczna wielko$¢ guza w cm (mediana; zakres) 2,5;0,6-5,5
Histologia
Rak ptaskonablonkowy 24 89
Rak gruczotowy 2 7
Inne typy 1 4
Liczba chorych z dodatnimi weztami chtonnymi (MAC+/MIC+) 7 26
Liczba chorych ze zdarzeniami w weztach chtonnych (MAC+/-MIC+/-
11 41
ITC)
LVSI 15 56
Stopien ztosliwosci histologicznej
7 .
3 15 56
10 37
Glegbokos¢ naciekania*
<10 mm 16 59
10,1 - 19,9 mm 10 37
>20 mm 1 4

Objasnienia: BS — obustronne usunigcie jajowodow; BSO — obustronne usunigcie jajnikow i jajowodow;
CON - konizacja, FIGO — Miedzynarodowa Federacja Ginekologii i Potoznictwa, G — stopien ztosliwosci
histologicznej, pLND — usunig¢cie miednicznych weztéw chtonnych, paLND — usunigcie przyaortalnych
weztow chtonnych, PRS — usunigcie macicy wg typu okreslonego przez Piver-Rutledge-Smith; SLND —
wydzielenie wartowniczych weztéw chtonnych; komentarz: w dwoch przypadkach nie mozna bylo
okresli¢ wymiaréw guza w badaniu pooperacyjnym.

W tej grupie 20 chorych przeszto histerektomie sklasyfikowana wedlug
powszechnie przyjetego stopnia jej radykalnosci za Piverem, Rutledge i Smithem jako
typ III (PRS III) z przydatkami obustronnie metoda otwarta, 2 chore przeszty
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analogiczng operacj¢ metoda laparoskopowa, 2 chore mialy operacje¢ PRS III
z obustronnym usuni¢ciem jajowodow metodg otwartg, 1 chora miata operacje PRS III
tylko z SLND metoda otwarta, 1 chora miata operacj¢ PRS III z prawostronnym
usuni¢ciem przydatkow i lewostronnym usuni¢ciem jajowodu metoda otwarta, a jedna
chora przeszta operacje PRS typu Il metoda otwartg (schemat przedstawiony na Rycinie
3. na stronie 40). U wszystkich chorych usunig¢to regionalne (miedniczne) wezty
chlonne, za$ u 3 chorych usunig¢to rowniez wezty chtonne przyaortalne (do wysokosci
odejscia tetnicy krezkowej dolnej). Najczegstszym typem histologicznym byt rak
ptaskonabtonkowy.

Obustronnie wykryto SLN w 11 przypadkach (36%). W jednym z nich uzyto
planarnej limfoscyntygrafii. U 9 chorych wykryto jeden lub wigcej SLN tylko po prawej
stronie, u 7 — tylko po lewej stronie miednicy.

7.2. Klasyfikacja przypadkow klinicznych

We wszystkich przypadkach oceny zaawansowania klinicznego choroby
dokonano zapomocg klasyfikacji FIGO i poréwnano z oceng zaawansowania
patologicznego wg TNM (opartej o 7. wydanie klasyfikacji TNM wg UICC [109]).
Klasyfikacje kliniczng wg systemu FIGO oraz petne okres$lenia stanu zaawansowania
wg systemu TNM kazdego z przypadkow przedstawiono w Tabeli 10. Skale TNM
kazdorazowo uzupetiono o informacj¢ na temat uzycia ultrastagingu (u) w klasyfikacji
oraz liczby stwierdzonych przerzutow do wezlow chtonnych, a takze podano rodzaj
postepowania chirurgicznego.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w trzech przypadkach na podstawie wyniku
badania histopatologicznego okre§lono odmienny staging guza przy tym samym jego
najwickszym wymiarze 0,6 cm — pacjentka nr 5 — KA, pacjentka nr 8 — LD oraz
pacjentka nr 24 — LM. W pierwszym przypadku naciek podscieliska szyjki macicy
przez nowotwor wynosit 4 mm (pT1a2), w drugim 1 trzecim — 6 mm (pT1b1).
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Tabela 10. Szczegdtowe przedstawienie danych o stagingu kazdej chorej w grupie badanej (n6 = 27).

Lp. Inicjaly FIGO Pierwo.t.ny staging po Pelna (ppsz)erzona) klasyfikacja TNM Gh;})okoé.é LVSI Chirurgia Wezly
operacjiq (,restaging”)i naciekania (mm) chlonne

1. IB IB1 pT1bINOMx pT1b1(3,2cm)uN0(0/26, 0/5sn)Mx 13 Tak PRS III P
2. IM IB1 pTIbINOMx pT1b1(2,7cm)uN0(0/24, 0/2sn)Mx 15 Nie PRS III P+Pa
3. TI IB1 pTIbINOMx pT1b1(3,3cm)uN0(0/36, 0/3sn)Mx 20 Nie PRS III P+Pa
4. OE IB1 pT2alNOMx pT2al(3,7cm)uN0(0/29, 0/2sn)Mx 12 Tak PRS III P
5. KA 1A2 pT1a2NOMO pT1a2(0,6cm)uNO0(0/9, 0/2sn)Mx 4 Nie PRSI P
6. MM IB1 pT1b1INOMx pT1b2(5,5cm)uN0(0/37, 0/4 sn)Mx 12 Nie PRS 1II P+Pa
7. ™ IB1 pT1bIN1IMx pT1b1(2,8cm)uN1(6/16, 4/7 sn, mic)Mx 10 Tak PRS III P
8. LD IB1 pT1bINOMx pT1b1(0,6cm)uNO0(0/5, 0/3sn)Mx 6 Nie PRS III P
9. WIJ IB1 pTIbINOMx pT1b1(2,5cm)uN0(i+)(0/8, 0/1 sn, 4LN)Mx 16 Tak PRS III (LPS) P

10. JM IB1 pT2alNOMx pT1b1(3,0cm)uN0(i+)(0/12, 0/2sn, 2 LN)Mx 9 Tak PRS III P

11. BE IB1 pT1bINOMx pT1b1(0,7cm)uN0(0/9, 0/2sn)Mx 7 Tak PRS III P

12. KT IB1 pT1bINOMx pT1b1(3,0)uN0(i+)(0/12, 0/2sn, 1snLN)Mx 5 Nie PRS III (LPS) 1?

13. PM IB1 pT1bINOMx pT1b1(1,0cm)uN1mi, i(+)(3/5, 1/2sn, 1 LN)Mx 10 Tak PRS III P

4. WW IB1 pT1b1INOMx pT1b1(0,8cm)uNO0(0/17, 0/1sn)Mx 5 Nie PRS III P

15. JL IB1 pT1bINOMx pT1b1(2,0cm)uNO0(i+)(0/20, 0/1 sn, 4LN)Mx 15 Tak PRS III P

16. SD IB1 pT2alNIMx pT2al(3,0 cm)uN1(19/24, 2/2sn, mic) 4 Tak PRS III P

17. PE IB1 pT1bINIMx pT1b1(3,5cm)uN1(8/19, 4/4sn, mic)Mx 14 Tak PRSIII (RSO, LS) P

18. WIJ IB1 pT1bINOMx pT1b1(0,8cm)uN0(0/15, 0/1sn)Mx 8 Nie PRS III (BS) I?

19. OS IB1 pT1bIN1Mx pT1b1(0,8cm)uN1(1/12, 0/1sn)Mx 8 Tak PRS III P

20. GB IB1 pT1b1INOMx pT1b1(2,4cm)uN0(0/53, 0/4sn)Mx 5,5 Nie PRS III P

21. DM IB1 pT2alNOMx pT2al(2,0cm)uN0(0/24, 0/3 sn)Mx 6 Tak PRS 1II (BS) P

22. MW IB1 pTIbINOMx pT1b1(2,0cm)NO(0/10, 0/1sn)Mx 12,5 Tak PRS III P

23. BM IB1 pTIbINIMx pT1b1(2,7cm)uN1mi(1/20, 1/2 sn)Mx 12 Tak PRS III P

24. LM IB1 pTIbINO(sn)Mx pT1b1(0,6cm)uNO0(sn)(0/3sn)Mx 6 Nie PRS III (SLND) P

25. SJA IB1 pT1bINOMx pT1b1(2,5cm)uN0(0/24, 0/3 sn)Mx 10 Nie PRS III P

26. KT IB1 pT1b1INOMx pT1b1(0,6cm)uN0(0/20, 0/2sn)Mx 6,1 Tak PRS 1II P

27. MW IBI1 pTIb2N1Mx pT1b2(4,2cm)uN1(6/27, 0/1 sn, mic)M1 19 Nie PRS III P+ Pa

Objasnienia: BS — obustronne usunigcie jajowodow, BSO — obustronne usunigcie przydatkdéw, i(+) — obecnos¢ ITC, LND — usunigcie regionalnych weztéw chtonnych
(limfadenektomia), L.p. — numer przypadku, LPS — laparoskopia, n6=27 — pacjentki poddane SLND i ultrastagingowi (p. diagram na Rycinie 3.); P — usuni¢cie miednicznych
weztéw chlonnych, Pa — usunigcie przyaortalnych weztéw chtonnych, PRS ILIII — operacja Piver-Rutledge-Smith, typ ILIII; R/LS — prawo/lewostronne usuni¢cie jajowodu,
R/LSO — prawo/lewostronne usunigcie przydatkéw, SLND — usunigcie wartowniczych wezldw chlonnych; 9 oparty o rutynowe krojenie preparatoéw histologicznych;
i oparta o ultra cienkie skrawanie.
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7.3. Statystyka usuni¢tych wezlow chlonnych

Usunigto tacznie 516 weztéw chtonnych u 27 chorych, z ktérych wszystkie
poddano badaniu w ultrastagingu ($rednio ok. 19,4 wezlow chlonnych na pacjentke,
zakres: 3-53 wezty chtonne). Usunigto 66 SLN ($rednio 2,5 SLN na pacjentke). Liczba
usunietych SLNs na pacjentke wynosita: 1 w 7 przypadkach, 2 w 10 przypadkach,
3 w 5 przypadkach, 4 w 3 przypadkach, za§ po 5 i 7 SLN usuni¢to kazdorazowo
w jednym przypadku. Nie stwierdzono réznic w liczbie znalezionych weztow
chtonnych w przypadku jedno i dwustronnego wybarwienia SLN (test U Manna
Whitney’a, p=0,3344). Pacjentki z jednostronnym wybarwieniem byty $rednio starsze
0 9,5 roku niz te, uktérych powiodta si¢ dwustronna identyfikacja SLN (test
U Manna-Whitneya, p=0,03256). Wsrod potencjalnych czynnikow mogacych miec
znaczenie w efektywnosci procedury SLND zbadano takze przebycie konizacji. Byla
ona udziatem 8 pacjentek a dwie inne miaty amputacj¢ szyjki macicy. Dwie chore po
konizacji byly w grupie ze stwierdzonymi zdarzeniami w wezlach chtonnych. Nie
stwierdzono statystycznie istotnej zalezno$ci migdzy stanem po konizacji
a stronnoscig wybarwienia (test niezaleznosci chi-kwadrat, p=0,15883).

7.4. Statystyka ,zdarzen” w  wezlach chlonnych (makroprzerzuty,
mikroprzerzuty, wyizolowane komorki nowotworu)

Lacznie stwierdzono 44 wezty chlonne dodatnie pod wzgledem MAC lub/i MIC
oraz 12 weztéw chtonnych z ITC, co stanowilo 10,8% wszystkich usunietych weztow
chlonnych (56/516). W Tabeli 10. szczegblowo przedstawiono analize liczebnosci
poszczegolnych typow ,,zdarzen” (zmian) nowotworowych w weztach chtonnych. Ich
szczegotowy rozklad, kierujac si¢ kryterium wazno$ci (dominacji) zmiany obecnej
w wezle chtonnym, przedstawia Rycina 4. Na 11 przypadkow chorych w podgrupie ze
zdarzeniami w weztach chlonnych w 8 przypadkach wykonano oba barwienia (H i E
oraz IHC), w dwoch wykryto je za pomocg tylko zastosowanej H 1 E, a w jednym za
pomoca tylko THC.

Wszystkie przypadki raka u chorych ze stwierdzonymi przerzutami do weztéw
chlonnych byly okreslone jako stadium IB1 wg klasyfikacji FIGO (wg systemu TNM
AJCC/UICC byta to grupa pN1). Grupa ta, jak wyzej wspomniano, stanowila
7 przypadkéw. Srednia wielko$é zmiany nowotworowej w tej grupie wynosita 2,57 cm.
U najwigkszej liczby chorych (4 chore; 14,8%) stwierdzono zaréwno makro-, jak
i mikroprzerzuty. Wykrycie wylacznie ITC dotyczylo 4 pacjentek; wszystkie one
otrzymaly stopien choroby pod wzgledem zajecia weziow chlonnych jako pNO(i+) wg
klasyfikacji AJCC/UICC. Szczegdblowe dane na temat pacjentek ze zmianami
w weztach chtonnych, rodzajem i liczbg tych zmian nowotworowych, znajduja si¢
na nastgpnych stronach w Tabelach 11.-15. oraz Rycinie 4., przedstawiajacej topografi¢
tych weztéw chionnych. W Tabeli 11. umieszczono liczby pacjentek, u ktoérych
wystapity MAC, MIC oraz ITC w weztach chtonnych, decydujace o stagingu weztowym
(MAC > MIC > ITC, gdzie znak wigkszosci odpowiada kryterium waznosci).
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W Tabeli  12.  przedstawiono  szczegdélowo  czgsto§¢  wystepowania
poszczegbdlnych ,zdarzen” w weztach chlonnych, a statystyki dotyczace same;j
wydzielonej podgrupy zawierajacej chore ze zmianami nowotworowymi w wezlach

chtonnych przedstawiono w Tabeli 13.

Tabela 11. Wartosci cech decydujace o stagingu (cecha N) w grupie 11 chorych z co najmniej jednym
makroprzerzutem, NI1(MAC), mikroprzerzutem (bez makroprzerzutu, Nlmi, oraz wyizolowanymi

komorkami nowotworu NOi(+) w weztach chtonnych wedhug systemu TNM (UICC).

Cecha Liczba przypadkéw (procent wszystkich, n6 = 27)
NI1(MAC) 6 (22)

N1mi 2(7,9)

NOi(+) 3(11)

SUMA 11 (40,5)

Tabela 12. Charakterystyka usunigtych weztéw chtonnych w badanej grupie n6 (27 chorych).

Cecha Wynik (%)
Liczba zbadanych weztéw chlonnych 516
Liczba zbadanych SLNs 66
Liczba zbadanych nSLNs 450
Laczna liczba stwierdzonych dodatnich weztdw chtonnych (obecne makro- lub 44
mikroprzerzuty) 12

w tym w SLN 32

w tym w nSLN

Liczba wszystkich weztow chtonnych z makroprzerzutami bez wzglgdu na

obecnos¢ innych zmian wtérnych w weztach chtonnych 272
w tym w SLN 15
w tym w nSLN

Liczba weztéw chtonnych z mikroprzerzutami bez wzglgdu na obecnos¢ ITC 22
w tym w SLN 6

w tym w nSLN 16
Liczba weztéw chtonnych wylacznie z ITC 12
w tym w SLN 3

w tym w nSLN 9

Liczba weztow chtonnych z mikroprzerzutami lub /7C bez makroprzerzutow 34
w tym w SLN 9

w tym w nSLN 25

Objasnienia: /TC — wyizolowane komorki nowotworu, LVLND — choroba wezlowa o matej objetosci,

SLN — wezet chtonny wartowniczy, nSLN — wezet chtonny pozawartowniczy.

Tabela 13. Rozktad zmian wtornych w weztach chtonnych w badanej grupie (n6 =27 chorych).

Cecha n (%)

Liczba chorych z przerzutami do weztdw chtonnych
W tym liczba chorych wytacznie z MAC

W tym liczba chorych wytacznie z MIC

Liczba chorych wylacznie z [TC

W tym liczna chorych z MAC, MIC, ITC

W tym liczba chorych z MAC i MIC

W tym liczba chorych z MAC i ITC

W tym liczba chorych wytacznie z MIC oraz ITC

— O R Oh =~

Objasnienia: MAC — makroprzerzut, MIC — mikroprzerzut, /ITC — wyizolowane komorki
nowotworu.
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W ostatniej wymienionej tabeli uwzglgedniono wybarwienie SLN prawo, lewo
lub obustronne (Tabela 14.).

Tabela 14. Przypadki ze zdarzeniami w weztach chtonnych zamieszczone w Tabeli 10., rozbudowanej
o wielkos¢ guza nowotworowego oraz informacj¢ z ultrastagingu, z podaniem strony identyfikacji SLN,
stan SLN i nSLN (wg kryterium dominacji zmiany na dang stron¢ i wezty chlonne), oraz wykrycia zmian
nowotworowych w SLN/nSLN zuwzglednieniem strony wybarwienia i podaniem liczby tych weztow

chtonnych.
Detekcja SLN Stan wezléw chlonnych
Nr Strona prawa  Strona lewa Dodatnie
przypadku Pelna klasyfikacjaq Strona nieoznaczone
(Inicjaty) lewa g N pSIN  SLN psLy  lubinne
MAC MAC MAC (1)
sty PTIDICSempuNI .o I ;Aﬁeco(zh)
’ (6/16, 4/7 sn, mic)Mx MIC MIC :
(1) (1) weztach
chtonnych
pT1b1(2,5cm)uNoi(+) ) ITC
- WI) (0/8, 0/1 sn, 4LN)Mx * )
pT1b1(3,0cm)uNO0i
10.0M) (4 I(TS ’(TS
(0/12, 0/2sn, 2 LN)Mx
pT1b1(x)uN0i(+)(0/12, ITC )
12. (KT) 0/2sn, 1snLN)Mx €))
MIC
pT1b1(1,0cm)uNImic, MIC  (2)
13.(PM) 50375, 1/25m, 1 LN)Mx * - () IIC
(6]
ITC w wezle
15. UL) pT1b1(2,0cm)uN0i(+)(0/20, o ) ) ITc  ITC chtonnym
) 0/1 sn, 4LN)Mx (1) 2) rzymacicza
przy:
lewego (1)
MAC MAC MAC
16.sp)  DT2a1(.0 cmuNI(19/24, s oMCo o T 0
’ 2/2sn, mic) (1) MiIC MIC
(6) )
MAC
pT1bl(3,5cm)uN1(8/19, MAC MAC ()
W@ i e be ) 3)  MIC
(1)
pT1b1(0,8cm)uN1(1/12, MAC
1909 (/15n)Mx * (1)
pT1b1(2,7cm)uN1mic(1/20, MIC i
23.BM) ) n)Mx RN
MAC — MIC (1)
pT1b2(4,2cm)uN1(6/27, MIC (1) w wezle
27. (MW) 0/1 sn, mic)M1 2) MIC chtonnym
(2)  przyaortalnym

Objasnienia: § wg systemu TNM UICC (2010 r.) [109]; MAC — makroprzerzut, MIC — mikroprzerzut,
ITC — wyizolowane komorki nowotworu, SLN — wezet chtonny wartowniczy, nSLN — we¢zet chtonny
pozawartowniczy.
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W 3 przypadkach, pomimo braku zmian w we¢ztach SLNs, stwierdzono zdarzenia
w nSLN. W pierwszym przypadku (pacjentka WJ, nr 9) znaleziono /7C, ktore pojawity
si¢ wnSLNs, a nie bylo ich w SLN. Przypadek ten dotyczyt rozpoznania raka
ptaskonablonkowego G2 wielko$ci 2,5 cm (naciekanie na glgboko$¢ 16 mm) z dodatnig
cechg LVSI i ,,dobrg” jako$cig podania biekitu metylenowego. U tej chorej usunigto
8 weztow chlonnych, z czego po lewej bylo 5, a po prawej 3. Wezel chlonny
wartowniczy nalezat do grupy biodrowej zewng¢trznej lewej, a nSLNs z ITC - do weziow
chlonnych biodrowych zewnetrznych i zastonowych lewych. Chora ta nie byla
obcigzona wywiadem notowotworowym lub operacyjnym.

W dwoch przypadkach uzyskano wyniki fatlszywie ujemne (pacjentki OS, nr 19
1MW, nr 27) pod wzgledem przerzutéw (nie /7C). W pierwszym przypadku po prawej
stronie (tj. niewybarwionej) zidentyfikowano MAC w nSLN. Dotyczylo przypadku
pacjentki z rakiem plaskonabtonkowym G2 o najwigkszym wymiarze 8 mm, obecna
byta rowniez cecha LVSI w przymaciczu prawym). Zanotowano, iz podanie znacznika
bylo niezadowalajace (jako$¢ podania ,,staba - wida¢ tylko koncowy fragment szyjki,
podano poza szwami”). Pacjentka miala 3,5 tygodnia wcze$niej wykonana konizacje
szyjki macicy (pierwotna wielko§¢ zmiany byla szerokosci 8 mm, gigbokos$¢ naciekania
wynosita 6 mm, LVSI nieobecne). Pacjentka miata rowniez mig$niaki macicy. Podczas
operacji usuni¢to 12 weztéw chlonnych, 8 po lewej stronie i1 4 po prawej, wsrdd ktorych
w jednym z dwoch weztéw chtonnych nalezacych do grupy zastonowych prawych
znaleziono MAC. Wegzet chlonny wartowniczy znajdowal si¢ w grupie biodrowych
zewngtrznych po stronie lewe;.

Druga pacjentka réwniez miata jednostronne (prawostronne) wybarwienie SLN,
ale obustronnie wykryto MIC w nSLNs. Byl to przypadek raka ptaskonabltonkowego
G3 o glebokosci naciekania 19 mm. Zanotowano ,,dobra” jako$¢ podania. Pacjentka nie
miata wczesniej wykonywanej operacji na szyjce macicy z wyjatkiem biopsji
1 tyzeczkowania kanahu szyjki macicy. U chorej usunigto 27 weztow chtonnych, 11 po
prawej stronie, 9 po lewej stronie 1 7 paraaortalnych. W grupie weztéw chtonnych
biodrowych zewnetrznych prawych znaleziono dwa wezty chtonne z MIC, w grupie
weztow chtonnych biodrowych zewnetrznych lewych po 1 wezle chlonnym z MAC
1 MIC, w jedynym usuni¢gtym wezle chlonnym biodrowym wspolnym lewym znaleziono
MIC, aw jedym z 7 weztéw chlonnych paraaortalnych réwniez stwierdzono pojedynczy
MIC. Wezet chtonny wartowniczy nalezat do grupy zastonowych po prawe;j stronie.

Ostatni przypadek nalezy uzna¢ za ,,prawdziwie” falszywie ujemny, gdyz przy
skutecznym wyznakowaniu SLN po prawej stronie miednicy, w ktorym nie znaleziono
przerzutéw, dodatnimi okazaty si¢ dwa wezly chtonne nSLNs po tej stronie.

Dla 27 pacjentek (przynajmniej jeden SLN), przy 36% obustronnej detekcji
(38 stron detekcji), stwierdzono czulo$¢ 1 swoistos¢ koncepcji SLN potaczonej
z ultrastagingiem na strone detekcji SLN odpowiednio wynoszaca 66,7% 1 86,2%.

49
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T ® 1

strona lewa

@ Wewnet Zha

7k§vezef chionny przymacicza

“\._guz szyjki macicy

rzut na miednice od zewnetrznej strony (przod)

Rycina 4. Rozktad zmian nowotworowych w weztach chtonnych miednicy, kierujac si¢ kryterium
dominacji zmiany MAC > MIC > ITC.

Wykazano, ze wigkszo$¢ przerzutow oraz [7C lokalizowato si¢ w nSLN
(Tabela 12.), u wigkszo$ci chorych (4/7) stwierdzono wspoétistnienie MAC z MIC
(Tabela 13.), aw 5 na 11 przypadkéw udato si¢ uzyskac obustronne, a wigc optymalne
wybarwienie SLN (Tabela 14.). Szczegotowy ilosciowy i topograficzny podzial wedlug
rodzaju zmian w weztach chlonnych przedstawia Rycina 4. w tym podrozdziale,
natomiast analize liczebno$ci weztow chtonnych zuwzglednieniem wybarwienia
umieszczono w podrozdziale 7.6.

W ponizszych fotografiach zaprezentowano przerzuty raka ptaskonabtonkowego
w wezlach chtonnych — Fotografia 1. przedstawia przerzut wielkosci ok. 1,6 mm
(mikroprzerzut). Fotografia 2. (A, B) przedstawia r6zne przerzuty raka pod wigkszym

powiekszeniem.
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Fotografia 1. Niewielki wezet chlonny zawierajacy mikroprzerzut, ktéory ma ok. 1,6 mm
w najwigkszym wymiarze. Powigkszenie 40x, barwienie z przeciwcialem CK AE1/AE3.

A (B)

Fotografia 2. A. [zolowane skupiska nowotworu (/7C) oraz zmiana, ktéra znajduje si¢ na granicy
izolowanego [7TC i mikroprzerzutu (nieco ponad 0,2 mm) w zatoce mi¢dzygrudkowej wezta
chtonnego. Powickszenie 400x, barwienie z przeciwcialem CK AEI1/AE3; B. Przerzut raka
ptaskonabtonkowego ponad 0,2 mm. Powigkszenie 400x, barwienie hematoksyling i eozyna.

7.5. Analiza zaleznoSci przerzutow w wezlach chlonnych od czynnikéw
zwigzanych z nowotworem

7.5.1. Typ histologiczny nowotworu

W Tabeli 15. przedstawiono wyniki analizy dotyczacej zwiazku pomiedzy
typem histologicznym RSZM a przerzutami do weztdéw chionnych (MAC/MIC)
oraz ITC (wszystkie ,,zdarzenia”). Nie uzyskano wyniku $§wiadczacego o istotnym
statystycznie zwigzku pomiedzy typem histologicznym nowotworu a obecnoscig
przerzutow oraz ITC w weztach chlonnych.
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U chorych ze zmianami nowotworowymi w weztach chlonnych stwierdzono
tylko przypadki z rakiem ptaskonablonkowym, dlatego nie mozna bylo wykazaé
zalezno$ci pomiedzy typem histopatologicznym raka a zmianami nowotworowymi
w nSLNs, w tym izolowanymi MICs. Przedstawiaja to Tabele 16. 1 17.

Tabela 15. Zalezno$¢ pomigdzy typem histologicznym nowotworu a obecnoscia ,,zdarzen” w weztach
chtonnych w badanej grupie chorych (n6 = 27).

Stan wezléw chlonnych

Typ histologiczny

nowotworu I puNO(MAC—, MIC-) puN1(MAC+/MIC+) lub
oraz ITC(-) ITC(+)

Ptaskonabtonkowy 24 13 11

Gruczotowy 2 2 0

Inny 1 1 0

Ogotem 27 16 11

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,31344 — brak statystycznej istotnosci réznic; n — liczba
chorych, puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet
chtonny (obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y), ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komorki
nowotworu w co najmniej jednym wezle chtonnym.

Tabela 16. Zalezno$¢ pomigdzy typem histologicznym nowotworu a obecno$cig ,zdarzen”
w pozawartowniczych weztach chtonnych (nSLNs) w badanej grupie chorych (n6 = 27).

. . Stan nSLN
Typ histologiczny
nowotworu n p“Ng(rﬁAI%g[ ) puN1(MAC+MIC+) ITC(+)
Ptaskonabtonkowy 24 13 7 4
Gruczotowy 2 2 0 0
Inny 1 1 0 0
Ogodtem 27 16 6 3

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,79299 — brak statystycznej istotnosci roznic; n — liczba
chorych, puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet
chtonny (obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y), ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komorki
nowotworu w co najmniej jednym wezle chtonnym.

Tabela 17. Stan weztow chtonnych pozawartowniczych (nSLN) w zalezno$ci od typu histologicznego
nowotworu z uwzglednieniem izolowanych MIC (bez wspdlistniejacych makroprzerzutow, MAC)
w badanej grupie chorych (n6 = 27).

Stan nSLN
L R NO(MAC-, MIC-) N1(MAC+ z MIC+)
nowotworu pu ) = = pu +z +
n oraz ITC(-) BAOE, M) Iub ITC (+)

Ptaskonabtonkowy 24 13 2 9
Gruczotowy 2 2 0 0

Inny 1 1 0 0

Ogotem 27 16 2 9

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,87372 — brak statystycznie istotnych réznic; n — liczba
chorych, puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet
chtonny (obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y), ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komorki
nowotworu w co najmniej jednym wezle chtonnym.

7.5.2. Stopien zlosliwosci histologicznej nowotworu (grade)

W Tabeli 18. ujeto wyniki analizy dotyczacej potencjalnego zwigzku
statystycznego pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej nowotworu a obecno$cig
jakichkolwiek zmian nowotworowych w weztach chtonnych. Nie stwierdzono, aby ich
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wystepowanie zalezalo od grade. Podobnie, nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy
stopniem zlosliwosci histologicznej nowotworu a rodzajem zmian nowotworowych
w nSLN, w tym w odniesieniu do MIC (Tabela 19. i Tabela 20.).

Tabela 18. Zalezno$¢ pomiedzy stopniem ztosliwosci histologicznej nowotworu (grade) a obecno$cia
»zdarzen” w weztach chtonnych w badanej grupie chorych (n6 = 27).

Stopien Stan wezléw chlonnych

ztosliwosci

nowotworu n p“N(g%Ag c’(gl &) PuN1(MAC+HMIC+) lub ITC (+)
1 2 2 0

2 15 10 5

3 10 4 6

Ogotem 27 16 11

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,19669 — brak statystycznie istotnych réznic; n — liczba
chorych, puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet
chtonny (obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y), ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komorki
nowotworu w co najmniej jednym wezle chtonnym.

Tabela 19. Zalezno$¢ wystgpowania zmian nowotworowych w nSLN (MAC lub MIC, ITC) od stopnia
zto§liwosci histologicznej nowotworu w badanej grupie chorych (n6 = 27).

Stopien Stan nSLN

zhosliwosci

nowotworu n p“N?)%Agc’g[C ) puN1(MAC+MIC+) ITC(+)
1 2 2 0 0

2 15 11 2 2

3 10 5 4 1
Ogotem 27 18 6 3

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,47032 — brak statystycznie istotnych ro6znic; n — liczba
chorych, puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet
chtonny (obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y), ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komorki
nowotworu w co najmniej jednym wezle chtonnym.

Tabela 20. Stan weztdw chtonnych pozawartowniczych (nSLN) w zaleznosci od stopnia ztosliwosci
histologicznej nowotworu (grade) z uwzglgdnieniem izolowanych MIC (bez wspolistniejacych
makroprzerzutow, MAC, ani wyizolowanych komoérek nowotworu, /7C) w badanej grupie chorych
(n6 =27).

Stopiel'l Stan nSLN
zlosliwosci
PUNO(MAC—, MIC-) . puNI(MACt 2 MIC+)
nowotworu n oraz ITC(-) MIC(), MACE) lub I7C (+)
1 2 2 0 0
2 15 10 1 4
3 10 4 1 5
Ogolem 27 16 2 9

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,87372 — brak statystycznie istotnych roéznic; n — liczba
chorych, puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet
chtonny (obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y), ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komorki
nowotworu w co najmniej jednym wezle chtonnym.

7.5.3. Wielkos¢ guza pierwotnego

W Tabeli 21. przedstawiono wyniki badania zaleznosci statystycznej pomigdzy
wielko$cig guza nowotworowego a obecno$cia zmian nowotworowych w wezlach
chtonnych (MAC, MIC, ITC).
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Tabela 21. Zalezno$¢ pomigdzy wielkoscig guza nowotworowego a obecnoscig ,,zdarzen” w weztach
chtonnych (MAC, MIC, ITC) we wszystkich przypadkach z podziatem na przypadki bez i ze zmianami
nowotworowymi w weztach chtonnych w badanej grupie chorych (n6 = 27).

Stan wezléw chlonnych

Wielkos¢ guza

n puNO(MAC—, MIC-), oraz ITC(—=)  puN1(MAC+/MIC+) lub ITC(+)
<2cm 11 8 3
>2 cm 16 8 8
Ogotem 27 16 11

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,23763 — brak statystycznej zaleznosci; n — liczba
chorych, puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet
chtonny (obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y), ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komorki
nowotworu w co najmniej jednym wezle chtonnym.

Nie uzyskano wyniku istotnego statystycznie $wiadczacego o tym, ze istnieje
taka zalezno$¢. Podobnie analizujagc osobno grupe 11 chorych ze stwierdzonymi
zmianami w wezlach chtonnych uzyskano podobny wynik (Tabela 22.).

Tabela 22. Zalezno$¢ pomigdzy wielko$cig guza nowotworowego a obecnoscia ,,zdarzen” w weztach
chtonnych pozawartowniczych (nSLN) w podgrupie 11 chorych.

Stan nSLN
Wielko$¢ guza
3 3 3 puN1 (MAC+/MIC+) lub
n puNO(MAC-, MIC-) oraz ITC(-) ITC(+)
<2 cm 3 0 >
>2 cm 8 2 :
Ogodtem 11 2 °

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,8351 — brak statystycznej istotnosci; n — liczba chorych,
puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet chtonny
(obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y), ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komoérki nowotworu
w co najmniej jednym wezle chlonnym;

W Tabela 23. przedstawiono wyniki osobnej analizy poswiecone]j zaleznosci miedzy
wielkoscig guza a MIC w nSLN w grupie 11 chorych ze zdarzeniami w weztach
chlonnych. Stwierdzono, ze wielko$¢ guza wplywa na stan nSLN — w grupie 11 chorych
byto istotnie wiecej przypadkéw ze zmianami pierwotnymi wigkszymi niz 2 cm
1 dodatnimi nSLN pod wzgledem MIC, MAC lub ITC niz przypadkow ze zmianami
pierwotnymi mniejszymi lub rownymi 2 cm i nSLN zawierajacymi tylko MIC.
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Tabela 23. Zalezno$¢ wystepowania mikroprzerzutow (MIC) weztach chtonnych pozawartowniczych
(nSLN) od wielkos$ci guza nowotworowego w grupie 11 chorych ze zmianami wtérnymi w weztach
chtonnych.

Wielko$¢ Stan nSLN

guza n pN1(MAC+ i MIC+) lub ITC(+) MIC(+), MAC(-)
<2 cm 3 1 3

>2 cm 8 8 -
Ogotem 11 9 5

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,01068 — ro6znica statystycznie istotna; n — liczba chorych,
puNO: nie ma mikro- (MIC), ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet chtonny
(obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y); ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komorki nowotworu w
co najmniej jednym wezle chtonnym.

7.5.4. Gl¢bokos$¢ naciekania raka

Wyniki analizy gleboko$ci naciekania RSZM dla dwoch grup w odniesieniu do
cechy N: bez przerzutéw (,,0” — wezty chlonne niezawierajace MAC, MIC, ani ITC)
1z przerzutami (,,1” — zawierajace ktory$ z typéw zmian nowotworowych), znajduja si¢
ponizej na Wykresie 2.

Wykr. ramka-wasy wzgledem grup
Zmienna: Gtebokos$¢ nacieku [mm]

N
N

N
o

=
©

=
(o]

-
N

=\
N

=
o
o

Gtebokos$¢ nacieku [mm]

0 Mediana
O 25%-75%
Nr przyp. T Min-Maks

Wykres 2. Zalezno$¢ pomiedzy glebokoscia naciekania (w milimetrach, wyrazonej jako mediana)
a stwierdzeniem jakiejkolwiek zmiany nowotworowej w wezlach chtonnych; test t-studenta dla
dwoch $rednich p=0,310; test F wariancji p=0,858.

Srednie w rozkladach glgbokosci naciekania w grupie ze zmianami
nowotworowymi i bez nich nie r6znig si¢ istotnie statystycznie.
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Na wykreslonej krzywej ROC (Wykres 3.) pokazano wynik analizy gleboko$ci
naciekania w odniesieniu do wartosci tej cechy, ktéra mogtaby dyskryminowac
przypadki ujemne pod wzgledem przerzutow i /7C od dodatnich pod wzgledem ktorejs
z tych zmian. Wedlug indeksu Youdena warto$¢ ta wynositaby 8 mm.

Nie znaleziono zalezno$ci pomigdzy glebokoscia naciekania a przerzutami
w nSLN(s). Kolejny wykres (Wykres 4.) ilustruje ta zaleznos$¢. Glebokos¢ naciekania
takze nie korelowala z obecno$cig izolowanych MIC w nSLN(s), co przedstawia
Wykres 5.

Wykres ROC

Indeks Youdena = 0,32
Proponowany punkt odciecia: 8,00

1,0 F

0,8t

0,6}

Czutosé

04 |

0,2t

0,0 | J J ; J J
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1-Specyficznost

Wykres 3. Krzywa ROC ilustrujaca warto$¢ decyzyjna punktu odcigcia gl¢bokosci naciekania
rowna 8 mm dla ,,zdarzen” w weztach chtonnych.
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Fakt stwierdzenia zmiany w nSLN: 0-brak, 1-MAC/MIC, 2-ITC I Min-Maks

Wykres 4. Zalezno$¢ pomiedzy glebokos$cig naciekania a obecnos$cig przerzutu (cecha N1) i ITC
w przynajmniej jednym nSLN. ANOVA, test Kruskala-Wallisa p=0,2498 - brak statystycznej

istotnosci.

22

Wykr. ramka-wagsy wzgledem grup

Zmienna: Gtebokos$¢ nacieku [mm]

20 t
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Gtebokos$¢ nacieku [mm]

nie

tak
MIC bez MAC w nSLN

O Mediana
[0 25%-75%
T Min-Maks

Wykres 5. Zalezno$é¢ pomiedzy glebokos$cig naciekania a obecnos$cig izolowanych MIC w nSLN
(cecha N1) i ITC w przynajmniej jednym nSLN. Test U Manna-Whitneya p=0,926236, brak
statystycznej istotnosci.
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7.5.5. Naciekanie okolonaczyniowej przestrzeni limfatycznej (LVSI)

W Tabeli 24. oraz Tabeli 25. przedstawiono wyniki badania zaleznos$ci
pomiedzy LVSI azmianami nowotworowymi w weztach chtonnych. W Tabeli 24.
wzigto pod uwage wszystkie zmiany nowotworowe w weztach chionnych facznie.
W Tabeli 25. podzielono zdarzenia na stopien ich wazno$ci i roli w okresleniu stagingu,
przy czym oceniono tylko te przypadki, w ktorych byly stwierdzone zmiany
nowotworowe w weztach chtonnych. W celu poréwnania zliczono przypadki
stwierdzonych dodatnich weztow chtonnych pod wzgledem MAC, MIC 1 ITC w H1E
oraz  w/IHC. Przyjeto w analizie bra¢ pod uwage |1 zdarzenie na
1 wezel chlonny zgodnie z kryterium wazno$ci: w przypadku wspotistnienia MAC
1 MIC przyjmowano za istotne zdarzenie wystapienie MAC, a w przypadku MIC i ITC
przyjmowano za istotne zdarzenie wystapienie MIC.

W Tabeli 26. ujeto zaleznos¢ pomigdzy LVSI a zmianami w nSLN. Okazalo sig,
ze LVSI ma wptyw na stan tych weztéw chlonnych. Tabela 27. pokazuje, ze zaleznos¢
LVSI pozostaje jednak bez wplywu na izolowane wystepowanie mikroprzerzutow
w nSLN.

Tabela 24. Czgsto$¢ wystepowania i zalezno$¢ pomigdzy naciekaniem przestrzeni okolonaczyniowej
limfatycznej (L VSI) a obecnoscig ,,zdarzen” w weztach chtonnych w grupie badanych chorych (n6 = 27).

Stan wezléw chlonnych

LVSI

n puNO(MAC—, MIC-) oraz ITC(-) puN1(MAC+ i/lub MIC+)
) 12 10 2
+) 15 6 9
Ogodtem 27 16 11

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,02278 — r6znice statystycznie istotne; n — liczba chorych;
puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet chtonny
(obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y).

Tabela 25. Zalezno$¢ pomiedzy naciekaniem przestrzeni okotonaczyniowej limfatycznej (LVSI)
a obecnoscig ,,zdarzen” w weztach chtonnych z podziatem na ich stopien waznosci w grupie 11 chorych,
u ktorych stwierdzono zmiany nowotworowe.

Stan wezléw chlonnych

LYSI n ITC decydujace MIC decydujace MAC decydujace
o stagingu o stagingu o stagingu

-) 2 1 0 1

€3] 9 3 2 4

Ogodtem 11 4 2 5

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,74806 — brak statystycznej zalezno$ci; n — liczba
chorych, puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet
chtonny (obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y), ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komorki
nowotworu w co najmniej jednym wezle chtonnym.
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Tabela 26. Zalezno$¢ pomiedzy naciekaniem przestrzeni okolonaczyniowej limfatycznej (LVSI) a stanem
weztdw chtonnych pozawartowniczych (nSLN).

Stan nSLN
LVSI :
" L . puN1(MIC+ i/lub
n puNO(MAC—, MIC-), ITC(-) MACH) ITC(+)
) 12 11 1 0
() 15 7 5 3
Ogotem 27 18 5 ;

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,04285 — istotnie statystyczna zalezno$¢, n — liczba
chorych; puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet
chtonny (obecne makro- lub/i mikroprzerzut-y), ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komorki
nowotworu w co najmniej jednym wezle chtonnym.

Tabela 27. Zalezno$¢ pomiedzy naciekaniem przestrzeni naczyn krwiono$nych i chionnych (LVSI)
a izolowang obecno$cig mikroprzerzutow w weztach chtonnych pozawartowniczych (nSLN).

Stan nSLN
LVSI puNO(MAC-,MIC-) puN1(MAC+ i/lub
n oraz ITC(-) MIC+) lub ITC(+) Izolowane MIC
-) 12 10 ) 0
(+) 15 6 7 5
Ogotem 27 16 9 5

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,18867 — brak statystycznej zalezno$ci; n — liczba
chorych, puNO: nie ma mikro- (MIC) ani makroprzerzutu (MAC), puN1: dodatni co najmniej jeden wezet
chtonny (obecne makro- i/lub mikroprzerzut-y), ITC (isolated tumor cells) — wyizolowane komorki
nowotworu w co najmniej jednym wezle chtonnym.

7.6. Analiza liczebnosci wykrytych wezlow chlonnych przy zastosowaniu
koncepcji wartowniczego wezla chlonnego

Porownano liczby weztow chtonnych uzyskiwanych ze skutecznym uzyciem
koncepcji SLN ibez niej oraz z nieudanym jej zastosowaniem (Rycina 3. odpowiednio
grupy n6 = 27 oraz tacznie n4 = 10 i n5 = 3, s. 40). Wyniki przedstawiono na Wykresie
6. oraz w Tabeli 28. Wykazano, ze $rednia liczba wezldéw chtonnych w grupie ze
skuteczng detekcja SLN jest wigksza niz w grupie bez SLND i nieskuteczng SLND.

Dodatkowo przy tej analizie wykonano obliczenia sprawdzajace, czy wielkos¢
guza mniejsza lub rowna 2 cm (wobec > 2 cm) pozwala zrealizowaé koncepcje SLN
oraz, czy w tym pierwszym przypadku czesciej udaje si¢ ja zrealizowac obustronnie
(optymalnie)? W tym celu zestawiono wielko$¢ guza z decyzja odnosnie zastosowania
tej koncepcji (Tabela 29. — cze$¢ gorna) oraz wielkos¢ guza z faktem w peini udanego
(optymalnie dwustronnego) wybarwienia SLN (Tabela 29. — czg$¢ dolna). W obu
przypadkach nie stwierdzono istotnej statystycznie zaleznosci.
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Wykres ramka-wasy: Liczba znalezionych weztéw chtonnych
26 .

24 t —_—

22 t

20 t

18 |

16

14

12 } o

Liczba znalezionych weztéw chtonnych

10 }

o Srednia
[1 Srednia+Btad std
Zastosowanie skuteczne koncepcji SLN 1=tak, 0=nie T Srednia%1,96*Btad std

0 1

Wykres 6. Liczba znalezionych weztow chtonnych bez i ze skutecznym zastosowaniem koncepcji
wezla chtonnego wartowniczego (SLN). Test dla dwodch $rednich; p=0,046 (Test wariancji F
— p=0,06 — wariancje sa rowne).

Tabela 28. Liczba znalezionych weztéw chtonnych u wszystkich chorych w grupie n3 = 40 w zaleznosci
od skutecznego zastosowania koncepcji SLN.

Statystyka liczebnoS$ci wezléw chlonnych

Koncepcja SLNV

Srednia N  Min.  Maks. SD Przedziat uthosci (95% CI)  Med.
Tak 19,07 27 3,00 53,00 11,32 14,59-23,55 19
Nie 15,08 13 5,00 42,00 10,16 15,08-21,22 13
Ogodtem 17,78 40 3,00 53,00 10,99 14,26-21,99 15,5

Objasnienia: Med. — mediana; N — liczba przypadkéw; SD — odchylenie standardowe; SLN — wezet
chtonny wartowniczy.

Tabela 29. Wielko$¢ guza i realizacja koncepcji wezta chtonnego wartowniczego (SLN) dla grup n3
i né.

: - -
Wielkos¢ guza Analiza grupy n3 = 40 chorych

n Brak skutecznego wykrycia SLN Skuteczne wykrycie SLN
<2 cm 15 4 11
>2 cm 25 9 16
Ogodtem 40 13 27

i = s
Wielkos¢ guza Analiza grupy n6 = 27 chorych

n Jednostronne wybarwienie Dwustronne wybarwienie
<2 cm 11 6 5
>2 cm 16 10 6
Ogotem 27 16 11

* Test chi-kwadrat p=0,54177 — brak statystycznie istotnej zalezno$ci; n — liczba przypadkow.
** Test chi-kwadrat p=0,67936 — brak statystycznie istotnej zaleznosci.
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7.7. Analizy liczebno$ci wykrytych wezlow chlonnych za pomoca réznych
technik histopatologicznych

W celu zestawienia poszczegdlnych sposoboéw analiz histopatologicznych
w ultrastagingu, przypadki podzielono na trzy grupy: poddane tylko ocenie
w hematoksylinie i eozynie (H 1 E), tylko w immunohistochemii (IHC) oraz w jednej
i drugiej metodzie jednoczesnie. Wyniki analizy przedstawia Tabela 30.

Tabela 30. Zestawienie wykrytych zmian nowotworowych z uzyciem ultrastagingu histopatologicznego.

Rodzaj metody

ey n puNO(MAC-, MIC-) puN1(MACHMIC+)
. . oraz ITC(-) oraz ITC(+)

histopatologicznego

HiE 7 5 2

HiE +IHC 19 11 8

[HC 1 0 1

Ogodtem 27 16 11

Objasnienia: H i E —hematoksylina i eozyna; IHC — immunohistochemia; n — liczba przypadkow;

Na pomzszeJ Fotograﬁl 3 Zestaw10n0 dwa obrazy przedstawiaj ace mlkroprzerzut

Fotografia 3. Mikroprzerzut raka w wezle chtonnym, w powigkszeniu 200x; A. Barwienie
hematoksyling i eozyna; B. Barwienie z uzyciem przeciwcial CK AE1/AE3.

7.8. Zmiany w ocenie zaawansowania choroby po zastosowaniu ultrastagingu

W Tabeli 31. przedstawiono zbiorczo charakterystyke pacjentek pod wzgledem
wystepowania LVLND — MICs oraz ITC. Zmiana cechy ,,N” nastgpita w 1 na 27
przypadkéow (3,7%).

W jednym przypadku chorej (pacjentka o inicjalach PM, kolejny nr 13;
pT1bNOMx wg klasyfikacji UICC/AJCC [109] oraz pTlbl(1,0cm)uNI1mi, i(+)(3/5,
1/2sn), 1 (LN)Mx wg rozwinig¢tej klasyfikacji) zaobserwowano zmiang klasyfikacji
wezlow chlonnych. Uzywajac standardowej oceny histopatologicznej bez poszukiwania
mikroprzerzutow nie stwierdzono obecnosci przerzutow (MIC) zarowno w dwoch
laparoskopowo usunigtych SLN, jak iw pozostalych trzech nSLN. Po zastosowaniu
techniki oceny preparatu w ultrastagingu 1ibarwieniu HE oraz [HC znaleziono
mikroprzerzuty odpowiednio w 1/2 oraz 3/3 weztach chionnych oraz dodatkowo trzy
komorki nowotworu (/7C) w jednym z weztow chtonnych.
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Tabela 31. Szczegdétowy wykaz cechy obecno$ci mikroprzerzutéw (MIC) i wyizolowanych komorek
nowotworu (/7C) w weztach chtonnych wartowniczych (SLN) ipozawartowniczych (nSLN) wraz
z oznaczeniem przypadkow czcionkg pogrubiong, w ktdrych nastgpilty zmiany cechy N w grupie badanej

(n6 =27).
Cecha gﬂv(:ﬁfll;cv:l SLN nSLN Zmiana Przypad'ek
Pacjentka  zbadanych w cechy fal.szyw1e
slirastagingu MAC MIC ITC MAC MIC ITC N ujemny
1.(JB) 26 - - - - - - -
2.(LM) 24 - - - - - - -
3.(T.L) 36 - - - - - - -
4. (OE) 29 - - - - - - -
5. (KA) 9 - - - - - - -
6. MZ2) 37 - - - - - - -
7. (T.M.) 16 + + - + + - -
8. (L.D.) 5 - - - - - - -
9.(W.J.) 8 - - - - - - -
10. (J.M.) 12 - - + - - - -
11. (B.E.) 9 - - - - - - -
12. (K.T) 12 - - + - - - -
13. (P.M.) 5 - + - - + + -
14. (W.W.) 17 - - - - - - -
15. (J.L) 20 - - + - - - -
16. (S.D) 24 + + - + + - -
17. (P.E.) 19 + + - + + - -
18. (W.J) 15 - - - - - - -
19. (0.S) 12 - - - + - - +
20.(G.B.) 5 - - - - - - -
21.(D.-M.) 24 - - - - - - -
22. (M.W) 10 - - - - - - -
23.(B.M.) 20 - + - - - - -
24. (LM.) 3 - - - - - - -
25.(S.J) 24 - - - - - - -
26. (K.T.) 20 - - - - - - -
27. (MW) 27 - - - + + -
SUMA 516 3 5 3 4 5 1 2

Objasnienia: qTylko w przypadku ponownej oceny preparatu w trybie ultrastagingu, po ktorym
znaleziono wczesniej niewykryte przerzuty; pogrubieniem oznaczono 11 przypadkow, w ktorych
stwierdzono zmiany wtorne w weztach chtonnych.

Przypadek ten cechowat si¢ rozpoznaniem raka ptaskonabtonkowego o wysokim
stopniu ztosliwosci (grade 3), naciekaniem przestrzeni okotonaczyniowej limfatycznej

oraz glebokoscig naciekania raka 10 mm. Chora na podstawie wyniku badania
rutynowego zostala skierowana na chemioradioterapi¢. Oba przypadki falszywie
ujemne (19., OS oraz 27., MW) zostalty omoéwione w podrozdziale 7.4 na stronie 49).
Szczegdtowe podsumowanie przypadkéw zmian w klasyfikacji jest przedstawione

w Tabeli 32.
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Tabela 32. Zmiany w klasyfikacji po ultrastagingu w grupie n6 = 27 chorych ze skutecznym
wybarwieniem wezta chtonnego wartowniczego (SLN).

Cecha Charakter zmiany Roéznica
Stopien e kliniczny wobec patologicznego 5 przypadkow (nr 4, 10, 16, 21,
zaawansowania (ultrastaging) 27)
choroby e w ocenie patologicznej: rutynowo

(standardowe opracowanie preparatu) wobec

ultrastagingu

1. Stopien cechy T

e zpTla2 lub puT1bl na wyzszy 1 przypadek (nr 6)

e zpT2al na puTlbl (z wyzszego na 1 przypadek (nr 10)

nizszy)

2. Stopien cechy N (z pNO na puN1) 1 przypadek (nr 13)

3. Stopien cechy M (z pM0/Mx na puM1) 1 przypadek (nr 27)
Potencjalna Wskutek zmiany cechy N Na niekorzys$¢ u jednej pacjentki
zZmiana (nr 13)
rokowania

Wskutek zmiany cechy M Na niekorzys¢ u jednej pacjentki

(nr 27)

Objasnienia: 7, N, M — tumor, node, metastasis features, guz, wezel, przerzuty; u — wykonany
ultrastaging.

7.9. Przewidywanie obecno$ci przerzutow (makro i mikroprzerzutéw) oraz
wyizolowanych komorek nowotworu w wezlach chlonnych
pozawartowniczych na podstawie informacji uzyskanych z badania wezlow
chlonnych wartowniczych

Szczegotowa analize zaleznosci pomigdzy wystepowaniem MAC w SLN,
a towarzyszacym wystgpowaniem MIC w nSLN w grupie 11 chorych ze zmianami
nowotworowymi w weztach chlonnych przedstawiono w Tabeli 33. Wykazano istotng
statystycznie zalezno$¢ pomiedzy stwierdzeniem MAC w SLN i MIC w nSLN.

Tabela 33. Wspotwystgpowanie makroprzerzutow (MAC) w weztach chtonnych wartowniczych (SLN)
z mikroprzerzutami (MIC) w weztach chtonnych pozawartowniczych (nSLN).

nSLN-MIC
SLN-MAC
n ) ()
_ 8 7 1
+ 3 0 3
Razem 11 7 4

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,00721 — zalezno$¢ jest statystycznie istotna; n — liczba
przypadkéw, nSLN-MIC: dodatni MIC w przynajmniej jednym nSLN, SLN-MAC: dodatni MAC
w przynajmniej jednym SLN.

W kolejnej tabeli umieszczono dane na temat stanu we¢ztdw chtonnych (SLN
1 nSLN) pod wzgledem przerzutbw nowotworu wraz z liczbg przypadkoéw
1 odpowiadajagcemu im stanowi weztéw chlonnych pod wzgledem /7C (Tabela 34.). Nie
stwierdzono istotnej statystycznie zaleznosci pomiedzy stanem SLN/nSLN a obecno$cia
ITC w weztach chtonnych.

W analizie, ktérej wyniki sg ujete w Tabeli 35. pokazano, ze wystgpienie
przerzutu w SLN sprzyja wystgpieniu jakiegokolwiek zdarzenia nowotworowego
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w nSLN. Wyniki pokazane w Tabeli 36. wskazuja natomiast, Ze zaleznos$¢ ta nie istnieje
dla izolowanych MICs w nSLNs.

Tabela 34. Zdarzenia decydujace o stagingu u 11 chorych, u ktorych wykryto SLN, w podziale na wezty
chtonne wartownicze (SLN) i pozawartownicze (nSLN) w odniesieniu do wyizolowanych komorek
nowotworu (I7C).

Stan SLN Stan nSLN n (%) SLN-ITC nSLN-ITC
- - 4 (36,36) 3 2
; + 2 (18,18) 0 0
+ - 1 (9,09) 0 0
+ + 4 (36,36) 0 1
RAZEM 11 (100) 3 3

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,12168 — brak statystycznie istotnej zalezno$ci; lewa
czeS¢ tabeli: fakt dodatniego (+) SLN lub nSLN dotyczy stwierdzenia makroprzerzutu(éw) lub
mikroprzerzutu(6w) w danym wezle chtonnym, /7C — wyizolowane komorki nowotworu; prawa czesci
tabeli: dotyczy liczby przypadkow ITC odpowiednio w weztach chtonnych wartowniczych (SLN-ITC)
i pozawartowniczych (nSLN-ITC).

Tabela 35. Analiza wspotwystepowania dodatnich weztow chtonnych wartowniczych (SLN) pod
wzgledem makro (MAC) lub/i mikroprzerzutow (MIC) ze zmianami nowotworowymi w weztach
chtonnych pozawartowniczych (nSLN).

Obecno$¢ MAC lub/i MIC Obecnos¢ MAC lub/i MIC lub/i ITC w nSLN
SLN

" ©) () n

“) 17 5 22

) 1 4 5

Ogotem 18 9 27

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,0142 — zalezno$¢ statystycznie istotna; n - liczba
przypadkow.

Tabela 36. Analiza wspotwystgpowania dodatnich wezlow chlonnych wartowniczych (SLN) pod
wzgledem makro (MAC) lub/i mikroprzerzutow (MIC) z izolowanymi mikroprzerzutami w wezlach
chtonnych pozawartowniczych (nSLN).

Obecno$é MAC lub/i MIC Izolowana obecno$¢ MIC w nSLN

wOLN ©) ) n
Nie 1 1 2
Tak 3 1 4
Ogotem 4 2 6

Objasnienia: Zastosowano test chi-kwadrat, p=0,5403 — brak statystycznej istotnosci; n — liczba
przypadkow.

7.10. Synopsis raportowania wynikow w ultrastagingu

Ponizej przedstawiono streszczenie procesu opracowania  preparatow
pooperacyjnych, wedtug ktorego postgpowano. Jego rozwinigcie w Tabeli 37. moze
stanowi¢ instrukcje, jak nalezaloby postepowal w ultrastagingu histopatologicznym.
Rycina 5. przedstawia etapy opracowania preparatu.
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Etap 1. Obrébka wstepna

Etap 2. Wykonanie bloczkow parafinowych

Etap 3. Ultracienkie skrawanie

Etap 4. Barwienie w hematoksylinie i eozynie
oraz przeciwciatem CK AE1/AE3

Etap 5. Opracowanie wyniku

Rycina 5. Schematyczne przedstawienie wzorcowego opracowania materiatu histopatologicznego po
operacji.

Tabela 37. Etapy opracowania preparatu tkankowego w ultrastagingu.

Etap 1: *  Odpowiednie opisanie nadestanych we¢ztow chtonnych z podaniem ich liczby oraz
umiejscowienia
*  Utrwalenie materiatu tkankowego w ptynie utrwalajacym (4% formaldehyd
z buforem fosforanowym, 24h), wyptukanie woda destylowang
*  Odwadnianie utrwalonych preparatow za pomoca procesora tkankowego
(roztwory alkoholu, ksylenu, parafina)

Etap 2: e Zatopienie przepojonych parafing preparatow stanowigcych kostki parafinowe
w foremkach, dostosowanych wielkoscig do preparatu

Etap 3: *  Krojenie skrawkow parafinowych grubosci 4pum przy uzyciu mikrotomu
saneczkowego

e Skrawanie co 150 um, pobieranie na jednym poziomie dwoch skrawkoéw na
silanizowane szkietka
e Skrawanie przekrojowe weztow chtonnych do imentu (jeden skrawek na HE,

drugi na CK)
*  Suszenie skrojonych skrawkéw w cieplarce (24h, temp. 55°C)
Etap 4: e Odparafinowanie skrawkow poprzez roztwory ksylendw, nastepnie nawodnienie

w szeregu alkoholowym, poczawszy od absolutnego, przez 96%, do 70%

*  Plukanie preparatéw i zabarwienie kolejno hematoksyling Mayera i eozyna

*  Zapewnienie trwalo$ci zabarwionego preprtu na szkietku poprzez odwodnienie
(szereg odwrotny)

Etap 5: *  Cieplne odmaskowanie antygenu w temperaturze wstgpnego ogrzewania 65°C

i czas odmaskowania antygenu 97°C przez 20 minut, schtadzanie do 65°C

e Zastosowenie zautomatyzowanego procesu barwienia zawierajacego zestaw
wszystkich odczynnikow i roztwordw potrzebnych do barwienia
immunohistochemicznego

*  Reczne odwadnianie skrawkow i zamkniecie w syntetycznym medium

Regionalne wezty chlonne sg ocenione za pomoca ultrastagingu 1 na wyniku
histopatologicznym s3 zebrane nastepujace informacje dotyczace statusu weztow
chtonnych:

Regionalne wezly chlonne (pulN)
pulNx: Nie moga by¢ ocenione
pulNO: Regionalne wezly chlonne wolne od przerzutéw
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puN1: Przerzuty do regionalnych wezlow chlonnych

Liczba znalezionych/nadestanych weztéw chtonnych:

Liczba znalezionych/nadestanych wezléw chlonnych wartowniczych:

Liczba zbadanych weztow chlonnych bez przerzutow raka:

Liczba weztéw chionnych z przerzutami raka:

Liczba wezlow chlonnych z izolowanymi mikroprzerzutami:

Liczba wezlow chlonnych z wyizolowanymi komoérkami nowotworowymi
JTo):

W raporcie nalezy poda¢ metode detekcji I7C

Regionalne wezty chlonne obejmuja wezly: przymaciczne, przyszyjkowe,
zaslonowe, biodrowe wewnetrzne, biodrowe zewnetrzne, biodrowe wspdlne, krzyzowe
1 przedkrzyzowe. Wezly chlonne opisane przez operatora inaczej nalezy wziaé
w cudzystow.

Klasyfikacja zaawansowania nowotworu zostaje oceniona za pomoca
klasyfikacji TNM. Dla przyktadu uzytego w tym podrozdziale (KA, nr 8):

Regionalne wezly chlonne (pulN)
pulNO: Regionalne wezty chtonne wolne od przerzutéw

[lo$¢ znalezionych/nadestanych weztow chtonnych: 9

Liczba znalezionych/nadestanych weziow chtonnych wartowniczych: 2

Liczba zbadanych weztow chtonnych bez przerzutow raka: 9

Liczba weztéw chionnych z przerzutami raka: 0

Liczba weztéw chionnych z izolowanymi mikroprzerzutami: 0

Liczba weztow chlonnych z wyizolowanymi komoérkami nowotworowymi
(ITC): 0

(Hematoksylina i eozyna)

Wezty chtonne biodrowe zewnetrzne (0/1), ,,wybarwiony wezet wartowniczy
strona prawa” (0/1), wezty chlonne zastonowe (0/3), wezly chilonne biodrowe
zewnetrzne (0/3), ,,wybarwiony wezet wartowniczy zastonowy strona lewa” (0/1).

pT1a2(0,6cm)uN0(0/9, 0/2sn)Mx
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8. Dyskusja

W wyselekcjonowanej grupie 27 pacjentek z wezesnym rakiem szyjki macicy
(stopnie A2 1 IB1 wg klasyfikacji FIGO) z wyznakowaniem weziow chlonnych
wartowniczych przynajmniej jednej strony, znaleziono dzigki ultrastagingowi
histopatologicznemu  mikroprzerzuty w  16/450 (3,6%) wezlow  chlonnych
pozawartowniczych. U 3 chorych (11,2%) z jednostronng identyfikacja SLN znaleziono
zmiany w nSLN przy ich braku w SLN. W pierwszym przypadku po niewybarwionej
stronie miednicy zidentyfikowano MAC w nSLN. W drugim przypadku, przy
prawostronnym wybarwieniu SLNs, obustronnie wykryto MIC w nSLNs. W trzecim
przypadku znaleziono /TC w nSLNs. Procedura ultradokladnego badania wszystkich
weztow chtonnych wplyneta na zmiane statusu wezldéw chtonnych z ujemnych na
dodatnie oraz zmiang statusu przerzutowego choroby (przerzut odlegty).

Glownym ograniczeniem pracy doktorskiej jest mata wielkos¢ kohorty chorych.
Przy usunietych $rednio ok. 19,4 weztow chlonnych na pacjentke (tacznie 515), Srednio
na 1 chorg przypadalo ok. 180 ocenionych szkietek. Wysoki koszt badania
immunohistochemicznego ograniczat mozliwos$¢ selekcji pacjentek do przypadkow
podobnych pod wzgledem zaawansowania klinicznego i szeroko uznawanych za cel
procedury SLND na $wiecie. Z tego powodu materiat pracy doktorskiej jest w znacznym
stopniu homogenny pod wzgledem stanu zaawansowania raka (dominuje stopien IB1
wg klasyfikacji FIGO). Pozwolito to wprawdzie na wyciagnigcie wnioskow o duzym
stopniu wiarygodnosci, jednak wilasciwych tylko do RSZM w stopniu IB1. Na obrong
mozna jednak poda¢ fakt, ze cze$¢ rakow w stopniu zaawansowania klinicznego FIGO
IB1 miala spelnione kryterium wielkos$ci nacieku niewiele ponad granice kryterium
okres$lania stadium IA2. Minusem moze by¢ jednak réwniez wyznakowanie SLN za
pomoca pojedynczej metody, co nie jest optymalne i w konsekwencji doprowadzilo
w czg$ci przypadkow do jednostronnej identyfikacji SLN. Jednakze, zatoZzeniem pracy
bylo zbada¢ wykonalno$¢ oznaczenia nSLN pod wzgledem histopatologicznym
w ultrastagingu. Selekcje pacjentek zawegzono do tych chorych, ktore miaty
przynajmniej jeden SLN (kazdy inny wezet chtonny byl nazwany nSLN). Wymienione
wyze] stabe punkty pracy doktorskiej mozna podda¢ szerszej dyskusji, cytujac
publikacje Van de Lande i wsp. [74]. Zesp6t ten opublikowat w 2007 roku przeglad
systematyczny obejmujacy 23 prace naukowe i1 842 pacjentki z wczesnym RSZM,
w ktorym nie stwierdzono statystycznie istotnej r6znicy w zbiorczej analizie czutosci
wykrywania SLN na korzy$¢ metody aczacej koloid technetu (*™Technet) z niebieskim
barwnikiem w porownaniu do samego niebieskiego barwnika.

Szerokos¢ kryteriow selekcji odzwierciedla odsetek pacjentek z obecnoscig
zmian w wezlach chlonnych. W grupie pacjentek poddanych analizie w pracy
doktorskiej odsetek zajetych przez przerzuty weztéw chtonnych wartowniczych wynidst
15% (12/66), a wliczajac ITC — 24% (16/66). W niniejszym materiale srednia liczba
usuni¢tych SLNs wyniosta 2,5 na pacjentke, tj. przecig¢tnie, cho¢ blizej dolnej granicy
przedzialu podawanego w literaturze (2-4 SLNs) [89,90].

Stwierdzona klinicznie (przedoperacyjnie) nieobecnos¢ przerzutow w wezlach
chlonnych jest warunkiem podjecia procedury SLND, a ich stwierdzenie ma
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podstawowe znaczenie rokownicze. Rokowanie mozna jeszcze zrdznicowal
w zalezno$ci od liczby zajetych wezlow chlonnych [91,93]. Stwierdzenie przerzutéw
w weztach chtonnych ma takze znaczenie predykcyjne, gdyz kwalifikacja chorej do
odpowiedniego leczenia pooperacyjnego odbywa si¢ zgodnie ze stanem wezlow
chtonnych. W przypadku stagingu w RSZM, w stadiach 1A2 1IB1 wg klasyfikacji
FIGO (tj. wezesnym raku) wszystkie przypadki moga by¢ traktowane jako ,,ujemne
weztowo”, gdyz FIGO nie naklada obowigzku oceny weztdw chlonnych (status
weztowy jest niepewny lub nieznany).

Wykonalno$¢ koncepcji SLN w przypadku RSZM byla celem wielu badan,
wsrod ktorych najwazniejszym wydaje si¢ badanie autorstwa Altagassena i wsp. na
grupie 590 chorych z wielome stadiami RSZM. Wykazano w nim najwicksza
efektywnos¢ techniki podwdjnego znaczenia radiokoloidem i niebieskim barwnikiem,
co pozwala uzyska¢ odsetek detekcji SLN wynoszacy 93,5% [48]. Tak wysokie wartosci
detekcji byty jednak mozliwe do osiggnigcia w matych rakach (do 2 cm w najwigkszym
wymiarze), co determinowato uzycie SLND w RSZM do bardzo wczesnych zmian.
W praktyce, uzycie SLND jest pochodng skryningu RSZM 1 bedzie coraz czgstse, gdyz
wiecej wykrytych zmian bedzie miato (duzo) mniej niz 2 cm S$rednicy. W pracy
doktorskiej nie ograniczono selekcji do matych guzéw szyjki macicy. Wykazano, ze
wielko§¢ zmiany nie miata znaczenia w konteksécie skuteczno$ci (jedno, obustronnos¢,
brak wybarwienia), co moze tez wynika¢ z nieduzej liczby chorych.

Tematowi ultrastagingu we¢ztdw chitonnych poswigcato uwage w badaniach
wielu autorow, cytowanych poprzednio [20,52,65,70,71,86-90]. W szczegolnosci
ostatnia praca badawcza czeskich autorow zasluguje na szersze omowienie
1 pordwnanie, a chinskich i francuskich dobrze demonstruja ré6znice w podejsciu do
realizacji koncepcji SLN. Zespdt pod kierunkiem prof. Cibuli ,o0stroznie”
wyselekcjonowat (carefully selected) 17 pacjentek z RSZM w stopniu zaawansowania
IB1 (23 cm, 8 chorych), IB2 (7 chorych), IIB (2 chorych) wg klasyfikacji FIGO
z obustronng identyfikacja SLN za pomocg techniki skojarzonej (podanie Tc¢*™
1 niebieskiego barwnika) [90]. Na uwage zastuguje fakt, ze usunigto srednio 2,5 SLN na
pacjentke, a wigc tyle, co w materiale niniejszej pracy doktorskiej (przy odsetku
obustronnej detekcji wynoszacym 36%). W pracy doktorskiej uzyskano zblizone wyniki
z tym, ze stwierdzono trzy przypadki fatszywie ujemne po stronie zidentyfikowanego
SLN, wliczajac ITC (czuto$¢ wyniosta 66,7%, a swoistos¢ 86,2%, badajac realizacje
procedury na strong). W drugim przypadku w materiale pracy doktorskiej stwierdzono
obecnos¢ ITC w nSLN przy ujemnym SLN. Bioragc pod uwage fakt, ze w zwigzku
z posrodkowym potozeniem szyjki macicy mozliwos¢ uzyskania fatlszywego wyniku
oceny zmiany w SLN nalezy rozpatrywac¢ na stron¢ miednicy oraz, ze wedtlug obecnej
wiedzy ITC nie nalezy traktowac¢ jako przerzut, odsetek rzeczywistych wynikow
falszywie ujemnych w pracy doktorskiej wynosi 3,7% (1/27). Cibula i wsp. uzyli bardzo
Scistych kryteriow selekcji pacjentek (,,duze” guzy - ,,bulky tumors”, o wysokim ryzyku
przerzutéw), dlatego tatwo uzyskali duzg precyzj¢ diagnostyczng na mniejszej grupie
chorych (17), u ktérych udato si¢ uzyska¢ obustronng detekcje SLN. Wzglednie niska
czuto$¢ testu w pracy doktorskiej nalezy thumaczy¢ wysoka liczba (3) przypadkoéw
falszywie ujemnych na strone, bioragc pod uwage kazda zmiane w weztach chtonnych.

68



Istnieje tylko jedna publikacja o liczbie chorych znacznie przewyzszajacej
wszystkie inne [87]. Fregnani i wsp. przeprowadzili bardzo obszerne badanie na 289
pacjentkach z RSZM w stadiach IB-IIA wg klasyfikacji FIGO (5599 weziow chtonnych
— 19,3 weztéw na pacjentke), nie badali jednak kwestii zaleznosci statusu nSLN od
stanu SLN (nie identyfikowali SLN), oceniali rowniez tylko jeden skrawek na wezet
chtonny. Brazylijscy naukowcy skupili si¢ na znaczeniu rokowniczym tzw. choroby
mikroprzerzutowej w weztach chtonnych.

W badaniach na podobnej pod wzgledem liczebnosci grupach chorych
1 podobnym celu jak w niniejszej pracy doktorskiej, osiggano odmienne wyniki,
stosujac rézne techniki oceny wezlow chtonnych. W badaniu autorow z os$rodka
naukowego w Chinach, obejmujacym 30 pacjentek, Lou i wsp. wykazali odsetek
wynikéw falszywie ujemnych wynoszacy 18,2%, uzywajac techniki RT-PCR [65].
Badanie budzi zastrzezenia metodologiczne, gdyz na kazda pacjentke jeden SLN byt
pobierany przypadkowo sposrod powiekszonych weztow chtonnych (za takie uznawano
SLN5s), podobnie usuwano jeden lub wigcej sposrod nSLNs.

Martinez i wsp. zbadali 41 pacjentek z RSZM w stopniu IA2-1B wg klasyfikacji
FIGO (36/41 przypadkow IB1) przede wszystkim pod katem zgodno$ci pomigdzy
obrazem SPECT/CT a $rédoperacyjng lokalizacja SLN, stosujac uzupeknienie procedury
radiologicznej o barwienie bigkitem patentowym [71]. Technika podwdjna pozwolita na
wykrycie obustronnych SLNs w 80,5% przypadkéw. Badacze z osrodka hiszpanskiego
wykazali, ze SPECT/CT nie ma przewagi nad badaniem z udzialem barwinika
w identyfikacji co najmniej jednego SLN (barwnik — 100% przypadkéw deteke;ji,
SPECT — 95%), podkreslajac jednak rol¢ krzywej uczenia si¢ procedury
radiologicznego wykrywania SLN [71].

Marchiole i1 wsp. zbadali proporcjonalng do materialu prezentowanej pracy
doktorskiej liczbe weztow chtonnych (574) u podobnej liczby 29 chorych na RSZM
IA1(LVSI+) - IB1 wg klasyfikacji FIGO, uzywajac w wigkszosci przypadkoéw (27/29)
metody pojedynczego znakowania metoda barwnikowa. Stwierdzili, Ze odsetek
wynikow falszywie ujemnych jest zbyt duzy (13%), aby uznaé procedure SLND za
bezpieczng [89]. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze cytowani francuscy autorzy nalezg
do pionieréw techniki SLND w raku szyjki macicy i byto to wczesne badanie (2004 r.)
[89].

Obawy co do zasadno$ci koncepcji SLN podzielali w roznym czasie rowniez inni
autorzy w przypadku $rednio-zaawansowanego i1 zaawansowanego RSZM, optujac za
pelnym usunigciem we¢ztdw chtonnych miednicznych i przyaortalnych [104, 105, 110,
111]. W pracy Silva i wsp. stwierdzono, ze w samych tylko SLNs zbadanych metoda
IHC mozna znalez¢ ponad 5% MICs w H-E-negatywnych weztach chtonnych [110].
W calej grupie regionalnych wezlow chionnych czestos¢ stwierdzania MICs we
wczesnym RSZM wynosi ok. 2,1%-15%, ale zalezy to od uzytej metody (badanie
standardowe lub wultrastaging) oraz lokalizacji anatomicznej badanych wezlow
chtonnych [22, 52, 65, 70, 71, 86-90]. Zaal i wsp., po zbadaniu 645 chorych na RSZM
w stadiach TA-IIB, zauwazyli korzy$¢ rokowniczg w odniesieniu do przezyc
catkowitych 1 wolnych od wznowy po usunigciu wigcej niz 16 nSLN tylko w przypadku
rakow w stadiach IB2 — II wg klasyfikacji FIGO [92]. Nie wiadomo na podstawie
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innych badan, czy to samo dotyczy mniejszego zaawansowania raka. W materiale
prezentowanej pracy doktorskiej chorym usunigto 66 SLNs 1 450 nSLN, $rednio ok. 2,5
i 16,6 wezlow chtonnych na pacjentkg, a odsetek weztdw chionnych ze zmianami
(MAC, MIC, ITC) wynosit 10,8%. Jest to zgodne z wynikami badan w literaturze. Nie
analizowano przezy¢ pacjentek po zastosowanym leczeniu, ale mozna sadzi¢, ze u tych
chorych, ktore miaty wigcej niz 16 usunietych nSLN, okreSlony status weztdw
chlonnych bedzie wiarygodny.

W badaniu Sakuragi i1 wsp., przeprowadzonym u chorych w stadiach
IB1-IB2 wg klasyfikacji FIGO, czgstos¢ przerzutow do weztdw chtonnych miednicy
wyniosta 11,5%, a 2,1% chorych doswiadczyto przerzutéw w weztach chionnych
przyaortalnych [112]. Podobny wynik procentowy uzyskali jednak Zand 1 wsp. w grupie
RSZM 1B2-1IV wg FIGO, réwniez badajac wezly chlonne w ultrastagingu [113].
Martinez  1wsp., analizujac 24 chore na zaawansowanego RSZM, zbadat
w ultrastagingu 581 przyaortalnych wezlow chtonnych ujemnych po badaniu
rutynowym w HE istwierdzil obecno$¢ MICs tylko w dwoch weztach chlonnych
(0,34%) u dwoch chorych (8,3%) [114]. W niniejszej pracy doktorskiej, obejmujace;j
516 weztéw chtonnych u 27 chorych na RSZM w stadiach [A2-IB1 wg klasytfikacji
FIGO (IB1 stanowito 96,3% przypadkow) wykryto 22 wezty chlonne z MICs, przy
czym SLN zawierajacych MIC bylo 7, a nSLN — 15. W jednym przypadku doszto do
zmiany stanu zaawansowania pod wzgledem cechy N (z NO do NI). W innym
przypadku (jednym z 4 przypadkéw z usuwanymi weztami chtonnymi przyaortalnymi
stwierdzono niewybarwiony wezet chtonny z MIC (przerzut odlegly), co jest wynikiem
bardzo istotnym, poniewaz fakt ten zmienia stadium zaawansowania raka (cecha M1).
Byt to przerzut wielko$ci 2mm niewidoczny w pierwotnym badaniu HE. Dopiero po
powtornym badaniu preparatu w IHC doszto do jego wykrycia. Przypadek ten dotyczyt
pacjentki z drugim najwigkszym guzem nowotworowym, zmierzonym pooperacyjnie
(pT=4,2 cm). Ta pacjentka miala ostatecznie 6 dodatnich weztow chtonnych, a guz
naciekat na glebokos¢ 19 mm bez cechy LVSI.

Dwa przypadki pT1b2 (pT=4,2 cm i1 pT=5,6 cm) pokazuja z jednej strony
niedostatki klasyfikacji ginekologiczno-chirurgicznej, a z drugiej sugeruja, ze
wykonywanie procedury SLND z ewentualnym nastawieniem na podejmowanie decyzji
srod/pooperacyjnych powinno si¢ kategorycznie ogranicza¢ do guzdéw, co do ktérych
nie ma zadnych watpliwosci, ze sg male (znacznie ponizej 4 cm, najlepiej zgodnie
z wielokrotnie cytowanym pi§miennictwem <2cm). Analizujac poszczeg6lne przypadki
stwierdzono, ze wsrod 11 przypadkow az w 7 stwierdzono guz wigkszy niz 2 cm.

,Entuzjasci” koncepcji SLN tacy jak Du i wsp. sklonni sg zaleca¢ leczenie
oszczedzajace ptodnos¢ (radykalng trachelektomi¢) przy ujemnych SLNs stwierdzonych
po badaniu srédoperacyjnym, zwtaszcza u chorych planujacych cigze [115]. Badajac 68
chorych na RSZM w stadiach IA2-IB1 wg klasyfikacji FIGO Du i wsp. uzyskali wysoki
odsetek detekcji SLN (94,1%), au 8 chorych zaobserwowali dodatnie SLNs. U tych
chorych wykonali rozszerzone usunigcie macicy, u pozostatych radykalng
trachelektomig i tylko SLND. W badanej przez Du i wsp. grupie 53% (8/15) chorych
zaszto w cigze, u 2 wystapita wznowa choroby (po 8 i 17 miesigcach, w pierwszym
przypadku w miednicznych weztach chtonnych, w drugim — w przyaortalnych weztach
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chionnych), a jedna osoba zmarta [115]. Inni badacze, jak Slama i wsp., nie zalecaja,
aby opiera¢ si¢ na badaniu srodoperacyjnym weztow chtonnych, gdyz mogg one dawac
falszywie ujemne wyniki nawet w 56,2% przypadkoéw, co implikuje dalsze bledne
decyzje lecznicze [116]. Badanie weztow chlonnych $rdédoperacyjnie w ultrastagingu
mogloby definitywnie okresli¢ status wezlow chtonnych, ale metodologia badania
ogranicza jego uzytecznos¢, gdyz jest ono czasochtonne.

Dodatkowym czynnikiem, o ktorym nalezatoby wspomnie¢, jest konizacja
szyjki macicy. W pracy doktorskiej jeden przypadek fatszywie ujemny wystapit
u pacjentki po konizacji. W kilku badaniach wzigto réwniez pod uwage ten zabieg jako
czynnik mogacy wplywa¢ na jako$¢ procedury detekcji SLN. Nie wykazano, aby
konizacja miata niekorzystny wptyw na odsetek detekcji SLN [117-121]. W pracy Kato
i wsp. na 50 chorych na RSZM w stadiach FIGO 1A2-IB1 (IA1 tylko jeden przypadek;
wszystkie przypadki <2 cm) stwierdzono, ze SLNs w lokalizacji biodrowej zewnetrznej
byly znajdowane rzadziej w grupie kobiet niepoddanych wczes$niej konizacji (2,7%) niz
w grupie kobiet poddanych konizacji (9,5%). Wiele cytowanych poprzednio badan
wskazywalo na to, ze obok we¢ztéw chtonnych zastonowych, sa to wezty chlonne
najczesciej zajmowane przez nowotwor, ale w cytowanej pracy roéznice w dystrybucji
nie mialy jednak znaczenia predykcyjnego [119]. Seong i wsp. w badaniu obejmujacym
89 chorych na RSZM w stadiach IA2 — IIB wg klasyfikacji F/GO podaja, ze konizacja
wywiera nawet korzystny efekt (odsetek detekcji SLN 73,3% w grupie kobiet
poddanych konizacji vs. 49,1% bez wczesniejszej konizacji) [119]. Wuntakal i wsp.
analizujagc  wpltyw réznych czynnikow na jednostronno$¢ a nie dwustronno$é
identyfikacji SLN, zbadali 132 chore na RSZM w stadiach FIGO 1A1 (LVSI+) — 1IA
i podobnie jak inni autorzy nie znalezli ujemnego efektu konizacji na jako$¢
przeprowadzonej procedury SLND [120]. Andikyan i wsp. przeprowadzili badanie na
jedynie 10 chorych (lata 2005 — 2012; 7 chorych z RSZM w stadium FIGO 1Al
z LVSI+, 3 z RSZM IB1 wg klasyfikacji FIGO). Jego celem byto okreslenie mozliwosci
przeprowadzenia konizacji szyjki macicy z identyfikacja SLN jako strategii
oszczedzajacej ptodnos¢ u chorych na RSZM w 1 stopniu zaawansowania klinicznego
wg FIGO oraz ocena minimalnego wystarczajagcego marginesu chirurgicznego.
U wszystkich chorych wykonali powtérng konizacje, uzyskujac obustronno$¢ wykrycia
SLN po obu stronach miednicy we wszystkich przypadkach. Najwiekszy wymiar
nacieku raka w zadnym przypadku nie byt wigkszy niz 11 mm, a najwicksza glebokos¢
naciekania nie przekroczyta 6 mm [121].

W zadnej z cytowanych publikacji nie podano zastosowanego odstepu
czasowego pomiedzy konizacja a wilasciwg procedura leczniczag. W kontekScie
analizowania statusu nSLN wecale nie analizowano tego zagadnienia. W materiale
niniejszej pracy doktorskiej byto 10 (37%) przypadkoéw konizacji (8) 1 amputacji szyjki
macicy (2), z ktorych dwa przypadki po konizacji znalazty si¢ w grupie ze
»zdarzeniami” w weztach chtonnych. W obu tych przypadkach wybarwienie bylo tylko
jednostronne. Nalezy wspomnie¢, ze w jednym z tych przypadkdéw nie doszto do
identyfikacji SLN po prawej stronie miednicy, a po usunig¢ciu regionalnych weztow
chtonnych stwierdzono makroprzerzut raka w jednym z nSLNs (we¢zet chlonny
zastonowy prawy). Podanie znacznika opisano jako ,utrudnione”. Naciekanie raka
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wynosito w tym przypadku 8 mm. Nalezy wiec przypuszczaé, ze bledne bylo podanie
znacznika albo proces gojenia utrudnil jego penetracje, cho¢ brak literatury na ten
temat. W kilku pracach naukowych pojawilo si¢ stwierdzenie, ze mtodszy wiek chorych
predysponuje do bardziej skutecznego przeprowadzenia procedury SLND [118-120].
Wyniki pracy doktorskiej potwierdzaja obserwacje zawarte w literaturze. W grupie 27
badanych chorych nie stwierdzono zaleznosci jako$ci SLND wyrazonej jako
dwustronno$¢ detekcji SLN (w poréwnaniu do jednostronnej detekcji) od przebytej
wczesniej konizacji jako zabiegu diagnostycznego, natomiast u kobiet mtodszych
cze$ciej uzyskiwano obustronnos¢ identyfikacji SLN.

Efektywnos¢ kosztowa metody zostata wyceniona przez liczbe zycia
skorygowanych o jako$¢ (quality-adjusted life-years, QALY 1 absolotnych lat zycia
(absolute life-years, ALY) przez Brar i wsp. [122]. Poréwnanie dotyczyto 3 strategii
limfadenektomii po radykalnym usunigciu macicy: regionalnego usunigcia
miednicznych wezlow chlonnych, biopsji SLN z uzyciem technetu®™ i niebieskiego
barwnika oraz biopsji SLN z uzyciem tylko technetu®™ w pigcioletnim okresie. Biopsja
SLN z uzyciem Tc”™ i niebieskiego barwinka kosztowata 21089 dolaréw na pacjentke,
dostarczyta 4.54 QALY, 4.90 ALY 1 byla najbardziej efektywna kosztowo. W niniejszej
pracy nie analizowano QALY, ale najbardziej zblizonym parametrem bylby koszt, jaki
nalezatoby ponie$¢, aby zyska¢ istostng poprawe jakosci stagingu. Nalezaloby wigc
wydac dodatkowo okoto 250 dolaréw na pacjentke x 13.5 przypadkow (=3375 USD),
aby zyska¢ 1 zmiang w stagingu o znaczeniu rokowniczym (pN lub pM upstage).

Ultrastaging z seryjnym skrawaniem materialu tkankowego 1barwieniem
immunohistochemicznym jest efektywny z punktu widzenia onkologicznego, gdyz
pozwala na poprawienie jakosci okreslenia zaawansowania klinicznego choroby,
a w niektorych przypadkach réwniez poprawienie precyzji okre$lania rokowania chorej
na RSZM [87]. Z drugiej jednak strony takie badanie jest dosy¢ kosztowne finansowo
i czasowo, gdyz S$rednia cena wszystkich kosztow oznaczen przypadku liczacego
srednio ok. 18 weztow chtonnych wynosi ok. 1000 ztotych, a czas jaki jest wymagany
w warunkach polskich do obejrzenia preparatéw (po 3-10 skrawkéw z jednego wezla
chtonnego) z wielu weztow chlonnych to ok. 2-3 godzin. Metoda ta jest trudna
w codziennym zastosowaniu i na razie zbyt kosztowna, aby byta rutynowo stosowana w
diagnostyce histopatologicznej. Powinna by¢ wiec zastgpiona tanszymi metodami,
najlepiej nieinwazyjnymi, albo by¢ zarezerwowana dla wyselekcjonowanych
przypadkow lub weztéw chlonnych.

Prawie Zadne z liczacych si¢ miedzynarodowych towarzystw nie podato
wytycznych ani zalecen dotyczacych SLN w RSZM. Jedynie amerykanska National
Comprehensive Cancer Network opracowala w zaleceniach optymalne uzycie metody
1 stwierdzita jasno, ze ,,mapowanie” SLN jest najskuteczniejsze w guzach mniejszych
niz 2 cm [123]. Rekomenduje ona t¢ metode, nadajac jej status 2B wg Evidence Based
Medicine (tj. na podstawie konsensusu, ze dana interwencja jest wlasciwa). National
Comprehensive Cancer Network poswigca catg strone swoich wytycznych odno$nie
postepowania w RSZM kwestii ,,mapowania” SLN, wskazujac na potrzebe
ultrastagingu vjemnych w badaniu HE SLNs. Podkresla jednak, Ze stanowi to element
leczenia chirurgicznego, nie wspominajgc o badaniu w ultrastagingu innych weztow
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chtonnych oprocz SLN [123]. Kwesti¢ ,,wydajnos$ci” koncepcji SLN wiktaja czynniki
omowione w pierwszych rozdzialach niniejszej rozprawy, wsrdd ktorych przypomniec
nalezy posrodkowe polozenie szyjki macicy [96], przerzuty skaczace [124] czy istnienie
»~immunologicznych trupow” weztéw chlonnych, ktore moga zmienia¢ przewidywane
szlaki przerzutowania, ale rowniez fakt, ze podobnie jak w raku piersi, juz niewielki guz
posiada potencjat do pozostawiania krazacych komorek nowotworowych we krwi [ 125].
Nie wiadomo przy jakiej wielkosci guza dzieje si¢ tak w RSZM.

Przerzuty do weztow chtonnych stanowia wazny czynnik rokowniczy. Wsrod
czynnikow, ktore wpltywaja na te cechg, wymienia si¢ najczes$ciej wielko$¢ guza,
glebokos¢ naciekania, stopien zlosliwosci histologicznej (grade) oraz naciekanie
przestrzeni okotonaczyniowej (LVSI). W pracy doktorskiej stwierdzono, ze do
czynnikow ryzyka przerzutow do weztéw chtonnych RSZM w stopniu IB1 wg
klasyfikacji FIGO (w mniejszym stopniu [A2) naleza LVSI, nastgpnie wielko$¢ guza
1 idaca za tym glebokos¢ naciekania, natomiast nie majg wartosci pozostate czynniki.
Nie stwierdzono takze zaleznos$ci pomiedzy przerzutami nowotworowymi w weztach
chtonnych a typem histologicznym nowotworu. Nie analizowano stagingu 1 naciekania
przymacicz, gdyz materiat pracy doktorskiej prawie wylacznie zawieral przypadki
w stadiach IB1 wg klasyfikacji FIGO. Przy zajetych przymaciczach czestosé
przerzutow w weztach chtonnych moze by¢ znaczaco wyzsza niz jest to odnotowane
W niniejszej pracy i1 moze siega¢ 36% w grupie chorych w stadiach IBI1-IIA wg
klasyfikacji FIGO [126]. U 31% chorych w cytowanym badaniu w stadium IB1 (FIGO)
znaleziono subkliniczne przerzuty nowotworu w przymaciczach, co moze sugerowac,
ze w najblizszych wezlach chionnych takze moga znajdowaé si¢ przerzuty. Nalezy
doda¢ uwage, ze w materiale pracy doktorskiej znalazl si¢ jeden wykryty wezet chtonny
przymacicza zawierajacy /TC (nieistotny w klasyfikacji). Zostat on usunigty razem
z innymi weztami chtonnymi w trakcie histerektomii.

Rak szyjki macicy jest jedynym ginekologicznym nowotworem zto§liwym,
ktorego klasyfikacja do stadiow zaawansowania wg klasyfikacji FIGO odbywa si¢ za
pomoca badania fizykalnego, RTG klatki piersiowej, urografii, cystoskopii, rektoskopii
[109,127]. W krajach o wyzszym dochodzie narodowym, w ktérych finansowanie
opieki zdrowotnej jest na wysokim poziomie ekonomicznym, zalecang opcja sa badania
obrazujace, takie jak TK 1 RM. Klasyfikacja RSZM odbywa si¢ zgodnie z powszechnie
przyjeta skala kliniczng FIGO lub kliniczno-patologiczng TNM. W zwiazku z duzym
odsetkiem wynikéw falszywie dodatnich i ujemnych w badaniach obrazujacych oraz
z powodu niepetnej dostepnosci tych badan na swiecie, WHO oraz FIGO nie zgodzity
si¢ do tej pory na zalecenie obligatoryjnego ich wykonywania w celu okreslenia
stagingu. Z drugiej strony wykazano, ze przerzuty do weztéw chlonnych sa
najwazniejszym czynnikiem rokowniczym i predykcyjnym u chorych z RSZM. Skala
kliniczno-patologiczna TNM (c lub p TNM) pozwala na doktadne okreslenie stagingu,
ale nie istniejg obecnie fatwo dostepne inicomylne metody wykrywania przerzutow
w wezlach chlonnych na etapie planowania leczenia. Punktem wyjscia do osiggnigcia
tego celu jest jednak okreslenie, u ktorych chorych jest wigksze prawdopodobienstwo
wystapienia przerzutow nowotworowych, a u ktorych jest ono na tyle mate, ze oprocz
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resekcji raka nalezy tylko sprawdzi¢, czy regionalne wezly chlonne sa
(najprawdopodobniej) niezmienione, tak jak to by wynikato z przedoperacyjnych badan.

Mimo tego, ze zainteresowanie SLN w RSZM nie jest nowe, stosunkowo
niewiele prac naukowych po$wigcono nSLN. Koncentrowano si¢ na zebraniu jak
najwigkszych grup chorych i badaniu w ultrastagingu tylko SLNs, a nie nSLN. W pracy
doktorskiej badania ultrastagingu byty przeprowadzane sukcesywnie na kolejnych
zakwalifikowanych pacjentkach we wszystkich wezlach chionnych, a uzyskiwana
wiedza stopniowo wzbogacala merytorycznie prace doktorska, dajac nowe informacje
do analiz. Ponadto autor postarat si¢ poswigci¢c uwage wielu roznym zagadnieniom,
przedstawiajac temat SLN 1inSLN w przekrojowy sposob. Postawil on hipotezy
negatywne, nie faworyzujac uzycia koncepcji SLN nad elektywnym usunigciem
regionalnych wezlow chlonnych, co wskazuje na probg obiektywnego podejscia
1 wyciagania niezaleznych, krytycznych wnioskow.
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9. Whnioski

1. Mikroprzerzuty w ukladzie limfatycznym w raku szyjki macicy sa najczgscie]
zlokalizowane w  weztach  chlonnych  wartowniczych  (9,1%), rzadziej
w pozawartowniczych (3,6%). Ich wykrycie jest mozliwe poprzez rozszerzenie
badania histologicznego o metode cienkich skrawkow. Czynnikami zwiekszajacymi
ryzyko mikroprzerzutow do weztdéw chlonnych pozawartowniczych sa: wielkosé¢
guza >2cm oraz naciekanie przestrzeni okolonaczyniowej limfatyczne;j.

2. Stan wezta chlonnego wartowniczego determinuje stan pozostatych weztow
chtonnych pod warunkiem obustronnej identyfikacji. W przypadku braku wykrycia
SLN nie mozna wiarygodnie wnioskowa¢ o stanie weztéw chlonnych po tej stronie,
gdyz wystepuje wowczas ryzyko uzyskania falszywego wyniku diagnostycznego
1 niedoszacowania stadium zaawansowania. Najlepszymi kandydatkami do
zastosowania procedury identyfikacji wezta chtonnego wartowniczego w raku szyjki
macicy sg chore ze zmiang pierwotng do 2 cm bez zajecia przez komorki raka
okotonaczyniowej przestrzeni.

3. Rozszerzenie badania preparatow weziow chlonnych o ich ultracienkie skrawanie
1 techniki immunohistochemiczne wedlug okre§lonego protokolu umozliwia
uzyskanie informacji o rzeczywistym zaawansowaniu klinicznym w przypadku raka
szyjki macicy w stadium [A2-1B1 wg klasyfikacji FIGO.
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Zalacznik 1. Klasyfikacje zaawansowania raka szyjki macicy wg systemu 7NM

oraz FIGO.
Guz pierwotny (T)
TNM FIGO s ps ] .
Kategorie Stadia OKkreslenia chirurgiczno-patologiczne
TX Guz pierwotny nie moze by¢ oceniony
TO Nie ma oznak pierwotnego guza
Tis Rak in situ (rak przedinwazyjny)
T1 I Rak szyjki macicy ograniczony do szyjki (bez wzgledu na naciekanie trzonu
macicy)
Inwazyjny rak stwierdzany tylko mikroskopowo; inwazja podscieliska na
maksymalng gltebokos¢ 5,0 mm mierzona od podstawy nabtonka i poziome
Tla 1A . .. . . . ,
szerzenie si¢ na 7,0 mm lub mniej; naciekanie przestrzeni naczyn chtonnych
lub/i krwionos$nych nie wptywa na klasyfikacje
Tlal 1A1 Glebokos¢ naciekania podscieliska <3.0 mm i szerzenie si¢ poziome <7.0 mm
Glebokos¢ naciekania podscieliska >3.0 mm i <5.0 mm z poziomym
T1a2 1A2 ) .
szerzeniem si¢ <7.0 mm
T1b B Klinicznie widoczna zmiana ograniczona do szyjki macicy lub zmiana
mikroskopowa wicksza niz T1a/IA2
T1b1 IB1 Klinicznie widoczna zmiana <4.0 cm w najwigkszym wymiarze
T1b2 1B2 Klinicznie widoczna zmiana >4.0 cm w najwigkszym wymiarze
T2 I Rak szyjki macicy nacieka poza macice ale nie naciaka $ciany miednicy ani
jednej trzeciej dolnej czgéci pochwy
T2a A Guz bez naciekania przymacicz
T2al A1 Klinicznie widoczna zmiana <4.0 cm w najwiekszym wymiarze
T2a2 A2 Klinicznie widoczna zmiana >4.0 cm w najwigkszym wymiarze
T2b IIB Guz z naciekaniem przymacicz
Guz nacieka $ciang miednicy i/lub jedng trzecig dolna cze¢$¢ pochwy /lub
T3 I . . ; . .
powoduje wodonercze albo zaprzestanie funkcjonowania nerki
T3a MIA Guz nacieka jedng trzecia dolng czg¢$¢ pochwy, nie nacieka $ciany miednicy
Guz nacieka $ciang miednicy i/lub powoduje wodonercze albo zaprzestanie
T3b 111B . . .
funkcjonowania nerki
Guz nacieka btong §luzowa pecherza moczowego lub odbytnicy i/lub szerzy
T4 v si¢ poza miednicg (obrzek ujscia moczowodu jest niewystarczajacy do
zaklasyfikowania guza jako T4)
Guz nacieka btong sluzowa pecherza moczowego lub odbytnicy (obrzek ujscia
T4a IVA . i . . .
moczowodu jest niewystarczajacy do zaklasyfikowania guza jako T4)
T4b IVB Guz nacieka poza prawdziwg miednicg

Regionalne wezly chlonne (N)

NX
NO
N1

Przerzuty odlegle (M)

Mo

M1

Regionalne wezty chtonne nie moga by¢ ocenione
Nie ma przerzutéw do regionalnych weztow chtonnych

Przerzuty do regionalnych weztéw chionnych

Nie ma przerzutow odlegtych

Przerzuty odlegte (wliczajac rozsiew otrzewnowys;
naciekaniecadobojczykowych, srédpiersiowych lub przyaortalnych weztow
chtonnych; i ptuca, watroby, lub ko$ci)

88



